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RESUMO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas tropicais negligenciadas causadas por
diferentes parasitas do género Leishmania. Estas doencas sé@o endémicas em 98 paises e
afetam de 12 a 15 milhdes de pessoas no mundo anualmente. Os tratamentos atuais
apresentam muitos efeitos colaterais, tempo de utilizagdo prolongado e muitas vezes falha
terapéutica. Devido a este panorama, existe a necessidade de buscar substancias com
potencial antileishmania. Uma abordagem moderna de descoberta de farmacos consiste
na utilizagdo de métodos computacionais como o docking molecular, que permite
selecionar moléculas com maior probabilidade de se obter resultados experimentais
positivos. Triperpenos pentaciclicos tém sido relatados como moléculas potenciais
antileishmania. Apesar disso, os triterpenos a ¢ B amirinas t€ém sido pouco investigados.
Nesse estudo foi realizado um planejamento racional e desenho de derivados utilizando
como esqueleto base os triterpenos a ¢ B amirinas. Todas as modificagdes foram em torno
do C-3 que esta funcionalizado com um alcool. A primeira série de derivados consistem
em sulfonamidas de cadeia n-alquilica e sulfonamidas arilicas orto e para substituidas. A
segunda série de derivados consistem em heterociclos de 5 membros, fundidos ao
esqueleto principal. As estruturas desenhadas foram convertidas em formato 3D e
otimizadas. Foi utilizada a enzima CYP51 de Leishmania infantum (PDB: 3L4D) e o
programa GOLD para realizagdo do docking molecular. Foram selecionados seis
derivados da série de sulfonamidas alquilicas (3/4, 5/6 e 9/10), oito derivados da série de
sulfonamidas arilicas (21/22, 29/30, 41/42 e 45/46) e oito derivados da série de
heterociclos (55/56, 59/60, 61/62 e 63/64), que apresentaram melhor perfil de interacGes
quimicas e energia livre de ligacdo. Os derivados apresentados em pares correspondem
aos isdmeros o e . Para sintese dos derivados foram utilizados os triterpenos o e 3
amirinas extraidos e purificados da resina de Protium sp. Para a sintese da série de
sulfonamidas arilicas foi utilizado o intermediario 3-amino « e 3 amirina que foi tratado
com diferentes cloretos de sulfonila para obtencdo dos derivados 29/30 (4-
acetamidobenzeno sulfonamida de o ¢ f amirina), 41/42 (4-nitrobenzeno sulfonamida de
a ¢  amirina), 45/46 (4-clorobenzeno sulfonamida de o e B amirina) com rendimentos
que variaram entre 45 — 71 %. Todos os derivados sulfonamidas obtidos séo inéditos na
literatura. Para a série de heterociclos foi utilizado o intermediario 2-bromo-3-oxo o ¢
amirina, que foi condensado com diferentes nucléofilos. Foi o obtido o derivado 63/64
(derivado aminotiazol o e P amirina), com rendimento de 99%, um exemplo de
modificacdo molecular ja reportado em outros triterpenos, porém é a primeira vez inserido
em o ¢ f amirinas. O presente estudo utilizou metodologias computacionais aliadas a
métodos de planejamento racional, visando a selecdo e semissintese de moléculas com
atividade bioldgica antileishmania. As moléculas sintetizadas nesse trabalho serdo
encaminhadas para avaliacdo biologica para confirmacdo do seu potencial como
farmacos.

Palavras-chave: Triterpenos, o ¢ [P amirinas, leishmaniose, docking molecular,
semissintese, sulfonamidas, heterociclos.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of neglected tropical diseases caused by different parasites of
the Leishmania genus. This diseases is endemic in 98 countries and affect 12 to 15 million
people worldwide annually. Current treatments show many side effects, prolonged use
time and often therapeutic failure. Due to this scenario, there is a need to seek substances
with antileishmania potential. A modern approach to drug discovery consists of using
computational methods such as molecular docking, which allows the selection of
molecules most likely to obtain positive experimental results. Pentacyclic triterpenes have
been reported as potential antileishmania molecules. Despite this, the a and B amyrin
triterpenes have been poorly investigated. In this study, rational planning and design of
derivatives were carried out using base skeleton the triterpenes o and f amyrins. All the
modifications were around the C-3 which is functionalized with an alcohol. The first
series of derivatives consist of n-alkyl chain sulfonamides and ortho- and para- substituted
aryl sulfonamides. The second series of derivatives consist of 5-membered heterocycles,
fused to the main skeleton. The designed structures were converted into a 3D format and
optimized. The CYP51 Leishmania infantum enzyme (PDB: 3L4D) and the GOLD
program were used to perform molecular docking. Six derivatives from the series of alkyl
sulfonamides (3/4, 5/6 and 9/10), eight derivatives from the series of aryl sulfonamides
(21/22, 29/30, 41/42 and 45/46) and eight derivatives were selected of the series of
heterocycles (55/56, 59/60, 61/62 and 63/64), which presented a better profile of chemical
interactions and free energy binding. The derivatives presented in pairs correspond to the
isomers o and B. For the synthesis of derivatives, the triterpenes o and  amirins were
extracted and purified from the resin of Protium sp. For the synthesis of the aryl
sulfonamide series, the intermediate 3-amino o and B amirine was used, which was treated
with different sulfonyl chlorides to obtain derivatives 29/30 (4 / acetamidobenzene
sulfonamide from a and  amirine), 41/42 (a and  amirine 4-nitrobenzene sulfonamide),
45/46 (o and B amirine 4-chlorobenzene sulfonamide) with yields that varied from 45 to
71%. All sulfonamide derivatives obtained are unprecedented in the literature. For the
series of heterocycles, the intermediate 2-bromo-3-oxo o and B amirine was used, which
was condensed with different nucleophiles. The derivative 63/64 (aminothiazole
derivative a and B amirine) was obtained, with 99% yield, an example of molecular
modification already reported in other triterpenes, however it is the first time inserted in
o and B amirines. The present study contributed to the application of computational
methodologies combined with methods of rational design, aiming at the semisynthesis of
molecules with biological activity antileishmania. The molecules synthesized in this work
will be sent for biological evaluation to confirm their potential as drugs.

Keywords: Triterpenes, o and [ amyrins, leishmaniasis, molecular docking,
semisynthesis, sulfonamides, heterocycles.
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1. INTRODUCAO

As doengas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo um grupo diversificado de
doencas transmissiveis que prevalecem em regides tropicais e subtropicais, afetando 149
paises e mais de um bilhdo de pessoas, e custam as economias em desenvolvimento
bilhdes de ddlares todos os anos. As populacbes que vivem na pobreza, sem saneamento
adequado e em contato préximo com vetores infecciosos, animais domésticos e gado sdo
as mais afetadas. DTNs carecem de financiamento e inovagao adequados para prevengéo
e tratamento (MACKEY et al., 2014, WHO, 2017).

As leishmanioses acompanham a humanidade desde tempos remotos. Os dados
mais antigos datam de 2050-1050 a.C, onde foi encontrado DNA mitocondrial de L.
donovani em mumias no Antigo Egito. Na Idade Média, o filésofo persa Avicena trouxe
descricdes morfologicas de lesdes e tratamentos da leishmaniose. Na Idade Moderna,
durante a colonizacdo das Ameéricas, exploradores espanhois relataram lesdes
caracteristicas em agricultores de plantagdes de coca nos Andes Peruanos. Somente no
inicio do século 20 ocorreu a identificacdo morfoldgica dos parasitas em organismos
infectados, descoberta atribuida aos cientistas William Boog Leishman e Charles
Donovan (STEVERDING, 2017).

Apesar da longa historia, a leishmaniose ainda esta entre as trés principais DTNs
causadas por protozodrios, com altos indices de morbidade e mortalidade. A doenca
possui grande alcance geografico, ocorrendo principalmente na populacdo mais humilde
e também em animais domésticos como cdes e gatos, e 0s parasitas apresentam grande
complexidade epidemioldgica e médica (BRUSCHI; GRADONI, 2018).

As leishmanioses fazem parte do grupo das DTNSs, causadas por pelo menos 20
espécies do género Leishmania e transmitidas entre hospedeiros mamiferos por meio de
insetos flebotomineos fémeas (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). As leishmanioses
sdo classificadas em trés formas clinicas: leishmaniose visceral, leishmaniose cuténea e
leishmaniose mucocuténea, que diferem no padrdo e nas manifestagdes clinicas da
infeccdo (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Atualmente, mais de 1 bilh&do de pessoas
vivem em areas endémicas para leishmaniose e estdo sob risco de infeccdo. Estima-se que
50.000 novos casos de leishmaniose visceral e mais de 1 milhdo de novos casos de

leishmaniose cutanea ocorram anualmente (WHO, 2020b).
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O tratamento da leishmaniose consiste em agentes quimioterapicos, como 0s
compostos de antimdnio pentavalente, pentamidina, miltefosina e anfotericina B
(BRASIL, 2017). Todos esses farmacos apresentam limitagdes como alta toxicidade,
muitos efeitos adversos, custo e duracdo do tratamento e ainda a frequente ineficacia
terapéutica devido resisténcia (PONTE-SUCRE et al., 2017). Dessa forma é importante
continuar a busca por novos quimioterapicos eficazes e tratamentos menos toxicos.

Uma abordagem moderna na descoberta de novos agentes para tratamento de
DTN’s ¢ a utilizagdo de métodos experimentais associados a métodos computacionais. A
integracdo dessas estratégias permite a identificagdo de novas drogas, otimizacdo do
tempo e reducdo com custos desnecessarios em compostos nao promissores (FERREIRA
etal., 2015). A triagem virtual baseada na estrutura do receptor (SBVS) é uma abordagem
que permite explorar um conjunto grande de estruturas quimicas frente a um alvo
especifico, auxiliando no trabalho de identificagdo, selecdo e otimizacdo de moléculas
capazes de interagir com alta afinidade e seletividade com o alvo molecular selecionado
(GUIDO; OLIVA; ANDRICOPULDO, 2012).

Os produtos naturais tém sido uma fonte valiosa para a pesquisa de medicamentos
e sdo de grande importancia no desenvolvimento de drogas. As estratégias
computacionais podem auxiliar na identificacdo de compostos naturais promissores
(BARNES; KUMAR; DAVIS, 2016). Os triterpenos a e  amirinas sao produtos naturais
bastante distribuidos em espécies vegetais, estando entre os constituintes majoritarios dos
géneros Protium sp. (RUDIGER; VEIGA-JUNIOR, 2013) e Byrsonima sp. (GUILHON-
SIMPLICIO; PEREIRA, 2011). A semissintese é uma excelente estratégia para melhor
aproveitamento dessas moléculas. A incorporacdo de grupamentos farmacoforicos € uma
maneira interessante de se obter derivados com potencial bioldgico.

Nesse contexto, de forma a obter moléculas semissintéticas antileishmania a partir
de triterpenos naturais provenientes da biodiversidade amazénica, foi realizado um
planejamento racional in silico objetivando moléculas inéditas contra Leishmania spp. As
moléculas desenhadas foram selecionadas por SBVS utilizando a enzima CYP51 para
identificacdo de hits que foram sintetizados e serdo testados in vitro para atividade

leishmanicida.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses ocorrem principalmente em regides tropicais e subtropicais,
afetando principalmente a Africa, Asia e América Latina. Esta associada a expanséo de
areas urbanas e periurbanas para zonas rurais e florestais, moradia precéria, domesticacao
de animais, desnutricdo, sistema imunoldgico fraco e falta de recursos. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 98 paises e territorios foram endémicos para
leishmaniose em 2018, o que inclui 68 paises que sdo endémicos para leishmaniose
visceral e cutanea, 9 paises que sdo endémicos somente para leishmaniose visceral e 21
paises que sdo endémicos somente para forma cutanea (WHO, 2020a).

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar no continente
asiatico, ¢ fatal se no tratada. A maioria dos casos ocorre no Brasil, Africa Oriental e na
india. Estima-se que 50.000 a 90.000 novos casos de LV ocorram em todo o mundo
anualmente, com apenas 25 a 45% dos casos relatados & OMS. E uma das principais
doencas parasitarias com potencial de surto e mortalidade. A leishmaniose cutanea (LC)
é a forma mais comum. Cerca de 95% dos casos de LC ocorrem nas Americas, na bacia
do Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central. Estima-se que ocorram anualmente
entre 600.000 a 1 milhdo de novos casos em todo o mundo (WHO, 2020b).

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude, o Brasil faz parte dos paises
endémicos nas Américas em leishmaniose. Em 2019, foi o pais com maior nimero de
casos reportados com cerca de 15.484 notificacdes da doenca na forma cuténea e
mucocutanea, representando 37% dos casos nas Américas. O Brasil também reporta a
maior parte dos casos de LV, cerca de 97% (2.529) do total de casos no continente
americano. Além disso, entre os 5 paises com maior nimero de casos de LV em 2019
(Brasil, Etiopia, India, Suddo e Suddo do Sul), o Brasil é o pais com a maior taxa de
letalidade (7,7%), seguido pelo Sud&o da Sul (5%) e Etiopia (2,5%) (OPAS, 2020).

Os agentes etioldgicos causadores da doenca sdo protozoarios do género
Leishmania, que coevoluiram com vetores denominados mosquitos flebotomineos
(familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae). Dentre as diferentes espécies de
flebotomineos, os mosquitos pertencentes ao género Phlebotomus (flebotomineos do
Velho Mundo) e Lutzomyia (flebotomineos do Novo Mundo), conhecidos popularmente
como “sandfly” ou “mosquitos palha”, sdo responsaveis pela transmissao da doenca

(AKHOUNDI et al., 2016). Somente as fémeas realizam o repasto sanguineo, geralmente
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durante a noite, preferindo animais silvestres como mamiferos roedores (Novo Mundo)
ou répteis (Velho Mundo) que s&o considerados reservatdrios naturais, e 0s humanos
(TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Os parasitas do género Leishmania pertencem a familia dos tripanossomatideos
cinetoplastideos, que sdo eucariotos que apresentam um unico flagelo e de modo impar
uma massa conspicua de DNA, o cinetoplasto, que fica dentro de uma grande mitocondria
(SIMPSON; STEVENS; LUKES, 2006). Os parasitas que causam doengas em humanos
sdo agrupados em dois subgéneros: Leishmania, de ocorréncia no Novo e Velho Mundo,
e que se desenvolvem no intestino anterior e médio dos flebotomineos, e Viannia, de
ocorréncia somente no Novo Mundo, que se desenvolvem no intestino anterior, médio e
posterior (MARTINEZ, F. VARGAS; TORRES-GUERRERO, E.; ARENAS, R.;
QUINTANILLA C., 2011).

A transmissdo do parasita a partir do vetor para o hospedeiro ocorre durante o
repasto sanguineo (Figura 1). A fémea infectada abriga os parasitas amadurecidos na
forma de promastigotas flagelados, os quais anteriormente passaram por etapa de
desenvolvimento no intestino do flebotomineo, onde as formas amastigotas tornaram-se
promastigotas pro-ciclicos e finalmente promastigotas metaciclicos (flagelados). Ao picar
um animal saudavel, o vetor inocula os promastigotas de Leishmania por regurgitacdo
(VERA-IZAGUIRRE et al., 2006).

O parasita inoculado no tegumento do hospedeiro € fagocitado por macrofagos,
células dendriticas, neutrofilos ou mondcitos circulantes. Dentro das células ocorre a
formagéo de um fagolisossoma, onde os promastigotas se diferenciam em amastigotas,
formas infectantes esféricas sem flagelos que s&o intracelulares obrigatorios. Os
amastigotas proliferam por fissdo binaria, chegando a romper as células hospedeiras,
infectando células vizinhas em seguida. A infeccdo pode ser subclinica, quando é
observada apenas por intradermorreacdo de Montenegro, ou autolimitada ap6s incubacéao
de 20 a 90 dias, caracterizando a infeccdo cutanea localizada (VERA-IZAGUIRRE et al.,
2006).



22

Figura 1 - Ciclo de vida do parasita Leishmania spp. no hospedeiro humano/animal doméstico
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O papel do sistema imune é de fundamental importancia para a progressao da
doenca ou a sua cura. Para estabelecer a infec¢do os parasitas necessitam do recrutamento
de macrdfagos e neutréfilos para o local, e uma vez dentro das células, diversas estratégias
sdo usadas para modular a resposta do sistema imune do hospedeiro, afetando a
imunidade inata e adaptativa para promover a sua sobrevivéncia (ROSSI; FASEL, 2017).

Os macrofagos séo os alvos bioldgicos onde a infec¢do duradoura é estabelecida,
e sdo células de defesa que possuem um sistema produtor rigorosamente regulado de
espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e de nitrogénio (ERN’s), visando matar qualquer
patdgeno invasor sem danificar a célula hospedeira. No entanto, as formas amastigotas
sdo capazes de explorar diferentes estratégias para evitar a sua elimina¢do, como
revestimento de lipofosfoglicano que protege contra as ERO’s e ERN’s, secrecao ou
inducdo da producdo de arginina, que reduz a producdo de Oxido nitrico e fornece
substrato para sintese de nutrientes e agdo de metaloproteases, que interferem na via de
sinalizacdo de macrofagos (GAUR et al., 2007; KIMA, 2007; ROSSI; FASEL, 2017).

A resposta imune adaptativa para Leishmania pode gerar tanto uma resposta

protetora quanto prejudicial ao hospedeiro. Os linfocitos T CD4+ Thl, caracterizados
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pela producdo IFN-y e TNF-a, induzem a resisténcia a0 mesmo tempo que sdo associados
ao estado hiperinflamatério, que leva a infeccdo metastatica (SILVEIRA et al., 2009). Os
linfocitos T CD8+ possuem também papel duplo, sendo responsaveis pela protecéo e cura
da doenca, provavelmente devido a producdo de IFN-y e, por outro lado, promovem a
progressdo da doenca com destruicdo tecidual e disseminacdo da infecgdo, associada a
producéo de IL-10 (BOURREAU et al., 2007).

2.1.1 Classificacdo das ManifestacGes Clinicas

As manifestacdes clinicas das leishmanioses dependem da complexa interagdo
entre os fatores de viruléncia das diferentes espécies de parasitas e a resposta do sistema
imune do hospedeiro. O resultado dessa interacdo gera desde lesdes na pele localizadas
até o envolvimento do sistema reticuloendotelial (SACHDEVA; SHARMA, 2016). Dessa
forma, as leishmanioses podem ser classificadas em leishmaniose cutanea (LC),
leishmaniose mucocutanea (LM) e leishmaniose visceral (LV).

A LC ¢ a forma mais comum da doenca, e manifesta-se inicialmente como uma
papula isolada no local da picada do vetor, que progride em semanas a meses para Ulcera
de formato ovalado ou arredondando, com base eritematosa, infiltrado grosseiro, bordas
bem delimitadas e de consisténcia firme. Dependendo da espécie, a ferida pode ter
apresentacoes diferentes: L. mexicana apresenta-se como uma lesdo pequena e Unica; L.
braziliensis gera lesdo ulcerativa extensa (Figura 2.A); e a L. major causa multiplas
lesdes autolimitantes (Figura 2.B) (BRUSCHI; GRADONI, 2018).

Nas diferentes Regides do Brasil, as feridas recebem nomes populares como
“llcera de Bauru” ou “ferida brava”. A LC difusa ¢ uma forma diferenciada, caracterizada
pela falta de resposta do sistema imune aos antigenos do parasita. Isso permite a
disseminacdo para outras regides da pele, membranas mucosas, atingindo areas expostas
como orelhas, bochechas e toda a extensao da pele (Figura 2.C). Ocorre nas Américas e
a principal espécie responsavel pela infeccdo é a L. amazonensis (VERA-IZAGUIRRE et
al., 2006).

A LM é uma forma severa causada pela disseminagdo dos parasitas para a mucosa
facial. E mais frequente nas espécies do subgénero Viannia: L. braziliensis, L.
panamensis, L. guyanensis (menos comum) e pode advir da infeccdo de L. amazonensis
(subgénero Leishmania). Os parasitas atacam a regido da nasofaringe ou cavidade bucal,

degenerando lentamente a cartilagem e tecidos moles, causando destruigéo e desfiguragéo
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do septo nasal, labios e laringe (Figura 2.D). Em algumas regiGes da América Latina, as
lesGes cronicas mucocutaneas sdo conhecidas como “espundia”, termo referente a algo
como “semelhante a esponja” (REITHINGER, et al. 2007).

ALV é aformamais grave, afeta 6rgaos do sistema reticulo-endotelial como baco,
figado e medula 6ssea, podendo ser fatal. Tem periodo de incubacdo de 2 a 6 meses,
manifestando-se por febre, sudorese noturna, fraqueza, perda de peso, linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia (Figura 2.E). A doenca € causada no Velho Mundo pelas espécies
L. infantum e L. donovani e no Novo Mundo por L. chagasi e L. amazonensis. Na Asia é
conhecida como kala-azar ou febre negra (GRIENSVEN; DIRO, 2019).

Figura 2 - Formas clinicas da leishmaniose em humanos

(A) Forma cuténea Unica ulcerada; (B) Forma cutanea com multiplas lesdes; (C) Forma cutanea difusa;
(D) Forma mucocutanea; (E) Forma visceral. Fonte: BRASIL, 2010; BRASIL, 2017.

2.1.2 Tratamento Farmacoldgico

As opcoes de tratamento para leishmaniose séo limitadas e dependem de farmacos
antigos e que apresentam muitos efeitos adversos, ou ainda medicamentos
reposicionados. Ainda nos dias atuais, o Unico tratamento eficaz com resultados
satisfatorios para todas as formas clinicas de leishmaniose é alcancado com o0s
antimoniais pentavalentes (Sb°*), disponiveis no mercado internacional na forma de
estibogluconato de sédio (Pentostam®) ou antimoniato de N-metil meglumina
(Glucantime®) (MURRAY et al., 2005). O mecanismo de ac¢do dos antimoniais ndo esta

esclarecido, porém é sustentando por dois modelos.
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O primeiro modelo sugere que o Sh® comporta-se como um prd-farmaco,
sofrendo reducdo bioldgica para forma Sb** (trivalente) que é muito mais toxico, e inibe
a enzima tripanotiona redutase e/ou proteina dedos de zinco, causando susceptibilidade
ao estresse oxidativo e apoptose do parasita (HALDAR, 2011). O segundo modelo sugere
que o Sb°* agiria de forma intrinseca, ou seja, sem a necessidade da ativacdo. O Sh®*
parece agir inibindo a DNA topoisomerase 1, impedindo o desenrolamento e clivagem do
DNA (WALKER; SARAVIA, 2004) e também formando complexos com
ribonucleosideos que interferem na via de recuperacdo de purinas (DEMICHELI et al.,
2002). Ainda existe uma terceira vertente que apresenta os antimoniais como ativadores
do sistema imunoldgico do hospedeiro, induzindo uma resposta imune eficaz (HALDAR,;
SEN; ROY, 2011).

O tratamento com antimoniais pode ser feito via intralesional subcutanea (SC)
para LC, via intramuscular (IM) ou via endovenosa (EV) para LC ou LV. A duracdo do
tratamento é prolongada, realizada no ambulatério e dessa forma requerendo um
profissional capacitado. Além disso a aplicagdo IM ou SC € por vezes dolorosa, e podem
ocorrer inimeros efeitos adversos, que variam desde anormalidades clinicas como
nduseas, anorexia, irritacdo, dor local, cefaleia, mialgia, artralgia até alteragdes
bioguimicas como aumento das transaminases hepéticas, ureia, creatinina e alteracdes no
eletrocardiograma (BRASIL, 2017; BRASIL, 2019).

A pentamidina pertence a classe das diamidinas e seu efeito esta relacionado as
fungdes amidinas que formam duas regides dicatibnicas aromaticas associadas por
espacador (Figura 3) (BAKUNOVA et al., 2009). As diamidinas s&o usadas desde 1939
para tratamento de Leishmania sp. (BERMAN, 1988). O mecanismo de acdo ainda
continua desconhecido, mas evidéncias mostram que os pares amidinicos se ligam aos
acidos nucleicos através de residuos fosfato, gerando um complexo da droga com o DNA,
que causa desintegracdo do cinetoplasto (BEAN; WAREHAM, 2017). Relata-se também
que o farmaco age como inibidor de enzimas importantes no metabolismo de poliaminas
essenciais para o parasita (MUXEL et al., 2018).

O medicamento é apresentado na forma de isetionato de pentamidina. E utilizado
para tratar as formas de LC como droga de segunda escolha, sendo administrada por via
IM ou EV. Assim como 0s antimoniais, a administracao da pentamidina necessita de um
local e um profissional capacitado, com duracdo de tratamento de 10 dias ou mais,

dependendo do tipo de leishmania e da resposta do paciente. Seus efeitos adversos mais
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frequentes sdo dor local, inchaco, abcesso estéril (se aplicacdo 1M), nduseas, cefaleia,
hipotensdo, arritmias cardiacas, e também relata-se hiperglicemia ou hipoglicemia devido
efeito toxico agudo sobre as células beta pancreéaticas (BRASIL, 2017).

A anfotericina B € um farmaco macrolideo poliénico normalmente utilizado como
antifungico, mas que apresenta atividade antileishmania e é utilizado como agente de
segunda escolha para LC e LV. O farmaco possui duas regifes distintas (Figura 3): um
polieno que é hidrofobico e age ligando-se ao ergosterol (componente lipidico comum da
parede celular de fungos e tripanossomatideos), e outra regido chamada poliol, que é
hidrofilica e forma dimeros entre si, causando poros ibnicos e consequente lise celular
(SHIRZADI, 2019).

No Brasil a anfotericina B é disponivel nas formas desoxicolato (Fungisone®) e
lipossomal (AmbiSome®). E utilizada somente no hospital, por via EV 1 mg/kg/dia,
aplicada em periodos variaveis conforme tolerancia, até atingir a dose total de 1a 1,59
para LC ou 2,5 a 3 g para LM. Para LV ¢ utilizado a dose de 3-4 mg/kg/dia em infuséo
EV durante 5-7 dias. E um farmaco com muitos efeitos adversos, podendo causar desde
cefaleia, tremores, flebite, cianose e hipotensdo até comprometimento da fungéo renal,
anemia e disturbios comportamentais (BRASIL, 2017).

A miltefosina foi o primeiro fArmaco disponivel para uso oral. Foi originalmente
desenvolvida como antineoplasico, derivado de uma série de moléculas fosfolipidicas
planejadas a partir do fator de agregacdo plaquetaria (CROFT; ENGEL, 2006) e
posteriormente, em estudos realizados na India, descobriu-se eficacia para leishmaniose
(BHATTACHARYA; SUR; KARBWANG, 2006). O mecanismo de acdo ¢€
desconhecido, mas sugere-se que atue na alteragdo de vias de sinalizacdo mediada por
lipideos e imunomodulacéo, causando apoptose (BASTOS et al., 2016).

A miltefosina foi incorporada ao Sistema Unico de Sadde (SUS), por meio da
Portaria n°® 56 de 31 de outubro de 2018 para tratamento oral da LC (BRASIL, 2018a).
Este farmaco possui a vantagem de que logo ap6s o diagndéstico o paciente pode levar
para casa e utiliza-lo. No entanto a duracéo do tratamento é de pelo menos 28 dias, e 0s
estudos clinicos mostram taxa de cura, em seis meses, variando entre 58,6% e 87,5%. Os
efeitos adversos séo considerados brandos, restringindo-se ao trato gastrointestinal como
nauseas, dor abdominal e diarreia, porém apresenta como problematica o potencial
teratogénico, devendo ser utilizado com muita cautela em mulheres em idade fértil
(BRASIL, 2018b).
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Alguns farmacos utilizados em doencas distintas surgem como alternativas

terapéuticas, mas que ainda em estdo sob investigagdo clinica. Estudos vém testando a

utilizacdo da paromomicina, um antibiético aminoglicosideo, para o tratamento topico de

LC, sob forma de cremes, pomadas, géis (SA, 2020). A pentoxifilina, um vasodilatador

periférico é utilizado no Brasil como adjuvante (imunomodulador) na terapia

com

antimoniato de meglumina, aumentando a taxa de cura e reduzindo tempo de tratamento

(BRASIL, 2017). Outros farmacos utilizados de forma alternativa sdo a rifampicina,

isoniazida, cetoconazol, itraconazol, azitromicina, alopurinol dentre outros (MISHRA,

SAXENA; SINGH, 2007; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Figura 3 - Estrutura quimica dos principais farmacos utilizados para tratamento das leishmanioses
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2.2 Planejamento Racional de FArmacos
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Durante muito tempo, os remédios utilizados para o tratamento de doencas

consistiam em produtos de origem animal, vegetal ou mineral, provenientes do

conhecimento empirico humano ou descobertos de maneira aleatoria por tentativa-e-erro,

ou ainda ao acaso (PICCIRILLO; DO AMARAL, 2018).
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Em 1897, com a descoberta do acido acetilsalicilico (Aspirina®) que foi
sintetizado com base na salicina, uma substancia extraida de Salix alba, iniciou-se a era
dos farmacos sintéticos (VIEGAS; DA SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006). Durante
essa época, 0s estudos para descobrimento de farmacos foram conduzidos por hipéteses
quimicas/bioldgicas, tendo como limitagdes a sintese das moléculas e a avaliagdo de suas
propriedades bioldgicas. A limitagdo dos testes bioldgicos era o fator mais impactante,
desperdicando muitas vezes tempo e custos, algumas vezes em moléculas que acabavam
ndo sendo promissoras (KUBINY, 2007).

A partir de 1960, houve um grande avango no planejamento racional de farmacos,
com o inicio dos estudos QSAR (sigla em inglés para Quantitative Structure-Activity
Relationships - Rela¢des Quantitativas de Estrutura-Atividade). Com o surgimento dos
modelos QSAR, conceitos da fisico-quimica organica foram utilizados para descrever de
forma quantitativa a atividade biolégica de uma molécula, a partir da sua estrutura
quimica (FUJITA; WINKLER, 2016). A estratégia QSAR contribuiu para o avango do
planejamento de farmacos, e € considerado por alguns autores um dos primeiros exemplos
de planejamento de farmacos com o auxilio do computador (KUBINY 1, 2007).

Segundo a IUPAC, CADD (Computer-Aided Drug Design) é definido como um
conjunto de técnicas utilizadas para descobrir, projetar e otimizar compostos
biologicamente ativos para uso como farmacos (IUPAC, 2019). Em ultima analise,
CADD busca rastrear virtualmente hits (candidatos a farmacos ativos), leads (candidatos
bioativos promissores a avaliacdo adicional) ou otimizar leads conhecidos transformando
moléculas biologicamente ativas em farmacos aceitaveis do ponto de vista fisico-
quimico, farmacologico e farmacocinético (CERQUEIRA et al., 2015).

Entre os métodos em CADD, a triagem virtual (VS — do inglés Virtual Screening)
foi rapidamente incorporada por industrias farmacéuticas. O objetivo é selecionar
virtualmente um conjunto de moléculas com propriedades desejaveis visando uma
proteina especifica e eliminar compostos com propriedades indesejaveis (inativas,
reativas, toxicas, que apresentam farmacocinética ruim) (CERQUEIRA et al., 2015).

Em VS, a estrutura tridimensional do alvo bioldgico pode ser conhecida ou nao,
sendo que este fato determinara qual protocolo serd mais adequado na triagem (KLEBE,
2006). Dessa forma, VS pode ser realizado com base na estrutura quimica do ligante
(LBVS - Ligand-Based Virtual Screening) ou com base na estrutura do alvo biologico
(SBVS — Structure-Based Virtual Screening).
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2.2.1 Triagem Virtual Baseada no Ligante — LBVS

Em LBVS, busca-se identificar compostos que apresentem caracteristicas
comuns, partindo do pressuposto que moléculas semelhantes terdo efeitos comuns no
mesmo alvo (CERQUEIRA et al., 2015), ou seja, compostos com alta similaridade as
moléculas de referéncia irdo se comportar de maneira semelhante ou atuar através do
mesmo mecanismo com efeito similar (GIMENO et al., 2019). Os métodos baseados em
ligantes representam os compostos atraves de um conjunto de descritores que apresentam
as caracteristicas moleculares sob forma numérica (BANEGAS-LUNA, 2018). No
Quadro 1 sdo apresentadas resumidamente as diferentes metodologias utilizadas em
LBVS.

Quadro 1 - Metodologias de rastreamento virtual baseado na estrutura do ligante

Impressoes digitais As impressoes digitais moleculares sdo codigos atribuidos a uma
moleculares (fingerprints) | molécula, onde o tipo mais comum € a codificagdo por sequéncia binaria
(bits), no qual cada bit se refere a uma caracteristica da molécula.

As moléculas estudadas sdo comparadas por sobreposicdo a compostos
ativos pela similaridade da forma 3D, considerando a posicao relativa dos
atomos, em termos de ocupacdo de volume ou por superficie molecular.

Similaridade por formato
3D (molecular shape)

Comparacdo do mapa de potencial eletrostatico' de um ligante de

referéncia com as moléculas pesquisadas afim de serem selecionadas

moléculas com distribuicdo eletrostética semelhante.

Ligantes baseados em Sdo obtidos farmacoforos? a partir de um conjunto de moléculas
farmacoforos biologicamente ativas a um alvo comum. O farmacéforo € utilizado para

pesquisar compostos que tem a mesma distribuicdo de atributos.

Similaridade de potencial
eletrostatico

Fonte: GIMENO et al., 2019

2.2.2 Triagem Virtual Baseada no Receptor — SBVS

Com os avancos na area da genémica e protéomica, em conjunto com a evolugao
das técnicas de cristalografia de raios-X e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), foi
possivel a obtencdo de indmeros alvos moleculares com a estrutura tridimensional
elucidada. O conhecimento da estrutura do alvo macromolecular permite a sua utilizagéo
para o planejamento de farmacos por meio de SBVS (GUIDO; ANDRICOPULO;
OLIVA, 2010). O Protein Data Bank (PDB) é uma base de dados online de livre acesso

1 os mapas de potencial eletrostatico ilustram a distribuicdo eletrdnica de cargas das moléculas
tridimensionalmente.

2 Conjunto de atributos estereoquimicos e eletrbnicos necessarios para garantir as interacGes
supramoleculares ideais com um alvo bioldgico especifico para desencadear (ou bloquear) sua resposta
bioldgica (IUPAC).
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que fornece as estruturas tridimensionais de diversos alvos bioldgicos cristalizados
(ROSE et al., 2017).

A principal estratégia utilizada em SBVS é a Ancoragem Molecular (Molecular
Docking ou apenas docking) que envolve o encaixe de uma molécula (referenciada como
“ligante”) dentro de um local apropriado do alvo bioldgico (frequentemente chamado
“receptor”’) (CERQUEIRA et al., 2015). A orientagdo preferida da molécula em relagao
ao receptor pode ser usada para prever a energia de associacao ou a afinidade de ligacédo
entre o receptor e o ligante e ser Util para descoberta de novos agonistas ou antagonistas
(WESTBROOK; BURLEY, 2019). O receptor geralmente é uma proteina, que pode ser
uma enzima, uma proteina de membrana ou canal idnico, ou ainda pode ser uma molécula
de DNA ou RNA, e por isso o conhecimento prévio da fisiopatologia da doenca e rotas
bioquimicas envolvidas sdo fundamentais para realizacdo do docking.

Atualmente existem diversos programas disponiveis para realizagdo do docking.
Todos utilizam dois algoritmos essenciais: o algoritmo de busca e a fungéo de pontuagao.
O algoritmo de busca gera varias solu¢des denominadas “pose”, que € uma orientacdo e
conformacdo especifica de encaixe do ligante na cavidade do receptor. O termo
“orientacdo” refere-se a posi¢cdo no sitio que agrupa uma ou mais “poses”, ou seja, um
grupo de solugdes equivalentes. O termo “conformac¢do” ¢ empregado para descrever a
estrutura tridimensional adotada pelo ligante (sem considerar a estrutura do receptor)
(MENG et al, 2011).

O algoritmo genético (AG) é um tipo de algoritmo de busca muito utilizado para
busca dessas “poses” em programas de docking. Trata-se de um método que simula a
teoria da evolucao e selecdo natural de Darwin para procurar a solucéo ideal. Ele inicia a
partir de uma amostra aleatoria denominada populacdo, onde cada individuo dessa
populacdo é representado por sequéncias de digitos binarios denominados cromossomos.
Com a ajuda da funcéo de pontuagéo ele seleciona as poses com maior aptidao, e realiza
operacgdes de selecdo, cruzamento e mutacdo das poses, para produzir nova populacéo,
que evolui mantendo somente as melhores solugfes. O processo se repete até que seja
obtida a pose com maior aptiddo (VERDONK, 2003).

A formacdo e estabilidade de um complexo ligante-proteina séo determinadas por
um equilibrio sutil de interacdes eletrostaticas (ligacdes de hidrogénio, contatos ibnicos)
e contatos hidrofobicos contabilizadas por variagdes de entalpia (AH) bem como

fendmenos de solvatacdo / dessolvatacdo e mudangas de liberdade conformacional,
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contabilizados pela entropia (AS) (BRAVO, 2009). Essas contribui¢des levam a uma
variagdo da energia livre (AG) que caracteriza a afinidade de ligacdo entre o ligante e o

alvo, e é expressa pela seguinte equacéo:

AG = AH - AS

E nesse contexto que entra a funcio de pontuaco, responsavel pela aproximagao
de AG e avaliacdo da afinidade de ligagdo. Uma estimativa confidvel de afinidade de
ligacdo é essencial, pois a funcdo de pontuacdo atua em varias etapas do docking: orienta
o0 algoritmo de busca na previsdo das poses do ligante; distingue as poses corretas das
alternativas sugeridas pelo algoritmo; e classifica as poses apés a afinidade de ligacéo ser
estimada (YOUSUF et al., 2017). Os valores mais altos de pontuacdo sdo normalmente
atribuidos aos individuos mais aptos, ou seja, as poses mais ajustadas, que correspondem
a um minimo global energético (CASTILHO, 2011).

Entre os programas de docking, o programa GOLD (Genetic Optimisation for
Ligand Docking) tem demonstrado excelente desempenho para previsdo de poses corretas
com precisdo de 90% (WANG, 2016) e bons resultados para triagem virtual (MENG et
al., 2011); (PAGADALA; SYED; TUSZYNSKI, 2017). O GOLD é um programa
disponibilizado para pés-graduacdo pela CAPES através da plataforma de Bases de
Dados de Estruturas Cristalinas — BDEC, utiliza como algoritmo de busca o AG e possui
quatro funcbes de pontuacdo: GoldScore, ChemScore, ChemPLP (Piecewise Linear
Potencial) e ASP (Astex Statistical Potential) (VERDONK et al., 2003). No Quadro 2

séo descritas sucintamente as func¢des de pontuacéo do GOLD.

Quadro 2 - Funcdes de pontuacdo utilizadas pelo programa GOLD

Funcdo baseada em campo de forca, semelhante a mecénica molecular, leva em
GoldScore | consideracdo fatores como energia de ligacdo de hidrogénio, energia de interagdes
hidrofébicas, interagdo com metais e tensdo de tor¢do do ligante, incentivando
principalmente contatos hidrofébicos.

Funcdo empirica treinada por regressao linear, com base em dados de afinidade
determinados experimentalmente, mensurados de 82 complexos proteina-ligantes.
Considera termos de contato para estimar contribuic@es lipofilicas, interagdo com metais,
ligacOes de hidrogénio, ligacBes rotativas e penalidades de choque e tor¢des internas.
Funcéo empirica que utiliza termos para ligacfes de hidrogénio da funcdo ChemScore e
ChemPLP | jnimeros potenciais lineares para modelar interacdes de van der Waals e termos
repulsivos. Realiza célculos mais rapidos que a funcdo ChemScore e GoldScore.

Funcéo de potencial estatistico (ou fungdo baseada em conhecimento) que analisa dados
ASP estruturais disponiveis em um bando de dados de complexos proteina-ligantes. A funcdo
analisa a frequéncia de interagéo entre atomos de ligantes e proteinas e a ocorréncia dessas
interacOes entre pares de atomos é usada como medida de contribuigdo energética.

ChemScore
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Fonte: BRAVO, 2009; SAPUNDZHI, 2016; LI, 2014.
Com a possibilidade de se escolher a funcdo de pontuacgdo a ser utilizada no

docking, é necessario avaliar cada uma das funcdes disponiveis, afim de se validar a
metodologia do docking e selecionar qual funcdo se adequa ao modelo a ser utilizado.
Como cada uma das fungdes considera diferentes termos para estimar a afinidade de
ligacdo, é necessario um modo alternativo para que as mesmas sejam comparadas. Para
contornar esse problema, é utilizado a metodologia de redocking (OLANDA, 2016).

O redocking € um método comum em SBVS, no qual um complexo cristalografico
formado por alvo e ligante (obtido experimentalmente) é separado, e através dos calculos
do programa de docking o complexo é reconstruido, sendo chamado entdo de complexo
tedrico. A conformacdo do ligante original é entdo sobreposta & conformacéo do ligante
do complexo tedrico, para avaliar se a reconstrucdo do complexo foi realizada com

sucesso (Figura 4).

Figura 4 - Representagdo esquematica do redocking
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O ligante original é comparado ao ligante tedrico pelo desvio medio quadratico
(RMSD) que ¢ a distancia média entre os atomos calculada apo6s a sobreposicdo das
moléculas (KUFAREVA; ABAGYAN, 2012). O valor de RMSD até 2,0 A representa
uma boa sobreposicdo e diferenca energética pequena, portanto, boa reproducdo da
conformagdo do ligante original (NARANJO-MONTOYA et al., 2015). Além disso, com
0 parametro de RMSD é possivel comparar as diferentes func@es de pontuacgéo, sendo a
que apresentar menor valor de RMSD devera ser escolhida como a mais adequada.

O GOLD utiliza uma éarea restrita para busca das poses no alvo que consiste em
uma esfera, da qual o operador do programa precisa definir o raio em angstroms (A).
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Idealmente, essa esfera precisa conter toda a cavidade correspondente ao sitio ativo, ndo
sendo muito pequena de forma a restringir os resultados, e nem muito grande para ndo
gerar resultados falso-positivos. Dessa forma, outra varidvel que pode ser analisada
durante a validacéo € o raio da esfera considerado.

Outro parametro importante que pode ser avaliado € a presenca de moléculas de
agua no sitio de ligagdo do receptor. Uma molécula de 4gua preservada no docking pode
modificar significativamente a topologia do sitio de ligacdo em termos de impedimento,
polaridade e potencial de ligacdo de hidrogénio (AMADASI et al., 2008). Os alvos
cristalizados em geral apresentam vérias moléculas de &gua, no entanto, somente algumas
estdo envolvidas ativamente na interacdo com o ligante, devendo ser consultados dados
da literatura para verificar a necessidade da incluséo delas. Dessa forma, com todos 0s
parametros do docking devidamente validados, a metodologia pode ser empregada para

a selecéo dos hits.

2.2.3 Planejamento de farmacos por SBVS para Leishmania sp.

A busca por novos farmacos para tratamento das leishmanioses € uma necessidade
urgente, dado o limitado arsenal farmacoldgico para o tratamento da doenga, além dos
efeitos adversos, restricdes terapéuticas e resisténcia dos farmacos disponiveis.
Adicionalmente, o incentivo a pesquisa cientifica nas universidades é de suma
importancia para as pessoas afetadas por esta doenca, visto que a industria farmacéutica
pouco se interessa por doencas infecciosas de paises em desenvolvimento.

Uma estratégia atil para o desenvolvimento de novos compostos ativos para
Leishmania, depende da investigacdo de vias bioquimicas importantes para o parasita,
que ndo sdo compartilhadas com humanos, e conhecimento de quais enzimas, receptores
ou metabdlitos estdo envolvidos nesse processo (GUIDO; OLIVA; ANDRICOPULO,
2012). Vias bioquimicas que se destacam sdo: a via de biossintese de esterdis de
membrana, biossintese de acidos graxos, via glicolitica, via de salvacdo de purinas, a
biossintese de glicosilfosfatidilinositol, a biossintese de folatos, o sistema glioxalase, a
via da tripanotiona e a via da hipusina (JAIN; JAIN, 2018).

Os esterdis sdo constituintes indispensaveis nas células eucaridticas, pois mantém
a fluidez e a permeabilidade da membrana, e modulam a atividade de proteinas e canais
ibnicos ligados a ela, e sdo precursores de moléculas importantes de crescimento e

desenvolvimento. Sua biossintese inicia com a condensacédo da acetilcoenzima A (Acetil-
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CoA) e prossegue com a formacgdo de vérios intermediarios, ao qual os organismos
possuem em comum o esqualeno, que na presenca de oxigénio transforma-se em 2,3-
oxido de esqualeno. Em plantas e algas, o 2,3-0xido de esqualeno € convertido
posteriormente ao fitoesterol. Em fungos, protozoéarios e vertebrados, o 2,3-6xido de
esqualeno serd ciclisado até formacao do lanosterol e este por sua vez transformando em
ergosterol (fungos e protozoérios) e colesterol (humanos), conforme Figura 5 (CHOI;
PODUST; ROUSH, 2014).

Figura 5 - Rota de sintese de esterois em plantas, fungos, parasitas e vertebrados
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A enzima 14 a-esterol demetilase (CYP51) é uma mono-oxigenase membro da
superfamilia citocromo P450, e transforma o lanosterol em ergosterol em fungos e
cinetoplastideos como Leishmania spp. Os antifingicos az6licos séo inibidores da enzima
CYP51 que revolucionaram o tratamento em infeccBes fangicas topicas e sistémicas
(HEERES; MEERPOEL; LEWI, 2010). Os antifungicos poliénicos como a anfotericina
B ligam-se seletivamente ao ergosterol na membrana de células fungicas, formando poros
e levando ao rompimento da membrana (SHIRZADI, 2019). Dessa forma, antifungicos
azolicos e poliénicos sdo aproveitados para o tratamento das leishmanioses (BRASIL,
2010; BRASIL, 2017).



35

A enzima CYP51 também esta presente em humanos, sendo responsavel pela
obtencdo do colesterol, levantando a questdo ébvia de por que os inibidores azélicos de
CYP51 néo sdo tdo toxicos em mamiferos. 1sso se deve ao fato de que os azolicos
possuem uma concentracdo inibitdria alta para CYP51 humana comparado a CYP51 de
fungos e protozoarios, aléem de que o conteldo da enzima P450 nesses micro-organismos
¢ dramaticamente menor que em mamiferos. Além disso a homeostase em humanos
envolve muito mais do que apenas a sintese endogena de colesterol, que também pode ser
regulada pela dieta e absorcédo/excrecdo (MAJUMDER, 2008).

A essencialidade da CYP51 para leishmania foi demonstrada através de estudos
de silenciamento de genes e abordagens farmacoldgicas, em que a perda ou inibigcdo de
CYP51 causa a inibicdo do crescimento dos parasitas (MCCALL et al., 2015). Dessa
forma, a CYP51 é um alvo validado para o planejamento de novos agentes
leishmanicidas. Até o presente momento, somente a estrutura da CYP51 da espécie L.
infantum foi cristalizada, sob o codigo de 3L4D, disponivel no PDB.

Diante do exposto, diversas estratégias podem ser utilizadas no planejamento de
farmacos auxiliado por computador, sendo que a utilizacdo desses métodos de forma
sinérgica € muito mais Util no planejamento racional de farmacos. Nesse estudo foi
utilizada estratégia de SBVS por docking molecular afim de se selecionar hits para

avaliacdo experimental.

2.3 Planejamento Racional e Modificagdo Molecular

Diversas estratégias classicas de modificacdo molecular dentro da Quimica
Medicinal tém sido utilizadas para o desenho de analogos e exploracdo de estruturas
quimicas a partir de compostos leads. Dentre as mais promissoras podemos citar o
bioisosterismo, homologa¢do quimica e inser¢do de anéis aromaticos.

O isosterismo é baseado na substituicdo de um atomo ou grupo de 4&tomos que
apresentam mesmo numero de elétrons na camada de valéncia - principio de Langmuir e
Erlenmeyer. No inicio da década de 50, Friedman e Thornber, reconhecendo a utilidade
do isosterismo na projecdo de moléculas bioativas, introduziram o termo bioisosterismo,
onde um bioiséstero seria uma subunidade, grupos ou moléculas que apresentam
propriedades eletrdnicas, fisico-quimicas e biologicas semelhantes (LIMA; BARREIRO,
2005).



36

Alfred Burger (1970) classificou e subdividiu o bioisosterismo em dois tipos:
classico e ndo cléssico. O bioisosterismo classico segue o principio de Langmuir e
Erlenmeyer. O bioisosterismo ndo classico compreende alteracGes entre grupos
funcionais que ndo atendem as regras eletrénicas, porém, produzem atividade bioldgica
similar (BARREIRO e FRAGA, 2008) (Figura 6).

A estratégia denominada homologacdo é o processo no qual derivados de
moléculas diferem por uma unidade constante, geralmente um grupo metil. O
alongamento da cadeia lateral com unidades de atomos de carbono saturado produz
alteracdo da lipofilicidade (logP) e modificacdo no padrdo estérico complementar ao
receptor bioldgico, podendo melhorar, abolir ou modificar a atividade (SILVERMAN e
HOLLADAY, 2014) (Figura 6).

Figura 6 - Estratégias de bioisosterismo e homologagdo em farmacos
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Na parte superior, bioisosterismo cléssico no farmaco celecoxibe, no qual o &tomo de fldor foi substituido
pelo grupo metil (circulos cinza). Na parte inferior, homologacéao de grupos metil indicados pelos circulos.

Anéis aromaticos e heteroaromaticos estdo presentes na grande maioria dos
farmacos e podem participar no reconhecimento de um ligante pelo seu receptor por meio
de interagdes eletrostaticas de empilhamento. As interacbes de empilhamento, séo
decorrentes da aproximacdo paralela (empilhamento-r ou =-stacked) ou ortogonal
(empilhamento-T ou =n-T) de dois sistemas aromaticos que apresentam densidades

eletrnicas opostas (Figura 7). Interagcfes cation-n sao resultado da aproximagéo espacial



37

de um sistema aromatico rico em elétrons e uma espécie catibnica, normalmente
resultante da ionizagéo de uma amina (BARREIRO e FRAGA, 2008).

Figura 7 - Tipos de interacdes eletrostaticas de empilhamento em anéis
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Fonte: BARREIRO e FRAGA, 2008

No entanto os anéis aromaticos ndo substituidos sdo alvos metabolicamente
vulneraveis principalmente as reacGes de oxidacdo. Nesse sentido, a substituicdo por
grupos fortemente retiradores de elétrons (-CFs, -SO2NH,, -SO37) pode auxiliar no
bloqueio de reacbes metabolicas indesejaveis (PEREIRA, 2007). A variacdo de grupos
substituintes retiradores e doadores de elétrons no anel aromatico faz-se necessario para
melhor compreensao das influéncias eletrénicas e estéricas, uma vez que podem afetar 0s
estados de ionizacdo e polaridade das moléculas e a aproximacéo e interagdo com o sitio
de ligacdo, respectivamente (PATRICK, 2013).

Para facilitar a escolha dos substituintes, o cientista Paul Craig sugeriu uma
abordagem racional de monossubstituicdo, capaz de avaliar a influéncia da lipofilicidade
e das propriedades eletrénicas de determinada molécula, em sua atividade biol6gica. Em
seus estudos, Craig propds um diagrama cartesiano bidimensional de correlacdo entre a
constante de Hansch (r), uma parametro de lipofilicidade, e a constante de Hammett (o),
uma constante de pardmetro eletronico relacionada a disposicao dos elétrons em torno do
substituinte inserido (PATRICK, 2013).

No diagrama de Craig (Figura 8), valores positivos de 7 indicam que o
substituinte € mais hidrofébico que o hidrogénio, e valores negativos mostram que ele é
menos hidrofébico. Valores positivos de ¢ apontam que o substituinte ¢ retirador de
elétrons, valores negativos de ¢ ¢ doador de elétrons. Assim € possivel investigar

substituintes distintos e avaliar qual propriedade contribui mais para a atividade biologica.
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Figura 8 - Diagrama de Craig
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Fonte: PATRICK, 2013

Adicionalmente, € possivel observar quais grupamentos poderiam ser
intercambiaveis, considerando valores de m e ¢ similares. Por exemplo, os substituintes
etil (Et), bromo (Br), trifluorometil (CF3) e trifluorosulfonil (CF3SO.) que estdo alinhados
aproximadamente em uma linha vertical, teoricamente podem ser intercambiaveis uma
vez que a atividade bioldgica seja afetada por n (hidrofobicidade). De maneira similar,
grupos que estejam em uma mesma linha horizontal como carboxila (CO2H), cloro (Cl),
bromo (Br) e iodo (I) s@o identificados como isoeletronicos pois possuem valor de ¢

similar.

2.4 Produtos Naturais

Os produtos naturais (PN) acompanham a histéria da medicina humana desde
muito tempo, sendo utilizados para tratamento de ampla gama de doengas (SNEADER,
2005). O progresso cientifico no ultimo século permitiu o isolamento e a elucidacéo
estrutural dos principais bioativos de plantas, fungos, bactérias e organismos marinhos, e
varios PN estdo agora disponiveis em forma pura como substdncias ativas de
medicamentos (DECORTE, 2016).

Os PN sdo conhecidos por serem abundantes, biologicamente validados e
possuirem estruturas diversificadas e privilegiadas (BARNES; KUMAR; DAVIS, 2016).
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Por meio da evolugdo, os organismos reuniram um conjunto notavel de moléculas
estruturalmente complexas (DECORTE, 2016). O aproveitamento de PN como fontes
para moléculas bioativas € uma estratégia importante em programas modernos de
descobertas de farmacos (MORRISON; HERGENROTHER, 2014).

Nesse contexto, um conceito contemporaneo tem sido desenvolvido para geracéo
de novos farmacos: a semissintese, que € um tipo de sintese quimica que usa como
material de partida compostos isolados de fontes naturais (material vegetal, culturas de
microrganismos ou seres marinhos). Diferentemente da sintese total, em semissintese se
utiliza moléculas pequenas e simples para uma combinacdo gradual (GREEN, 2012).

A utilizacdo da estratégia de semissintese permite aos pesquisadores adicionarem
diversidade a complexidade dos nucleos dos PN (BARNES; KUMAR; DAVIS, 2016;
MORRISON; HERGENROTHER, 2014), com geracdo de moléculas com propriedades
fisico-quimicas, farmacoldgicas e toxicoldgicas melhoradas (CHEN et al., 2015) ou ainda
com propriedades distintas do PN original (DECORTE, 2016).

2.4.1 Triterpenos como agentes antileishmania

Os triterpenos s&o um grupo grande de PN derivados do esqualeno ou relacionados
com precursores aciclicos de 30 carbonos (CONNOLLY; HILL, 2002). Mais de 20.000
triterpenos sdo conhecidos, muitos de ocorréncia em sua forma livre ou associados a
glicosideos (saponinas) e outras combina¢es (SHENG; SUN, 2011). Destacam-se 0s
triterpenos tetraciclicos (protostanos, cicloartanos, damaranos e eufanos) e triterpenos
pentaciclicos (ursanos, gamarenos, lupanos, oleananos e hopanos), termos que se referem
ao tipo de esqueleto de carbono (XU; FAZIO; MATSUDA, 2004). Os triterpenos
pentaciclicos sdo de grande interesse como PN candidatos a utilizagdo em semissintese,
particularmente no desenvolvimento de hits para tratamento das leishmanioses, como
exposto a seguir.

O triterpeno lupeol (Figura 9.1) foi reportado sendo eficaz contra varios tipos de
protozoarios patogénicos entre 0s quais 0s parasitas que causam a leishmaniose
(SIDDIQUE; SALEEM, 2011). O lupeol foi avaliado in vivo e in vitro contra L. donovani,
tendo eficéacia terapéutica comparavel a anfotericina B, e, no entanto, sem apresentar a
toxicidade do farmaco padrio (KAUR; CHAUHAN; KAUR, 2019). Esteres

semissintéticos de lupeol foram preparados utilizando as posi¢Ges C-3 e C-30, os quais
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apresentaram bons resultados em testes in vitro contra L. amazonensis (MACHADO et
al., 2018).

Derivados heterociclicos do triterpeno betulina (Figura 9.2) apresentaram
aumento da atividade contra L. donovani (ALAKURTTI et al., 2010). Derivados ésteres
e oxidacdo na posicdo C-3 do &cido betulinico (Figura 9.3), exibiram atividade contra L.
amazonensis (DOMINGUEZ-CARMONA et al., 2010). Uma série de derivados
betulinicos imidazdlicos foram sintetizados e testados contra L. infantum com resultados
positivos, auséncia de toxicidade para macrofagos e efeito sinérgico com o farmaco
miltefosina (SOUSA et al., 2014).

O éacido glicirrizico (Figura 9.4) é um triterpeno reportado com atividade
leishmanicida, que foi atribuida a deplecdo dos niveis de ergosterol nos parasitas
(DINESH et al., 2017) e modulacéo da resposta inflamatoria (BHATTACHARJEE et al.,
2015). A co-administracdo de &cido glicirrizico com estibogluconato de sodio teve efeito
sinérgico no tratamento de leishmaniose visceral resistente a antimoniais. Modificagdes
moleculares realizadas no acido glicirrizico tem sido propostas (HOEVER et al., 2005;
ROOHBAKHSH; IRANSHAHY; IRANSHAHI, 2016), no entanto, a avaliagdo em
modelos para atividade antileishmania ndo foram publicados.

O é&cido oleandlico (Figura 9.5) apresenta atividade leishmanicida in vitro contra
L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum e baixa toxicidade para macréfagos murinos
(MELO et al., 2016). Em outro estudo, o acido oleandlico apresentou também atividade
contra L. infantum e boa seletividade (SIFAOUI et al., 2017). O &cido ursélico (Figura
9.6) apresentou atividade in vitro e in vivo, com resultado comparavel ao controle
miltefosina (YAMAMOTO et al., 2015). Por semissintese, derivados ésteres na posi¢ao
C-3 e amidas substituidas na posicdo C-28 foram preparados e testados, destacando que
acetilacdo em C-3 foi importante para atividade contra L. amazonensis e cadeia lateral
bis-(3-aminopropil) piperazina em C-28 contra L. infantum (GNOATTO et al., 2008).
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Figura 9 - Estrutura dos triterpenos com atividade antileishmania

OH
Lupeol (1), betulina (2), acido betulinico (3), &cido glicirrizico (4), &cido oleandlico (5) acido ursdlico (6)

Como demonstrado, o esqueleto dos triterpenos pentaciclicos é promissor para
utilizacdo em semissintese de farmacos no tratamento da leishmaniose. Estudos in silico
sugerem que o mecanismo envolvido seja a inibicdo da enzima CYP51, em vista da
similaridade com o lanosterol, substrato natural da enzima (WARFIELD; SETZER;
OGUNGBE, 2014). Em geral, as modificacdes realizadas na posicao C-3, principalmente
para obtencdo de derivados ésteres, proporcionaram um aumento da atividade
leishmanicida em relacdo aos compostos de partida.

2.4.2 Triterpenos a e B amirinas

Os triterpenos a ¢ B amirinas sdo isomeros com esqueleto carbonico (CzoHs00) do
tipo ursano e oleanano respectivamente (SHENG; SUN, 2011). Ambos possuem uma
hidroxila ligada ao carbono 3 no anel A, e diferenciam-se pelo posicionamento de um
substituinte metil no anel E que esta no carbono 19 em a amirina e no carbono 20 em f
amirina, conforme Figura 10. Essas moléculas sdo onipresentes no reino vegetal, sendo
comumente encontradas nas partes constituintes de plantas medicinais ou oleoresinas
produzidas pelo metabolismo secundario (XU; FAZIO; MATSUDA, 2004).
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Figura 10 - Triterpenos a (a esquerda) e B (2 direita) amirinas

Na Amazonia Brasileira, os representantes do género Protium spp. possuem 0s
triterpenos o e § amirinas como constituintes majoritarios. Particularmente, a oleoresina
produzida pela espécie Protium heptaphyllum conhecida como “breu-branco”, ¢é
considerada uma excelente fonte de obtencdo (FERREIRA et al., 2020). A oleoresina
aromatica do breu-branco é utilizada pela populacéo local como remédio para dores de
cabeca e enxaquecas atraves da inalacdo da fumaca produzida pela queima do produto,
tratamento tépico para inflamagdes, contusGes entre outros males e para fins misticos,
espirituais ou religiosos (SILVA et al., 2017).

Em uma revisdo bibliografica publicada recentemente por Nogueira (2019),
demonstra-se que os triterpenos o ¢ § amirinas isolados de Protium heptaphyllum tém
sido estudados extensivamente, no qual apresentam diferentes propriedades
farmacologicas entre elas atividade anti-inflamatoria, antinociceptiva, ansiolitica,
antidepressiva, anticonvulsivante, gastroprotetora, hepatoprotetora, anti-hiperglicémica,
hipolipidémica e redutora de ganho de peso, sendo portanto importantes como hits.

Os triterpenos o ¢ [ amirinas sdo moléculas interessantes para aplicacdo em
semissintese pois estdo disponiveis em grande quantidade na oleoresina do género
Protium spp. de ocorréncia na regido amazonica (RUDIGER; VEIGA-JUNIOR, 2013), e
a partir desse material podem ser obtidos em mistura facilmente por recristalizagédo
(FERREIRA et al, 2020). Do ponto de vista da quimica medicinal, as estruturas desses

triterpenos apresentam duas caracteristicas estruturais importantes para utilizacdo em
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semissintese: um alcool secundario ligado ao carbono 3 (C-3) e um carbono alilico® em
C-11.

Utilizando os triterpenos o ¢ [ amirinas, ésteres em C-3 de cadeia de lateral
hidrofobica foram preparados e testados para atividade antibacteriana contra
Streptococcus mutans (DIAZ-RUIZ et al., 2012). O derivado fenilacetato de o- amirina
mostrou ter efeito bacteriostatico significativo (Figura 11.1). Esteres com cadeias de
acidos graxos foram testados em diferentes espécies de bactérias, sendo que o derivado
dodecanoato (Figura 11.4) obteve melhor resultado contra Pseudomonas syringae
(MALLAVADHANI et al., 2004).

Figura 11 - Derivados a e  amirinas com atividade antimicrobiana e antinociceptiva

Derivados fenilacetato (1), acetato (2), formiato (3) dodecanoato (4) octanoato (5). R:1 = H; R2 = CHs para
a- amirina, e R1 = CHs, Rz = H para - amirina.

Derivados ésteres em C-3 de a e B amirinas com cadeias laterais hidrofobicas e
anéis fenil substituidos e derivados oxidados em C-3 e C-11 foram testados para atividade
antifangica, onde os derivados acetato (Figura 11.2) e formiato (Figura 11.3) exibiram
resultado positivo contra varias espécies de Candida (JOHANN et al., 2007). A mesma
série de derivados foi testado por Soldi et al (2008) para atividade antinociceptiva e anti-
inflamatoria. O derivado octanoato (Figura 11.5) apresentou resultado promissor in vivo

3 Carbono de hibridizagao sp®adjacente a um carbono vinilico sp?
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com efeito de antinocicepgdo na fase inflamatoria de dor induzida por formalina e eficaz
em prevenir nocicep¢do causada por acido acético, quando administrado por via oral.

Derivados ésteres em C-3 de acidos carboxilicos foram testados para atividade
antineoplasica (BARROS et al., 2011). O derivado maleinato (Figura 12.6) apresentou
importante atividade citotoxica contra células de leucemia promielocitica HLA-60 (ICso
de 1,8 a 3 uM) e sem toxicidade em células mononucleares normais. Derivados
aminoacetilados foram testados em células neoplasicas (VICTOR et al., 2017) sendo que
os ésteres dietilaminoacetil e imidazolacetil (Figura 12.7 e Figura 12.8) exibiram
atividade contra células HLA-60. Li et al. (2016) prepararam o derivado triazolil-naftil
(Figura 12.9) de  amirina que foi testado contra células de carcinoma nasofaringeo HK-
1, inibindo o crescimento de uma maneira dose e tempo dependentes (ICso de 4,2 UM em
24 horas e 32,5 UM em 48 horas).

Figura 12 - Derivados a ¢ B amirinas com atividade antineoplasica

Derivados maleinato (6), dietilaminoacetil (7), imidazolacetil (8) e triazolil-naftil (9). R1 = H; R2 = CH3
para o- amirina, e R1 = CHs, Rz = H para - amirina.

Diferentes derivados de o amirina foram avaliados para atividade anti-
hiperglicémica in vivo (NARENDER et al., 2009) (Figura 13). Os derivados ésteres 4-
clorobenzoato e nicotinato apresentaram eficicia semelhante ao controle positivo
metformina. Narender et al (2013) propuseram novos derivados nicotinatos com
diferentes cadeias laterais hidrofobicas, sendo que o composto N-prenil nicotinato

apresentou alta atividade de inibicéo in vitro da a-glicosidase de leveduras (ICs0 5 puM).
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Ferreira et al. (2017), mostraram que os derivados o e  amirenona, apresentaram potente

inibigdo da a-glicosidase de levedura (1Cs0 0,392 pg/mL ou 96,59% de inibicéo).

Figura 13 - Derivados a ¢ B amirinas com atividade antihiperglicémica

Derivados 4-clorobenzoato (10), nicotinato (11), N-prenil nicotinato (12) e amirenona (13). R1 = H; Rz =
CH3 para a- amirina, e R1 = CHs, R2 = H para - amirina.

Esteres e derivados oxidados de o ¢ B amirinas foram testados contra o parasita
tripanossomatideo Trypanossoma cruzi em ensaio in vitro. O derivado maleinato
(descrito anteriormente na Figura 12.6) apresentou melhor atividade contra as formas
tripomastigotas (ICsp 25,2 uM) e amastigotas (ICso 3,2 M), no entanto com indice de
seletividade baixo (6,7) devido alta toxicidade para eritrécitos humanos (51,1% de
hemolise) e células renais de macaco (1Csp 16,2 pM) (BOSSOLANI et al., 2017).

Conforme descrito, apesar da literatura apresentar derivados semissintéticos
testados em diferentes modelos inclusive para tripanossomatideos, até o presente
momento nao foram publicados estudos que tragam derivados triterpénicos de o ¢ B

amirinas planejados e testados para atividade leishmanicida.
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3. OBJETIVOS
3.1  Objetivo Geral

Obter derivados semissintéticos dos triterpenos o e [ amirinas com atividade

antileishmania a partir de planejamento racional e baseado na estrutura do alvo.

3.2  Objetivos Especificos

- Planejar derivados triterpénicos o e B amirinas com base na relagao-estrutura
atividade de moléculas ativas contra Leishmania spp;

- Selecionar os derivados triterpénicos por triagem virtual baseada no receptor,
utilizando estruturas cristalizadas de enzimas-chave de Leishmania spp;

- Sintetizar, purificar e caracterizar os derivados selecionados.
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4. METODOLOGIA

4.1  Delineamento experimental

O desenvolvimento das atividades deste trabalho € resumido na Figura 14:

Figura 14 - Delineamento experimental das atividades

[ Primeira etapa ] Planejamento racional das sinteses

[ Segunda etapa ] Obtencao e otimizagao das estruturas
dos derivados semissintéticos

|
Selecao e preparacao do alvo biologico
|
Redocking e docking
|
Selecao dos derivados

Terceira etapa Obtencao dos derivados por
semissintese
|

Confirmagao estrutural

Quarta etapa Avaliacao da citotoxicidade
p ¢
|

Avaliacao da atividade antileishmania
em formas promastigotas e amastigotas

1

Analise in silico

Analise in vivo

4.2  Planejamento racional dos derivados triterpénicos
Os triterpenos o e P amirinas foram utilizados como moléculas de partida dos
derivados semissintéticos. Através de extensa revisao da literatura, foram planejadas duas

séries de derivados utilizando o alcool em C-3 para insercdo das modificagdes.

4.2.1 Planejamento dos derivados sulfonamidicos
As sulfonamidas sdo caracterizadas pela presenca de grupos R-SO2NR’R”-, no

qual a variagao dos grupos R’ e R’’ produz compostos com propriedades fisicas, quimicas
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e farmacoldgicas diferentes. De forma geral, essas moléculas constituem uma importante
classe de farmacos, sendo inclusive os primeiros antimicrobianos a serem utilizados
(CAPASSO; SUPURAN, 2015). Este grupo funcional esté associado a uma infinidade de
outras atividades bioldgicas que estdo sendo constantemente atualizadas, e isso se deve
provavelmente as caracteristicas particulares das porc¢des -SO2NH- (e suas variagdes) que
podem participar de interacdes com ions metalicos, residuos de aminoacidos, DNA ou
porcdes de RNA que constituem alvos biologicos. Além disso, as sulfonamidas séo
geralmente estaveis, faceis de preparar e biodisponiveis (SUPURAN, 2017).

A fungdo sulfonamida tem sido reportada como farmacéforo em moléculas
leishmanicidas (BORGES et al., 2014; CARDOSO et al., 2018; KATINAS et al., 2017).
Além disso, a funcdo sulfonamida € um sitio adicional para ligacdes de hidrogénio
garantindo mais interacbes com o receptor biolégico e também consiste em um grupo
funcional com maior estabilidade & hidrolise quimica do que a funcéo éster, dessa forma
sendo menos susceptivel as reacGes de biotransformagdo (KALGUTKAR; JONES;
SAWANT, 2010). Diante do exposto, decidiu-se inserir a funcdo sulfonamida em C-3,
sendo, portanto, que a primeira série de derivados consistiu em triterpenos sulfonamidicos
com variagdes na cadeia lateral.

A primeira subsérie de sulfonamidas (alquilica) foi inspirada na estratégia de
homologia para investigacdo de propriedades estéricas e de lipofilicidade, com aumento
de até 8 unidades metilénicas (-CH2-) na cadeia lateral. A segunda subsérie (arilica)
guiada pela estratégia de introducdo de anéis, onde os substituintes foram selecionados
utilizando o diagrama de Craig (anteriormente descrito na Figura 8, secdo 2.3 deste
trabalho). Foram selecionados grupos de forma a abranger todas as possibilidades de cada
quadrante, ou seja, grupos doadores de elétrons pouco hidrofobicos (-NH2, -NHCOCHS3)
e hidrofoébicos (terc-butil) e grupos retiradores de elétrons pouco hidrofébicos (-CONHa,
SO2NH>) e hidrofébicos (-Cl, -NO>).

A proposta de inser¢do de sulfonamidas em triterpenos, além de ser inédita em o
¢ P amirinas, também nunca foi antes reportada nos demais triterpenos conhecidos. Na
Figura 15 estdo apresentadas o resumo das estratégias aplicadas no planejamento dos
derivados sulfonamidicos e no APENDICE A estdo ilustrados todos os derivados em
detalhes.
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Figura 15 - Planejamento dos derivados sulfonamidicos
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4.2.2 Planejamento dos derivados heterociclicos

Os anéis heterociclicos estdo presentes em muitos farmacos e apresentam
vantagens em relacdo aos sistemas carbociclicos, entre as quais maior estabilidade e maior
resisténcia a degradacdo metabdlica (KVASNICA et al., 2015). Alguns trabalhos relatam
que a utilizacdo da estratégia de fuséo de anéis em triterpenos resultou em analogos com
atividade antileishmania (ALAKURTTI et al., 2010; HAAVIKKO et al., 2014). Baseado
nessa estratégia, a segunda série de derivados trata-se de triterpenos fundidos a anéis
heterociclicos de 5 membros com ou sem substituicdes.

Foram adicionados anéis como imidazol e triazol, em vista desses heterociclos
serem reconhecidamente farmacdforos em inibidores da enzima CYP51 (HEERES;
MEERPOEL; LEWI, 2010). Adicionalmente, alguns dos derivados heterociclicos
possuem funcBes nitrogenadas como substituintes (-NH2, -NHNH2). O carater basico

pode contribuir para acao antileishmania uma vez que podem protonar no interior acido
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do macrofago infectado e ter sua eliminagdo dificultada (ZILBERSTEIN; SHAPIRA,
1994).

Ja existem alguns trabalhos que mostram a obtencéo de derivados heterociclicos
em triterpenos, porém existem poucos trabalhos que apresentam o direcionamento para
atividade antileishmania. Na Figura 16 estdo apresentadas o resumo das estratégias
aplicadas no planejamento dos derivados heterociclicos e no APENDICE A estdo

ilustrados todos os derivados em detalhes.

Figura 16 - Planejamento dos derivados heterociclicos
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4.3  Obtencéo e otimizagéo das estruturas dos derivados

Os derivados planejados tiveram suas estruturas bidimensionais desenhadas no
programa ChemDraw Professional v. 16.0. Em seguida as estruturas foram copiadas e
coladas no programa Chem3D Ultra v. 16.0. para obter as estruturas tridimensionais que
foram salvas em formato .mol. As estruturas foram abertas no programa Mercury CSD v.
4.0 para busca conformacional utilizando a ferramenta CSD Conformer Generator. Foram
gerados 200 conférmeros para cada molécula, no qual foi selecionado somente o
conférmero mais provavel que foi salvo em formato .mol2. Cada conférmero teve sua
estrutura otimizada utilizando o campo de for¢a molecular da Merck - MMFF94, usando
novamente o programa Chem3D Ultra. Os arquivos finais dos derivados foram todos

salvos em formato mol2.
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4.4  Selecdo e preparacdo do alvo bioldgico

Foi realizada busca no PDB utilizando as palavras-chave “CYP51” ¢ “leishmania”
e somente um resultado retornou, correspondendo a enzima CYP51 de L. infantum
complexada com o farmaco fluconazol, com resolucdo de 2,75 A, sob cédigo 3L4D
(HARGROVE et al., 2011). Foi feito o download da enzima 3L4D no formato .pdb, sendo
entdo processada no programa GOLD v. 5.7 (The Cambridge Crystallographic Data
Centre®).

Atomos de hidrogénio foram adicionados e moléculas de &gua foram retiradas,
uma vez que 0s responsaveis pela cristalizacdo da enzima ndo apontam estas como
importantes. Além disso, pela inspe¢do visual ndo foram encontradas aguas presentes no
sitio ativo da enzima. Também foram removidos um artefato de cristalizacéo identificado
como um polietilenoglicol e o ligante original fluconazol cristalizado em cada
subunidade.

Considerando que a enzima possui 4 subunidades semelhantes, foi selecionado
somente a subunidade A para a pesquisa, e as demais foram removidas afim de se reduzir
0 volume de dados carregados e manter otimizado o desempenho do programa. Para
definicdo do sitio ligacdo foi utilizado como referéncia a localizagdo da molécula de
fluconazol da subunidade A, o qual foi definido a partir desta o raio de 9 A. Pela inspecdo
visual, este raio foi considerado suficiente para realizacdo do docking.

45  Redocking

A molécula de fluconazol foi utilizada para o redocking e para escolha da fungéo
de pontuacéo a ser utilizada. Os parametros do GA foram mantidos em modo automatico
com eficiéncia de busca de 100%, sendo realizadas 15 corridas para cada uma das 4
funcbes (ChemPLP, GoldScore, ChemScore e ASP). As fungdes foram avaliadas segundo
a media do RMSD por analise de clusterizagéo.

A clusterizacdo divide as corridas em grupos, onde as mais semelhantes fardo
parte de um mesmo grupo (cluster). Para organizacdo dos grupos foi estabelecida a
proximidade de até 2 A. O grupo com mais corridas teve 0 RMSD calculado a média e
desvio padrdo. A funcdo que apresentou média do RMSD menor que 2 A ou mais proxima
de 0 foi selecionada para realizacdo do docking nos derivados.

Na Figura 17 é observado um exemplo de tabela obtida ap6s 15 corridas. Neste

caso existem 3 grupos com conformagdes proximas entre si e com distancia de até 2 A,
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logo foi selecionado o grupo com maior nimero de corridas para o calculo do RMSD,

pois esta conformacao se repetiu mais vezes e, portanto, deve ser a mais correta.

Figura 17 - Exemplo de andlise por clusterizagao

Clustering method : complete linkage

Structure ids in cluster table : rank nos.

ordering of clusters and their members : by rank (order if from rms_analysis)
Distance | Clusters

0.05 a2l 2] 3| 4] 5] & 7| 8 9| 10 |21 | 22 33 |14 ] 35! |
0.09 vy 2| 3 45 6] 7| @ 9ulae | a1 |22t | a3 || 2a0] 15 )
0.14 [l 22 sivei|l sl 7| 8 ev|haed] aa ] a2F | a3t | 24|35

0.14 & 2] 3 6] 45 Z] &9 |49 11| 12 | 43 [ 2245 |
0.15 | 2] 2 45| 36| 7|8 910|112 13]1a1s |

0.25 b alll 2 33 &5 6] 7| 89|40 | 1% |42 | a3 ) 1445 |

0.32 | 1] 2 3 45 6 7| 8 91011 ]12]13] 141b |

0.82 |2 2325 6 16| 89|l 2] 13 [1515 |

0.99 | 1] 2 3 45 6 710| 8 912 | 11| 13| 1415 |

119 | 1] 2 3 4 5 6 71013 | 8 912 | 11| 1415 |

1.69 | 1] 2 3 4 5 6 710131415 | 8 912 | 11 |

243 |[J[2 325 6 7 8 010121314 15||| [<=files (d= 2.00 A)]
3.99 | 111 2 3 4 5 6 7 8 910 12 13 14 15

5.51 | a2 B 45 e 70 8% 197F10NTL (12 1315 |

Em azul ¢ destacado a linha de grupos com distancia de até 2.00 A. Em vermelho os grupos.

4.6  Docking dos derivados triterpénicos

Com a estrutura tridimensional de cada derivado modelada e otimizada e a enzima
preparada e validada, pode entdo ser realizado o docking dos derivados. Os parametros
utilizados na validag&o do alvo bioldgico (raio, funcdo de pontuagéo, nimero de corridas,
etc.) foram exatamente os mesmos utilizados do redocking. As poses obtidas dos
derivados foram analisadas por clusterizagcdo de maneira semelhante ao item 4.5, no
entanto restringiu-se para 1 A - 1,5 A o grau de proximidade de cada conformac&o. No
grupo mais frequente, a pose com maior pontuacao foi escolhida e foi salva juntamente

com a enzima para ser analisada quanto as interaces quimicas.

4.7  Andlise da energia livre de ligacéo

Apos o docking, os complexos enzima-ligante dos derivados (formato .pdb) foram
analisados quanto a energia livre de ligacdo. Foi utilizado o programa Autodock Tools v.
1.5.6 para salvar os arquivos separados enzima e ligante no formato .pdbgt. Em seguida,
foi utilizado o programa Autodock Vinav. 1.1.2 para avaliar a energia livre entre a enzima
e o derivado. Os arquivos foram salvos individualmente em pastas juntamente com o

aplicativo e o arquivo de configuracdo, e foi utilizado o seguinte codigo no prompt de
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comando: vina --score_only --config config.txt --log (nome do arquivo de saida).log. Os

resultados foram expressos em kcal/mol.

4.8  Selecdo dos derivados

Os derivados selecionados para sintese foram escolhidos utilizando como critério
as interagcOes quimicas com o receptor bioldgico. Para analise das interages e criacao das
figuras foi utilizado o programa Discovery Studio Visualizer v. 19.1 e Pymol v. 2.0.
Foram consideradas como mais importantes as interacdes de hidrogénio e interacdes
metal-ligante, seguidas de interacdes de empilhamento (empilhamento-n, empilhamento-
T, cétion-n) e interagdes hidrofobicas. Também foram contabilizados contatos
desfavoraveis. Adicionalmente, foram observadas também as energias de ligacédo obtidas
em kcal/mol as quais, quanto menor o valor, maior afinidade de ligacdo. Os derivados
com maior numero de interagdes quimicas especificas e menor valor de energia de ligacéo

foram selecionados para sintese. O fluconazol foi usado como controle positivo.

4.9  Obtencédo dos derivados por semissintese

4.9.1 Reagentes e Equipamentos

Todas as reacdes sensiveis ao ar e/ou agua foram realizadas sob atmosfera inerte
de nitrogénio utilizando um baldo inflavel acoplado a uma seringa que foi injetada no
recipiente com a sintese. Os solventes utilizados foram destilados e secos em peneira
molecular 3 A (Sigma-Aldrich) por pelo menos 24 horas. A peneira molecular utilizada
foi primeiramente ativada em mufla a 300 °C durante 2 horas. O solvente tetraidrofurano
(THF) em especifico foi destilado sob sulfato de ferro Il (100 mL : 0,6 g de FeSO4
dissolvido em &gua destilada) e seco em peneira molecular.

As reagOes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD) com
placas de silica gel (SiO2) com revelador UV2s4 obtidas comercialmente. Para a revelagéo
das placas foi utilizada ldmpada UV2s4 ou solugdo aquosa de acido sulfarico (H2SOs a
50%). Os produtos foram purificados em cromatografia em coluna, utilizando coluna de
vidro, silica gel 60 (230 — 400 mesh; Macherey-Nagel) e como eluente uma mistura de
solventes adequados. Em cada experimento estdo descritos os sistemas de eluicdo
utilizados. Os reagentes restantes foram obtidos comercialmente e utilizados sem

purificacdo prévia.
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4.9.2 Obtencao dos triterpenos o € B amirinas

A resina triturada de breu-branco (Protium sp.) foi disponibilizada pelo
Laboratério de Fitoquimica e Semissintese - FITOPHAR, o qual foi adquirida
anteriormente em uma feira tradicional em Coari, Amazonas, Brasil. Para extragao de o
e B amirinas a partir da resina, foi usada metodologia de extragdao direta descrita por
Ferreira et al (2020) com modificacGes. Pesou-se 20 g de resina triturada e submeteu-se
a coluna cromatogréfica de silica gel (2 cm de diametro, 20 cm de altura).

Para eluicdo da coluna foi utilizado 200 mL de fase mével com hexano e acetato
de etila (AcOEt) na proporcdo de 95:5 v/v, e depois 800 mL na proporcao 9:1 v/v. Foram
obtidas 18 fracdes coletadas em frascos Erlenmeyer. Apds a remoc¢do do solvente sob
presséo reduzida, as fragcdes foram agrupadas por similaridade de acordo com a CCD. Foi
realizado recristalizagcdo das amostras consideradas mais puras pela CCD, que foram

centrifugadas em tubos de vidro contendo acetona gelada por pelo menos 3 vezes.

4.9.3 Sintese de 3-oxo o ¢ f amirina (1a/1b)

A uma solugdo de 5,81 g (13,61 mmol) de a e B amirinas em 150 mL de
diclorometano seco, foram adicionados 4,40 g (20,41 mmol; 1,5 eq) de clorocromato de
piridinio (PCC) (Figura 18). A reacdo foi mantida em banho de ultrassom durante 3 horas
até o término da reagcdo acompanhado por CCD (hexano/AcOEt 95:5, revelador H2SO4).
O solvente foi eliminado em rotaevaporador e o produto foi filtrado em coluna
cromatogréfica (SiO», sistema hexano/acetato de etila 95:5) sendo as fracdes coletadas

com orientacdo de luz UV. A massa transparente obtida foi cristalizada com metanol.

Figura 18 - Sintese do derivado 3-oxo a ¢ B amirina (1a/1b)

PCC, DCM

Ultrassom
3h
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4.9.4 Sintese de 3-amino a e B amirina (2a/2b)

A uma solucédo de 1,01 g (2,37 mmol) do composto 1a/1b em 40 mL de metanol
seco foram adicionados 1,89 g (24,51 mmol; 10 eq) de acetato de amdnia e 0,220 g (3,5
mmol; 1,5 eq) de cianoborohidreto de sédio (Figura 19). A reacdo foi mantida sob
agitacdo em temperatura ambiente durante 15 horas até o término determinado por CCD
(hexano/AcOEt 8:2 com 1% trietilamina). Adicionou-se 100 mL de agua destilada, o pH
foi corrigido para 10 com hidroxido de sodio 1 M, extraiu-se com diclorometano (4 x 50
mL), a fase organica obtida foi lavada com agua (1 x 100 mL) e seca sob Na2SOs. O
produto foi purificado em coluna cromatogréfica (SiO2, sistema hexano/AcOEt 9:1 com

1% trietilamina, revelador H2SO.) sendo as fragdes coletadas com orientacdo de luz UV.

Figura 19 - Sintese do derivado 3-amino o e 3 amirina (2a/2b)

NaCNBH; AcONH,
MeOH

t.a
15h

'

(1al1b)

4.9.5 Sintese de 4-nitrobenzeno sulfonamida de o e B amirina (3a/3b)

Foi utilizado 0,051 g (0,119 mmol) do composto 2a/2b em 10 mL de piridina seca.
Esta solucdo foi resfriada préximo de 0 °C em banho de gelo, e, sob agitacdo, foram
adicionados 0,050 g (0,226 mmol; 1,9 eq) de cloreto de 4-nitrobenzenosulfonila (Figura
20). A reacdo foi mantida em temperatura ambiente e monitorada até 24 horas por CCD
(hexano/AcOEt 8:2 com 1% trietilamina). O solvente foi eliminado em capela de exaustéo
e secador elétrico. O produto foi purificado em coluna cromatografica (SiOz, sistema

hexano/AcOEt 9:1 com 1% trietilamina, revelador H2SOs).
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Figura 20 - Sintese do derivado 4-nitrobenzeno sulfonamida de o e B amirina (3a/3b)

NO,CgH,SO,ClI,
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4.9.6 Sintese de 4-clorobenzeno sulfonamida de o ¢ f amirina (4a/4b)

(2al2b) (3a/3b)

Foi utilizado 0,075 g (0,176 mmol) do composto 2a/2b em 10 mL de piridina seca.
Esta solucdo foi resfriada préximo de 0 °C em banho de gelo, e, sob agitacdo, foram
adicionados 0,072 g (0,341 mmol; 1,9 eq) de cloreto de 4-clorobenzenosulfonila (Figura
21). A reacdo foi mantida em temperatura ambiente e monitorada até 24 horas por CCD
(hexano/AcOEt 8:2 com 1% trietilamina). O solvente foi eliminado em capela de exaustéo
e secador elétrico. O produto foi purificado em coluna cromatografica (SiOz, sistema

hexano/AcOEt 9:1 com 1% de trietilamina, revelador H2SOs).

Figura 21 - Sintese do derivado 4-clorobenzeno sulfonamida de o e p amirina (4a/4b)

CICgH,SO,CI,
[o]
py, 0°C - N
ta, 24 h H
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4.9.7 Sintese de 4-acetamidobenzeno sulfonamida de o ¢ f amirina (5a/5b)
Foi utilizado 0,072 g (0,169 mmol) do composto 2a/2b em 10 mL de THF seco.

(2al2b) (4al4b)

Esta solucéo foi resfriada proximo de 0 °C em banho de gelo, e, sob agitacdo, foram
adicionados 0,075 g (0,320 mmol; 1,9 eq) de cloreto de 4-acetamidobenzenosulfonila e
10 gotas de trietilamina (Figura 22). A reagédo foi mantida em temperatura ambiente e
monitorada até 24 horas por CCD (hexano/AcOEt 7:3 com 1% trietilamina). O solvente
foi eliminado em capela de exaustdo e secador elétrico. O produto foi purificado em

coluna cromatogréfica (SiOz, sistema hexano/AcOEt 6:4 com 1% de trietilamina).
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Figura 22 - Sintese do derivado 4-acetamidobenzeno sulfonamida de o ¢ p amirina (5a/5b)

4-(CH;CONH)CgH,S0,ClI,
EtsN, THF, 0°C S.
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4.9.8 Sintese de 4-aminobenzeno sulfonamida de o e f amirina (6a/6b)

Foi preparado solucdo de 0,039 g (0,063 mmol) do composto 3a/3b em 11,5 mL

(2al2b) (5a/5b)

Iz

de 1,4 dioxano e 3,75 mL de agua destilada e mantido sob agitacdo até clarear. Foi
adicionado 0,012 g (0,183 mmol; 3 eq) de zinco metélico (Figura 23). A reagdo foi
mantida sob agitagdo em temperatura de 70 °C durante 8 horas até o término determinado
por CCD (hexano/AcOEt 7:3 com 1% trietilamina). Foi adicionado 20 mL de agua
destilada, em seguida a mistura reacional foi filtrada e extraida com AcOEt (2 x 10 mL)
e a fase organica foi seca sob Na>SQO4. O produto foi purificado em coluna cromatografica
(SiOy, sistema hexano/AcOEt 7:3 com 1% de trietilamina, revelador H2SOg).

Figura 23 — Sintese do derivado 4-aminobenzeno sulfonamida de o e B amirina (6a/6b)

Zn
H,0, 1,4 dioxano

70°C,8h

(3a/3b)

4.9.9 Sintese de 2-bromo-3-oxo a e B amirina (7a/7b)

A uma solucéo de 0,700 g (1,64 mmol) do composto 1a/1b em 49 mL de acetato
de etila e 24,5 mL de metanol seco foram adicionados 0,735 g (3,29 mmol; 2 eq) de
brometo de cobre Il (Figura 24). A reagdo foi mantida sob agitagdo em temperatura
ambiente durante 48 horas até o término determinado por CCD (hexano/AcOEt 95:5 com
1% trietilamina, revelador H»SO4). A mistura reacional foi filtrada e em seguida
adicionou-se 70 mL de solucdo saturada de tiossulfato de sédio e 140 mL de agua

destilada. Extraiu-se com acetato de etila (4 x 50 mL), a fase organica obtida foi lavada
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com agua (2 x 70 mL) e seca sob NaxSOa4. Apo6s eliminar o solvente o sélido resultante
foi purificado em coluna cromatogréfica (SiO», sistema benzina/éter etilico 99:1) sendo

as fracdes coletadas com orientacdo de luz UV.

Figura 24 - Sintese do derivado 2-bromo-3-0x0 a e  amirina (7a/7b)

CUBFZ
AcOEt / MeOH

t.a 'e)

(1a/1b) 48 h

(7al7b)

4.9.10 Sintese do derivado aminotiazol a e B amirina (8a/8b)

A uma solucéo de 0,051 g (0,101 mmol) do composto 7a/7b em 10 mL de etanol
seco foram adicionados 0,075 g (0,985 mmol; 10 eq) de tiouréia (Figura 25). A reacédo
foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente durante 5 dias até o término
determinado por CCD (hexano/AcOEt 8:2 com 1% trietilamina). Foi adicionado 15 mL
de agua destilada, o produto foi extraido com acetato de etila (3 x 10 mL) e a fase organica
seca sob NaxSOas. Apo6s eliminar o solvente o produto foi purificado em coluna
cromatogréafica (SiO., sistema hexano/AcOEt 9:1 com 1% de trietilamina, revelador
H2S0s).

Figura 25 - Sintese do derivado aminotiazol o e B amirina (8a/8b)
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4.9.11 Sintese do derivado hidrazina-1-carboxiamida o ¢ p amirina (9a/9b)

A uma solucéo de 0,200 g (0,471 mmol) do composto 1a/1b em 30 mL de etanol
seco foram adicionados 0,263 g (2,35 mmol; 5 eq) de tiouréia e 0,193 g (2,35 mmol; 5
eq) de acetato de sodio (Figura 26). A reacdo foi feita e mantida em atmosfera de
nitrogénio e em banho de ultrassom, durante 2 horas. O término da reacéo foi determinado
por CCD (hexano/AcOEt 7:3 com 1% trietilamina). Foi adicionado 20 mL de agua
destilada, o produto foi extraido com acetato de etila (3 x 20 mL) e a fase organica seca
sob NaxSOs4. Apo6s eliminar om solvente o produto foi purificado em coluna
cromatogréafica (SiO., sistema hexano/AcOEt 9:1 com 1% de trietilamina, revelador

H2S04).
Figura 26 - Sintese do derivado hidrazina-1-carboxiamida o e p amirina (9a/9b)

CHsN30.HCI , AcONa

MeOH H
» H,N N. =
ultrassom

2h e}

(9a/9b)

4.9.12 Analises para confirmacdo estrutural

Para confirmacdo estrutural foram utilizados equipamentos da Central Analitica
do Laboratdrio Tematico de Quimica de Produtos Naturais do INPA — Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia. Os espectros de massa foram registrados em espectrometro
Bruker Daltonics, modelo Amazon Speed, operando sob fonte APCI em modo positivo
ou negativo. Os espectros de RMN de *H, 3C e DEPT 135 foram determinados no
aparelho Bruker Biospin AG, modelo Fourier 300 UltraShield, que opera na frequéncia
de 300 MHz para *H e 75 MHz para *3C. Os deslocamentos quimicos () foram expressos
em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) medidas em Hertz (Hz).

Para todas as amostras foi utilizado o solvente CDCls.
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S. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Andlises insilico

Neste trabalho, optou-se por utilizar o estudo in silico com o intuito de selecionar
moléculas com atividade antileishmania, utilizando modificacdes estruturais direcionadas
para 0 aumento da probabilidade de obtencdo de moléculas com potencial bioldgico.
Dessa forma, foram planejados 34 derivados dos triterpenos o e B amirina, que sdo
isdmeros dificilmente separaveis por métodos convencionais, sendo usados como mistura
nas reacOes de sintese. Por outro lado, os isdmeros foram analisados de maneira isolada
nos estudos in silico e, portanto, foram analisadas 68 moléculas protétipo por meio do
docking molecular.

Durante a geracao das estruturas 3D € comum ocorrerem distor¢cdes com erros nos
calculos dos comprimentos e angulos das ligacGes que sdo corrigidos com a minimizagéo
da energia por meio da aplicagdo de um campo de forca, nesse caso o MMFF94
(SANT’ANNA, 2009). Neste estudo, porém, mesmo apds essa etapa, algumas estruturas
apareciam com ligacdes quebradas e seus atomos espalhados apds o docking.

E provavel que o conférmero gerado pelo programa Chem3D néo fosse 0 mais
adequado e, portanto, a minimizagdo da energia ndo foi suficiente. Para contornar esse
problema foi realizada etapa adicional onde as estruturas 3D passaram por uma busca
conformacional utilizando o programa Mercury, que produziu 200 conférmeros para cada
estrutura e o conférmero mais estavel teve entdo sua energia otimizada. Somente dessa
maneira foi possivel obter as estruturas integras ap6s o docking molecular. As 68
moléculas sdo apresentadas em forma 2D no APENDICE A.

Para o docking molecular foi utilizada a enzima CYP51 de L. infantum (3L4D).
Segundo a equipe responsavel por sua cristalizacdo, os aminoacidos que compéem a
enzima possuem grande homologia se comparados as sequéncias genéticas de outras
espécies (95% para L. braziliensis, 96% para L. major, 97% para L. mexicana e L.
amazonensis) e apenas 26% de homologia se comparada a CYP51 humana (HARGROVE
et al., 2011). Por meio de inspecao visual, o sitio ativo foi evidenciado como um canal
composto majoritariamente por aminoacidos de cadeia lateral hidrofdbica, que da acesso
ao grupo heme que é onde ocorre a atividade catalitica. Na Figura 27 é representada a

area da enzima no qual o docking molecular foi realizado.
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Figura 27 - Area do sitio catalitico da enzima 3L4D
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Areas em marrom sdo mais hidrofébicas e areas em azul sdo mais hidrofilicas. No interior da cavidade o
grupo heme estd em vermelho e o inibidor fluconazol em verde.

Para validacdo da metodologia de docking foi realizado o redocking utilizando a
estrutura do inibidor o qual a enzima foi cristalizada, nesse caso o fluconazol. A validagéo
também permitiu escolher qual a melhor funcdo de pontuacdo a ser empregada no
trabalho. A analise das funcdes de pontuacdo mostrou que a funcdo ChemScore
apresentou melhor resultado (Tabela 1), onde em um cluster de 7 poses apresentou
RMSD de 1,3 A + 0,4, sendo escolhida para o docking.

Tabela 1 - Validacao da fungdo de pontuagdo para enzima 14 a-demetilase (PDB: 3L4D)

Funcéo de NuUmero de Poses no cluster RMSD médio das poses
Pontuacéo clusters principal + desvio padréo (A)
ChemPLP 3 7 54+0,1
GoldScore 5 9 51+0,1
ChemScore 4 7 1,3+04

ASP 3 13 54+0,1

Namero total de poses: 15

Por meio da inspecdo visual, foram analisadas as poses geradas pela funcéo
ChemScore. Observa-se que a metodologia utilizada conseguiu reproduzir a conformagéo
do ligante original, fato este comprovado por sobreposi¢do da melhor pose obtida com
RMSD de 0,9 A (Figura 28, a direita). As interacdes também estdo em concordancia com
o0 original, onde a principal interacdo ocorre com a molécula de fluconazol realizando
uma interacdo metal-ligante entre o anel triazol com o ferro do grupo heme da enzima
(Figura 28, a esquerda). Alem disso, a conformacdo é estabilizada por interacdes de

hidrogénio com os nitrogénios do grupo heme e em Tyr 102, interagdes n-enxofre em Met
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459 e Cys 422, interagdo n-sigma em Leu 355, n-m em Tyr 102 e interacdes hidrofobicas

(Ala 290 e Ala 286). Essa interacdo apresentou energia de ligacdo de -6,5358 kcal/mol.

Figura 28 - Pose de fluconazol obtida apds o redocking
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A esquerda a pose original de fluconazol (em azul) sobreposta a pose encontrada apds o docking (em rosa).
A direita as interacdes observadas no fluconazol apés o redocking.

Para avaliar os resultados do docking e selecionar os derivados a serem
sintetizados, foram observadas as interacGes quimicas que a molécula realizou com o
receptor biologico. As interacdes entre uma molécula ativa e o receptor biologico sao
cruciais no bloqueio ou ativacdo da atividade enzimatica e a interpretacdo a nivel
molecular destas constitui fator-chave para projecdo de drogas superiores e efetivas
(SALEH et al, 2016). Sabe-se que a interacdo com o grupo heme na enzima CYP51,
especificamente a coordenacdo com o ferro, € importante para o bloqueio de sua
atividade. Portanto, essa é uma caracteristica desejavel para os derivados selecionados.

A ligacdo de hidrogénio € um recurso presente em Vvarios sistemas bioldgicos: é
essencial na determinacdo da estrutura de proteinas e acidos nucleicos, € um importante
determinante de especificidade em catalise enzimatica e transferéncia de informacéo
bioldgica, taxa da reacdo enzimaticas, etc. (FERSHT et al., 1985). Essas interagdes
ocorrem entre atomos aceptores e doadores de elétrons e tem grande impacto na
estabilizacdo de complexos enzima-ligante, sendo, portanto, interacdes especificas. Por
isso, as interacbes de hidrogénio juntamente com as interacdes metalicas foram

priorizadas para escolha dos derivados.
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Além das interagcdes moleculares, foram considerados os valores de energia de
ligagdo em kcal/mol que representam a afinidade de ligag&o dos derivados com a enzima
CYP51. A energia livre de ligacdo quantifica a eficiéncia de formagdo do complexo
enzima-ligante, onde a taxa de dissocia¢do diminui com o aumento do valor da energia
de ligagéo, ou seja, quanto mais negativo o valor em kcal/mol maior a estabilidade do
complexo (YOUSUF et al., 2017). Infelizmente o programa GOLD n&o gera essa
classificacdo dada em kcal/mol e por isso o programa Autodock Vina foi utilizado para
gerar esses valores dos complexos.

No APENDICE B sdo apresentados os resultados dos dockings da série de
derivados sulfonamida com cadeias laterais alquilicas. Nota-se que somente o derivado
14 realizou interacdo metal-ligante com o grupo heme e uma ligacdo de hidrogénio
também com o grupo heme. No entanto, essa molécula apresentou afinidade de ligacéo
de -5,5803 kcal/mol, ou seja, menor que o controle positivo, e seu isdbmero, o derivado
13, ndo realizou nenhuma interacdo. Logo estes foram descartados, e procedeu-se a
selecdo a partir dos derivados que realizaram ligacdes de hidrogénio, seguidas de energia
de ligacdo superior ao controle e que fizeram interacGes adicionais semelhantes ao
fluconazol como n-enxofre, n- @ € T-Sigma.

Os derivados 3 e 4 realizaram uma ligacdo de hidrogénio em Tyr 115, interacdes
n-enxofre em Phe 109, Tyr 115 e com o grupo heme. O derivado 3 fez ligacéo adicional
n-sigma em Tyr 102. Os derivados 3 e 4 tiveram energia de ligacdo -6,9605 e -8,0953
kcal/mol, respectivamente. Esses derivados sdo sulfonamidas que possuem um grupo
metil como cadeia lateral e estdo ilustrados na Figura 29.

Figura 29 - Interacdo dos derivados 3 e 4 no sitio ativo da enzima CYP51
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Os derivados 5 e 61 realizaram uma ligagéo de hidrogénio em Tyr 115, interagdes
n-enxofre em Phe 109, Tyr 115 e com o grupo heme tiveram valor de energia de ligacéo
de -8,7928 e -8,3782 kcal/mol, respectivamente. Os derivados mencionados apresentam

um grupo etil como cadeia lateral e sdo ilustrados na Figura 30.

Figura 30 - Interacdo dos derivados 5 e 6 no sitio ativo da enzima CYP51
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Os derivados 9 e 10 realizaram uma ligacéo de hidrogénio em Tyr 115, interacdes
n-enxofre em Tyr 115 e com o grupo heme, e o derivado 9 também realizou este tipo de
interacdo em Phe 109. As energias de ligacdo dos derivados 9 e 10 foram -7,6956 e -
8,2781 kcal/mol, respectivamente. Essas moléculas apresentam um grupo butil como

cadeia lateral e s&o ilustrados na Figura 31.

Figura 31 - Interacdo dos derivados 9 e 10 no sitio ativo da enzima CYP51
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Na serie de derivados alquilicos percebe-se que o nimero de carbonos afeta a

interacdo com o sitio catalitico da enzima e sua afinidade de ligacdo. Os derivados
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selecionados como melhores apresentam um (metil), dois (etil) e quatro (butil) carbonos
na cadeia lateral. Com o aumento da cadeia, percebe-se que as moléculas tendem a reduzir
as interagdes. Em termos de farmacodinamica, conforme o comprimento da cadeia
aumenta, a molécula pode se encaixar em um bolso de ligacdes hidrofébicas com
interagdes crescentes até que o tamanho do substituinte exceda o tamanho do bolso de
ligagéo (SILVERMAN, 2014).

Na Figura 32 sdo demonstrados os derivados 4, 10, 14 e 18, todos beta isdmeros.
Nota-se que existe um bolso (seta em vermelho) no sitio catalitico da enzima e a cadeia
lateral dos derivados consegue preencher essa cavidade a medida que a cadeia se alonga.
No entanto, no derivado 14 (cadeia hexil) ocorre uma reducdo da energia de ligacdo (-
5,5803 kcal/mol), provavelmente pelo ajuste na cavidade estar sendo prejudicado. Ja no
derivado 18 de cadeia mais longa (octil), a energia de ligacdo aumenta (-9,6573), porém
ao custo de que o grupo funcional sulfonamida fica distante do grupo heme,

impossibilitando as intera¢cbes com o mesmo.

Figura 32 - Comparagéo entre os derivados 4, 10, 14 e 18 da série de sulfonamidas

O grupo heme est4 em laranja, as setas vermelhas destacam o bolso lateral.

No APENDICE C sédo apresentados os resultados dos dockings da série de

derivados sulfonamida com grupos aril substituidos, que foram bastante variados. Para
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facilitar a selecdo das moléculas, foi observado primeiramente a presenca de interacao
metal-ligante com o grupo heme, em seguida foi confirmado se a energia de ligacdo dos
complexos era superior ou semelhante ao controle positivo fluconazol. Em seguida, foi
verificado o nimero de liga¢des de hidrogénio e interacfes adicionais. Na escolha de um
derivado, também foi observado conjuntamente o seu isdmero equivalente, para verificar
se 0 mesmo cumpria também os requisitos de interacdo e energia de ligag&o.

O derivado 21 realizou interacdo metal-ligante, duas interacdes de hidrogénio e
uma interagdo -1t com o grupo heme, além de uma interacdo n-m em Phe 109. Este
derivado teve energia de ligacdo de -6,5975 kcal/mol. O seu isdbmero beta, derivado 22,
ndo realizou interacdo metalica, no entanto apresentou ligacdo de hidrogénio com o grupo
heme, interagdo m-enxofre em Phe 289 e n-n com o grupo heme e energia de ligacao de -
8,8415 kcal/mol. Esses derivados sdo sulfonamidas arilicas orto-substituidas com o grupo
-NH: (Figura 33).

Figura 33 - Interacdo dos derivados 21 e 22 no sitio ativo da enzima CYP51
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O derivado 29 realizou interacdo metal-ligante, duas interagdes de hidrogénio e
uma interagdo m-m com o grupo heme, além de interagdo de hidrogénio em Tyr 115 e -1
em Phe 109. Este derivado teve energia de ligacdo de -6,5667 kcal/mol. O seu isdmero
beta, derivado 30, ndo realizou interacdo metal-ligante, no entanto apresentou ligacdo de
hidrogénio em Tyr 115, interagdo m-enxofre em Phe 289 e energia de ligacdo de -9,7141
kcal/mol. Esses derivados sdo sulfonamidas arilicas orto-substituidas com o grupo -
NHCOCH:;3 (Figura 34).
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Figura 34 - Interacdo dos derivados 29 e 30 no sitio ativo da enzima CYP51

3 T 4
A212 - .y MG A ®
A:481 A:213 A:102  A:355
HEM PHE
MET — — A481 A:289 .
A357 | N " X Hem  Adls
S 75 R:109 Ash Ragl
/ y. 5 TYR '
Hid Adls )
it H 3 N
; 74 N
& MET
TYR A:los@ &\
A355 A46a MEL
ALA A5 a4
A:286 LB VIET A:290
A:105
[ Ligacdo de hidrogénio [] malquil
B cContatos desfavoréveis [ alquil
[] m-enxofre [ o
[] Interacdo metal-ligante

O derivado 41 realizou interacdo metal-ligante, duas interagdes de hidrogénio e
uma interagao m-1 com o grupo heme, além de intera¢do n-m em Phe 109. Este derivado
teve energia de ligacdo de -6,7374 kcal/mol. O seu isdmero beta, derivado 42, ndo
realizou interacdo metal-ligante, no entanto apresentou ligacéo de hidrogénio em Tyr 115,
interacdo m-enxofre em Phe 289 e energia de ligagédo de -10,2193 kcal/mol. Esses

derivados séo sulfonamidas arilicas orto-substituidas com o grupo -NO- (Figura 35).

Figura 35 - Interacéo dos derivados 41 e 42 no sitio ativo da enzima
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O derivado 45 realizou metal-ligante, duas ligagdes de hidrogénio e intera¢ao n-nt
com o grupo heme, interacdo n-m em Phe 109. A sua energia de ligagcdo foi de -7,552
kcal/mol. O isémero beta, derivado 46, realizou interacdo metal-ligante, duas interac6es

de hidrogénio, intera¢do n-7 e intera¢do m-enxofre com o grupo heme, além de interagédo
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n-t em Phe 109. Este derivado teve energia de ligagdo de -7,0014 kcal/mol. Esses
derivados séo sulfonamidas arilicas orto-substituidas com o 4&tomo de -ClI (Figura 36).

Figura 36 - Interacéo dos derivados 45 e 46 no sitio ativo da enzima CYP51
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Na série de derivados arilicos percebeu-se que todos os selecionados apresentam
um grupo orientado na posicao orto em relacéo ao anel aromético. Alem disso, sdo grupos
classificados como pouco hidrofébicos segundo o diagrama de Craig, sendo que 0s
derivados 21/22 e 29/30 possuem grupos doadores de elétrons e os derivados 41/42 e
45/46 possuem grupos retiradores de elétrons.

Ao se comparar o par de derivados para-substituidos (29/30 e 41/42) em relacdo
aos derivados meta-substituidos (31/32 e 43/44), observa-se que a diferenca de posi¢édo
do substituinte afetou em poucos graus a orientacdo do grupo funcional sulfonamida
(exceto em 42), e 0 anel aromatico substituido em todos os casos ficou acomodado no
bolso lateral ao grupo heme. Em geral, os resultados foram bastante diversos em relagéo
as ligacdes quimicas, e isso a principio dificultou a selecéo (Figura 37).

De fato, a principal diferenca entre os derivados orto-substituidos para os meta-
substituidos é a energia de ligacdo dos complexos, que pode ser devido ao maior nimero
de colisdes desfavoraveis que ocorrem nessas moléculas (ver APENDICE C). As
colisBes ou contatos desfavoraveis prejudicam a estabilidade do complexo uma vez que
esses tipos de liga¢bes indicam uma forca de repulséo entre duas moléculas e um atomo
(DHORAJIWALA; HALDER; SAMANT, 2019).
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Figura 37 - Comparacéo entre os derivados 29/30 versus 31/32 e derivados 41/42 e 43/44

O grupo heme esté em laranja, as setas vermelhas destacam o bolso lateral. os isdmeros alfa e beta estéo
sobrepostos.

Ja nos derivados 45 e 46 a diferenca da posicao do substituinte -Cl parece afetar a
orientacdo do grupo sulfonamida e, consequentemente, as interagdes quimicas (Figura
38). Em contrapartida, os derivados meta-substituidos 47 e 48 possuem energia de ligacao
superior (-9,4624 e -9,7160 kcal/mol). Mesmo assim, os derivados 45 e 46 apresentam
energia de ligacdo superior ao fluconazol, juntamente com um conjunto de interacdes

importantes, e por isso foram escolhidos.

Figura 38 - Comparacao entre os derivados 45/46 versus 47/48 da série de sulfonamidas
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O grupo heme est4 em laranja, os isdbmeros alfa e beta estdo sobrepostos.

A principio, somente os derivados 29/30, 41/42 e 45/46 da série de sulfonamidas

arilicas foram selecionados. Entretanto, ao realizar a sintese para obtencao das moléculas
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41 e 42 que possuem um grupo -NO-, onde pela reducdo deste grupo pode-se obter 0s
derivados 21 e 22. Esses derivados sdo substituidos com o grupo -NH2 e também
obtiveram um resultado bom em relacdo as interagcdes e energia de ligacdo como foi
exposto anteriormente. Porém, ressalta-se que os derivados meta-substituidos com esse
mesmo grupo -NH2 (23 e 24) tiveram resultado superior no docking, e somente por
facilidade de sintese os derivados 21 e 22 foram incluidos.

No APENDICE D sdo apresentados os resultados dos dockings da série de
derivados heterociclicos. Nesse conjunto, os resultados também foram bastante variados.
Foram observados primeiramente a presenca da ligacdo metal-ligante com o grupo heme,
em seguida foi confirmado se a energia de ligacdo dos complexos era superior ou
semelhante ao fluconazol. No entanto a maioria das moléculas ndo realizou interacdo
metalica, entdo foram verificadas as ligacfes de hidrogénio diretamente com o grupo
heme, além das interagdes adicionais e juntamente com a energia de ligacdo. Novamente,
os isdbmeros foram observados em conjunto no sentido de verificar se ambos cumprem 0s
requisitos de interacdo e energia de ligacdo e se valem a pena serem sintetizados.

O derivado 55 realizou interacdo metal-ligante e interacdo de hidrogénio com o
grupo heme. Este derivado teve energia de ligacdo de -4,1160 kcal/mol, energia inferior
do controle fluconazol. No entanto, o seu isdmero beta, derivado 56, realizou interacdo
metal-ligante e duas liga¢des de hidrogénio com o grupo heme e energia de ligacao de -
8,8988 kcal/mol. Como o derivado 56 foi o Unico que realizou interacdo metal-ligante,
essa mistura foi selecionada para sintese. Esses derivados possuem um anel tiadiazol

como heterociclo (Figura 39).

Figura 39 - Interacdo dos derivados 55 e 56 no sitio ativo da enzima CYP51
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O derivado 59 realizou ligacdo de hidrogénio com o grupo heme e em Ala 290,
interacdo m-sigma em Ala 355 e obteve energia de ligacdo de -7,8579 kcal/mol. O isdmero
beta, derivado 60, realizou ligacdo de hidrogénio com o grupo heme, Ala 290 e em Thr
294, interacdo m-sigma em Leu 355 e teve energia de ligacao de -9,4338 kcal/mol. Esses

derivados possuem um anel amino-oxazol como heterociclo (Figura 40).

Figura 40 - Interacdo dos derivados 59 e 60 no sitio ativo da enzima CYP51
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O derivado 61 realizou ligagdo de hidrogénio com o grupo heme em Ala 290,
interacdo m-sigma em Leu 355 e obteve energia de ligacdo de -7,3531 kcal/mol. O isbmero
beta, derivado 62, realizou ligacdo de hidrogénio no grupo heme, Ala 290 e em Thr 294,
interacdo m-sigma em Leu 355 e obteve energia de ligacdo de -8,9893 kcal/mol. Esses

derivados possuem um anel amino-imidazol como heterociclo (Figura 41).

Figura 41 - Interacdo dos derivados 61 e 62 no sitio ativo da enzima CYP51

T
ML PHE A:294
M A% gen s
A:459 A:459 {EU S
355 , u’ o
% A |
Ay | g
4 | figies AEM
— - . U nag)
VAL - &
A'356 PRO AT
AA%\O A:209 K589
£58%
4 TR MET
WAL - A359
LEU :
VAL e MET TYR A MET.
! PHE  A:102 & PHE TYR
L7 SR A:104 aly, A0S
[ Ligacdo de hidrogénio [] malquil
B cContatos desfavoraveis [ alquil

I nsigma



72

Além dessas moléculas, foram adicionados tardiamente os derivados 63 e 64. O
derivado 63 realizou ligacdo de hidrogénio com o grupo heme ¢ em Ala 290, interagado n-
sigma em Leu 355 e apresentou energia de ligacdo de -6,0093 kcal/mol. O derivado 64
apresentou as mesmas interacdes, porém com energia de ligacdo de -5,9318 kcal/mol.
Essas moléculas ndo tiveram os melhores resultados em relacdo a energia de ligacao se
comparadas as demais, no entanto, devido aos problemas com as sinteses que serdo
detalhados posteriormente, os derivados 63 e 64 foram adicionados ao estudo, visto que
0 material para obtencdo destes estava disponivel no laboratério. Esses derivados

possuem um anel aminotiazol como heterociclo (Figura 42).

Figura 42 - Interacdo dos derivados 63 e 64 no sitio ativo da enzima CYP51
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As moléculas que ndo foram selecionadas (49 — 54) apresentam dois heteroatomos
compondo o heterociclo funcional. Os derivados selecionados 55 e 56 diferenciam-se
destas por conter trés heteroatomos na estrutura (anel tiadiazol) e isso parece contribuir
para interacdo com o grupo heme, especialmente com a interacdo metal-ligante com o
ferro, no qual apenas estes derivados realizaram.

Outra comparacdo que pode ser feita é em relagdo aos derivados 57 e 58, também
heterociclos com trés heterodtomos mas que ndo foram selecionados pela baixa energia
de ligacdo e interacdes. Nessas moléculas o anel oxadiazol diferencia-se por um atomo
de oxigénio em relagéo ao anel tiadiazol. Na Figura 43 pode-se observar que 0s isdbmeros
55 e 56 tem a conformacao bem proxima quando sobrepostos, que também é em alguns

graus semelhante ao derivado 58 (a direita em amarelo).
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Figura 43 - Comparagdo entre os derivados 55/56 versus 57/58 da série de heterociclos

O grupo heme esta em laranja, os isdmeros alfa e beta estdo sobrepostos.

Os derivados 59/60, 61/62 e 63/64 possuem como padrdo a presenga de um grupo
-NH2como substituinte lateral no anel heterociclo. Esse substituinte favoreceu de maneira
geral a interagcdo desses derivados no sitio catalitico da enzima. Na Figura 44 é
demonstrado que todos os derivados se sobrepfem de maneira muito proxima e isso

explica os tipos de interagOes bastante semelhantes.

Figura 44 - Comparagdo entre os derivados 59/60, 61/62 e 63/64 da série de heterociclos

O grupo heme esta em laranja, os diferentes derivados estdo sobrepostos.

Dessa maneira, foram selecionados seis derivados da serie de sulfonamidas
alquilicas (3/4, 5/6 e 9/10), oito derivados da série de sulfonamidas arilicas (21/22, 29/30,
41/42 e 45/46) e oito derivados da série de heterociclos (55/56, 59/60, 61/62 e 63/64).
Ressalta-se que as analises de docking foram realizadas para os isdbmeros separados,
correspondentes aos esqueletos base de a e f amirinas, porém as sinteses foram feitas

com a mistura dos isdmeros.
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A principal dificuldade durante o screening virtual é estabelecer uma relacéo
correta a fim de serem selecionadas as melhores poses dos ligantes dentro do receptor
bioldgico. A selecdo da melhor solugdo ndo é uma tarefa trivial e nem sempre a pose com
melhor pontuacéo pela funcdo de pontuacao do docking é realmente a melhor opcao e por
isso é altamente recomendavel que critérios estruturais adicionais sejam analisados
(RAMIREZ; CABALLERO, 2018).

Neste trabalho, em alguns momentos a escolha dos “melhores” derivados ou hits,
a serem incluidos para sintese e avaliagdo biologica pareceu ser bastante complexa, por
isso foram necessarios a inclusdo de diversos mecanismos (analise por clusterizagdo,
observacao das interagdes quimicas, energia livre de ligagcdo para previsao de afinidade)
afim de se estabelecer uma boa escolha dos hits. Contudo, somente com a avaliagédo
bioldgica é possivel fundamentar esses argumentos e verificar se as ferramentas utilizadas

para escolha das moléculas foram eficazes.

5.2  Semissintese dos derivados triterpénicos

Foram utilizados os triterpenos a ¢ p amirinas, extraidos da resina de Protium sp.,
como material de partida para a sintese de todos os derivados. Foi utilizado 20 gramas de
resina no processo de extracdo direta, obtendo-se 5,81 g (29%) de rendimento apds
purificacdo do material. Esse resultado corrobora com Neto (2018) e Ferreira et al (2020),
0s quais também utilizaram mesmo método de extracdo. Para comparagdo com 0s
espectros das moléculas posteriores foi utilizado uma amostra padrdo da mistura de a. e 3
amirinas de Byrsonima sp. disponivel no laboratério FITOPHAR.

No espectro de APCI-MS de a ¢ B amirinas, ocorreu um ion aduto m/z 427 [M+H],
valor consistente com a formula CzoHsoO [M+H]* referente aos triterpenos a ¢ f amirinas
protonados. Com a perda de 18 unidades, aparece o ion principal de m/z 409 [M+H]
referente a perda de agua [M+H — H,O]* (APENDICE E). Esse ion principal ocorre
devido a fonte APCI utilizar temperaturas elevadas, onde ocorre fragmentacao na fonte,
favorecendo a perda de agua que corresponde a presenca da hidroxila em C-3 nessas
moléculas (RHOURRI-FRIH et al., 2009).

No espectro de RMN 'H de o e P amirinas, observa-se uma ampla faixa de
deslocamento quimico (0,7 — 2,02 ppm), caracteristico do esqueleto triterpénico (Figura
45). Distingue-se um tripleto em 5,16 ppm (t, J = 3,5 Hz) e 5,10 ppm (t, J = 3,6 Hz)

correspondentes ao H-12 vinilico em o e B amirina, respectivamente. Ocorre também um



75

duplo dubleto em 3,20 ppm (dd, J = 9,9 Hz e 4,2 Hz) consonante com o H-3 carbindlico,
evidenciando a hidroxila ligada no mesmo carbono. Esses deslocamentos corroboram
com a literatura consultada (DEMELO et al., 2019; FERREIRA et al., 2020; VAZQUEZ;
PALAZON; NAVARRO-OCANA, 2012).

No espectro de RMN 2C de o e B amirinas aparecem 53 sinais de deslocamento
quimico (9). Cada isdmero de amirina possui 30 carbonos entdo seria esperado pelo
menos 60 sinais do a e 3 isdmero, no entanto alguns se sobrepde e um mesmo sinal acaba
sendo referenciado ao mesmo carbono. Todos os 53 sinais encontrados foram
correlacionados e tabelados para cada carbono (Tabela 2). Consolidando o que foi
observado no RMN H, ocorrem os sinais em & 139,6 (para o) e & 145,2 (para ) referentes
a0 C-13e6 124,4 (paraa) e 6 121,7 (para p) referentes ao C-12, ambos carbonos vinilicos.
Além disso, aparece um sinal em 6 79,0 referente ao C-3 carbindlico (Figura 46). Essas

observacodes estdo de acordo com a literatura.
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Figura 45 - Espectro de RMN H de a e p amirinas (5,2 mg; CDCls; 300 MHz) com ampliaces
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Figura 46 - Espectro de RMN %3C e DEPT 135 de a e B amirinas (5,2 mg; CDClz; 75 MHz)
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Tabela 2 - Deslocamentos do RMN *3C de o e P amirinas em comparagdo com os sinais encontrados na
literatura

Amostra a e p amirinas Vézquez et al (2012)

C a B C a B

1 38,8 38,6 1 38,7 38,7
2 27,2 27,2 2 28,7 27,2
3 79,0 79,0 3 79,6 79,3
4 39,7 39,7 4 38,7 38,5
5 55,2 55,2 5 55,1 55,1
6 18,4 18,4 6 18,4 18,6
7 32,9 32,6 7 32,2 324
8 40,0 40,0 8 40,7 39,8
9 47,7 47,6 9 477 47,6
10 36,9 36,9 10 36,6 36,9
11 23,4 23,5 11 23,3 23,6
12 124,4 121,7 12 124,4 121,7
13 139,6 145,2 13 139,5 145,2
14 42,2 41,7 14 42,0 41,7
15 29,7 26,1 15 27,2 26,2
16 26,6 26,9 16 26,6 26,1
17 33,8 32,5 17 33,7 32,6
18 59,0 47,2 18 59,0 47,2
19 39,6 46,8 19 39,6 46,8
20 39,6 311 20 39,6 31,0
21 31,3 34,7 21 31,2 34,7
22 41,5 37,1 22 415 37,1
23 28,1 28,4 23 28,1 28,0
24 15,6 15,5 24 15,6 15,4
25 15,7 15,6 25 15,6 15,4
26 16,9 16,8 26 16,8 16,8
27 23,7 26,0 27 23,2 25,9
28 28,1 28,8 28 28,1 28,4
29 17,5 334 29 17,4 33,8
30 21,4 23,3 30 214 23,7

5.3  Sintese do intermediario 3-oxo a e p amirina (1a/1b)

O composto 1a/lb foi sintetizado como intermediario para obtencdo de ambas as
séries de derivados (sulfonamidas e heterociclos). Nessa reacdo foi utilizado o reagente
clorocromato de piridinio (PCC) para oxidacdo da hidroxila em C-3 dos triterpenos a ¢ 3
amirinas, afim de se obter a cetona correspondente. Esta reacdo inicia com a coordenagéo
da hidroxila ao &tomo de cromo (VI) do reagente PCC, formando a ligacdo Cr-O. Em
segundo lugar, o proton da hidroxila é transferido para um dos oxigénios ligados ao
cromo, possivelmente por um intermediario do sal piridinio. O ion cloreto é entdo

deslocado e é formado a espécie éster cromato. A carbonila é formada quando uma base



79

(representada por CI) remove o préton do carbono adjacente ao oxigénio, resultando na
oxidagéo a cetona e reducdo do Cr (V1) a Cr (IV) (ASHENHURST, 2020) (Figura 47).

Figura 47 - Mecanismo de reacdo para formagédo do composto 1a/1b

Composto 1la/lb éster cromato

Utilizando 5,81 g de o e P amirina obteve-se 5,46 g (95% de rendimento) do
composto l1a/lb que se apresentou inicialmente como uma massa incolor que apés
secagem torna-se um sélido branco e amorfo, com Rf 0,43 (Hex:AcOEt 95:5) e massa
molar esperada de 424,39 (C29H500). Na analise do espectro de APCI-MS modo positivo,
observa-se um ion aduto de m/z 425 [M+H], valor consistente com a formula CzoHs00
[M+H]* referente ao composto protonado e o ion de m/z 407 [M+H] referente a perda de
agua [M+H — H.0]* (APENDICE E).

No espectro de RMN 'H de composto 1a/1b, observa-se os sinais caracteristicos
do esqueleto ursano e oleanano, semelhantes aos triterpenos o € § amirinas em 5,18 ppm
(t, J = 3,4 Hz, H-12 para B-amirina), 5,13 ppm (t, J = 3,5 Hz, H-12 para a-amirina) e 0,8
- 2,02 ppm (m). Nota-se o desaparecimento do sinal em 3,20 ppm atribuido ao H-3 e a
ocorréncia dos novos sinais em 2,52 ppm (ddd, J = 15,93 Hz; 10,90 Hz; 7,26 Hz) e 2,35
ppm (m) atribuidos aos hidrogénios H-2 de posi¢do axial (Ha) e equatorial (Hb), que
sofrem efeito de desblindagem conferido pela carbonila em C-3 (Figura 48).

No espectro de RMN 13C, foram detectados 56 sinais, indicando a presenca dos
dois isbmeros triterpénicos, os quais foram tabelados de acordo com a literatura
(BANKEU et al., 2019; TRIGUEIRO et al., 2020) e em comparagdo com a amostra
padrdo de o e B amirinas (Tabela 3). Na analise do espectro, observa-se um sinal em &
218,0, que ndo aparece no espectro DEPT 135 visto se tratar de um carbono quaternario,

o qual foi atribuido ao C-3 carbonilico (Figura 49). Essa observacdo juntamente com a
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auséncia do sinal em § 79,0 e as anélises anteriores do RMN *H, confirmam a reacéo de

oxidagdo em C-3.

Tabela 3 - Deslocamentos do RMN *3C de 3-oxo o e B amirina (composto 1a/1b) em comparagio com 0S
sinais de o e B amirinas

Amostra o e  amirinas

Composto 1a/lb

[y
oW ~Nooh~wNEQO

WNNNRNNNNNNNRERRRRRRRR R
OSCOONOURWNRPOOWONOUDWN R

a
38,8
27,2
79,0
39,7
55,2
18,4
32,9
40,0
47,7
36,9
23,4

124,4
139,6
42,2
29,7
26,6
33,8
59,0
39,6
39,6
31,3
41,5
28,1
15,6
15,7
16,9
23,7
28,1
17,5
21,4

p
38,6
21,2
79,0
39,7
55,2
18,4
32,6
40,0
47,6
36,9
23,5

1217
145,2
41,7
26,1
26,9
32,5
47,2
46,8
31,1
34,7
37,1
28,4
15,5
15,6
16,8
26,0
28,8
33,4
23,3

[N
SBowo~vwouahs~wNR O

[EEN
[EEN

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

a
39,5
34,24
218,0
47,5
55,2
19,6
32,4
39,8
46,9
36,7
23,5
1242
139,7
42,2
28,1
26,9
33,8
59,1
39,7
39,6
31,2
415
28,4
25,9
15,5
16,8
26,6
28,8
17,5
214

39,3
34,2
218,0
47,5
55,3
19,6
32,2
40,00
46,9
36,6
23,6
121,5
145,3
41,8
26,1
26,9
32,5
47,3
46,8
31,1
34,7
37,1
26,5
21,5
15,2
16,7
23,7
28,8
33,3
23,2




Figura 48 - Espectro de RMN *H de 3-oxo o e B amirina (1a/1b) (5,8 mg; CDCls; 300 MHz) com ampliagdes
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Figura 49 - Espectro de RMN 3C e DEPT 135 de 3-oxo o e p amirina (composto 1a/1b) (5,8 mg; CDCls; 75 MHz)
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5.4  Sintese do intermediario 3-amino a e § amirinas (2a/2b)

O composto 2a/2b trata-se do intermediario amina que é necessario para a sintese
da série de sulfonamidas. Inicialmente, foi testada metodologia de conversdo do grupo
carbonila do composto la/lb em oxima, utilizando hidroxilamina (SAHYOUN;
ARRAULT; SCHENEIDER, 2019). O composto obtido entdo foi submetido a reacéo de
redugdo da oxima em amina utilizando LiAlH4 em THF (KIM; LIVINGHOUSE, 2005)
para dessa forma obter-se 0 composto 2a/2b, no entanto ap0s varias tentativas a reacdo
ndo ocorreu. Em vista disso, e somado ao fato de que essa rota sintética possui mais
intermediéarios, essa reacdo foi abandonada e decidiu-se utilizar a reacdo de conversao
direta da carbonila em C-3 para amina por reacdo de aminagéo redutiva.

A reacdo de aminacdo redutiva é baseada na reducao de uma imina ou ion iminio,
obtido a partir de aminas e compostos carbonilicos, necessitando assim de um agente
redutor para promover a reducgdo. A reacdo de Borch, utilizando cianoborohidreto de
sodio (NaBH3CN) como agente redutor, € um método bastante utilizado para realizar
aminacao redutiva de aldeidos e cetonas (SILVA, 2007).

O mecanismo dessa reacdo € exemplificado na Figura 50, onde a amina (para esta
reacao foi utilizado acetato de aménia como fonte de nitrogénio) condensa com o grupo
carbonila para formar um intermediario ion iminio. A manutencédo da faixa de pH entre
6-7 € crucial para que o ion iminio seja formado e capturado na etapa posterior, pelo
BH3CN~. Caso contrario, em pH 4-5 a reacdo de reducdo do grupo carbonila para
hidroxila é favorecida. A reducéo do ion iminio gera a amina correspondente (BORCH;
BERNSTEIN; DURST, 1970).

A principio, a rea¢do de aminag&o redutiva também pareceu ndo ser eficiente para
obtencdo com composto la/lb. Durante os testes, ao realizar as placas de CCD para
acompanhar a reacao, era possivel observar a formacéo de um produto que tinha 0 mesmo
Rfde a e B amirina e que apos isolamento dessa substancia, essa hipotese foi confirmada.
Como dito anteriormente, nessa reagdo pode haver a conversao do grupo carbonila para
o0 grupo hidroxila, ao invés do grupo amina que era esperado, dificultando a identificacao
do composto 2a/2b.

Além disso, foi possivel observar uma mancha na origem do spot, na placa de
CCD, que mesmo apos utilizar sistemas mais polares nao eluia com a fase movel e foi

confundida de forma equivocada com as reagentes utilizados. Cui et al (2015) e Spivak
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et al (2020), os quais realizaram esta mesma reacdo nos triterpenos &cido betulinico,

ursélico e oleandlico, ndo relataram este comportamento no derivado obtido.

Figura 50 - Mecanismo de reacéo para formagéo do composto (2a/2b)
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Foi identificado que provavelmente devido ao carater basico da amina gerada, o
composto estaria interagindo com os grupos acidos da fase estacionaria, a silica gel. Os
grupos silandis ligam-se a aminas organicas por interacdo acido-base e prejudicam a
separacao dos produtos. Uma forma de superar essa problematica é adicionando uma base
no sistema de eluigdo, que funciona como uma amina concorrente que neutraliza os
grupos silanois (TELEDYNE ISCO, 2010).

Utilizando 1% de trietilamina para a fase méovel da CCD, foi possivel entdo
observar a eluicdo de 3 manchas bastante proximas entre si, que foram separadas em
coluna cromatogréfica utilizando novamente a trietilamina no sistema de eluicdo da
coluna. A mancha com Rf 0,15 (Hex:AcOEt 8:2 + 1% trietilamina) apresentou-se como
uma massa incolor com rendimento de 0,620 g (61%) que, apos purificacdo e analises,
foi identificado como o composto 2a/2b. As outras substancias foram formadas em menor
quantidade e ndo foram identificadas.

O composto 2a/2b tem como massa molar esperada 425,40 (CsoHsiN), e
apresentou no APCI-MS modo positivo um ion de m/z 426 [M+H] consistente com a

férmula molecular do composto protonado, € 0 um ion de m/z 409 [M+H] referente a
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perda de 4gua [M+H — H.0]* (APENDICE E). No espectro de RMN H, observa-se 0s
sinais caracteristicos do esqueleto ursano e oleanano em 5,16 ppm (t, J = 3,5 Hz, H-12
para -amirina), 5,10 ppm (t, J = 3,5 Hz, H-12 para a-amirina) e 0,8 - 2,02 ppm (m). Nota-
se 0 desaparecimento dos multipletos em 2,52 ppm e 2,35 ppm dos H-2 do composto
la/lb e o aparecimento de um duplo dubleto em 2,37 ppm (dd, J = 11,3 Hz; 4,4 Hz)
atribuido ao H-3 do carbono ligado ao grupo amina (Figura 51).

No espectro de RMN *3C do composto 2a/2b aparecem 58 sinais de deslocamento
quimico que foram tabelados e correlacionados ao composto de partida 1a/lb (Tabela
4). Na andlise do espectro, observa-se o desaparecimento do sinal em & 218,0 do C-3
carbonilico do composto 1a/lb e o aparecimento do sinal 6 59,8 atribuido ao C-3 ligado
ao grupo amina que, juntamente com as analises anteriores confirmou a reducéo da cetona
em amina (Figura 52).

Tabela 4 - Deslocamentos do RMN *3C de 3-amino a ¢ p amirina (composto 2a/2b) em comparagdo com
0s sinais de 3-oxo o e B amirinas (composto 1a/1b)

Composto 1a/lb Composto 2a/2b

C a B C a B

1 39,5 39,3 1 39,4 39,2
2 34,24 34,2 2 27,6 27,6
3 218,0 218,0 3 59,8 59,8
4 47,5 475 4 38,0 37,8
5 55,2 55,3 5 55,8 55,8
6 19,6 19,6 6 18,7 18,7
7 32,4 32,2 7 33,0 32,7
8 39,8 40,00 8 40,0 40,0
9 46,9 46,9 9 47,8 47,7
10 36,7 36,6 10 37,1 37,1
11 235 23,6 11 23,3 235
12 124,2 1215 12 124,5 1218
13 139,7 1453 13 139,6 145,2
14 42,2 41,8 14 42,1 41,7
15 28,1 26,1 15 29,7 26,1
16 26,9 26,9 16 26,6 26,9
17 33,8 325 17 33,8 325
18 59,1 47,3 18 59,1 47,2
19 39,7 46,8 19 39,7 46,8
20 39,6 311 20 39,6 311
21 31,2 34,7 21 31,3 34,7
22 41,5 37,1 22 41,5 37,1
23 28,4 26,5 23 28,4 28,5
24 25,9 215 24 15,8 15,8
25 15,5 15,2 25 15,6 154
26 16,8 16,7 26 16,9 16,8
27 26,6 23,7 27 23,7 26,0
28 28,8 28,8 28 28,1 28,8
29 17,5 333 29 175 333
30 214 23,2 30 214 23,3




Figura 51 - Espectro de RMN *H de 3-amino o e  amirina (composto 2a/2b) (6,6 mg; CDCls; 300 MHz) com ampliagdes
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(6 = ppm) 6: 5,16 (t, J = 3,5 Hz, H-12 de B-
amirina); 5,10 (t, J = 3,5 Hz, H-12 de o-
amirina); 2,37 ppm (dd, J = 11,3 Hz; 4,4 Hz,
H-3), 0,7 - 2,02 (m, perfil caracteristico dos
esqueletos ursano e oleanano).
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55  Sintese dos derivados sulfonamidas arilicas (3a/3b), (4a/4b) e (5a/5b)

Utilizando o composto 2a/2b como material de partida, os derivados sulfonamidas
3a/3b, 4a/4b e 5a/5b foram sintetizados. O método sintético mais comum para obtencéao
de sulfonamidas é através da condensacao de um cloreto de sulfonila adequado com uma
amina (KOLACZEK et al., 2014). O mecanismo comum de formagao desses compostos
é ilustrado na Figura 53 e trata-se de um tipo de substituicdo nucleofilica bimolecular
(Sn2) chamada de sulfonilagdo. Essa reacdo ocorre por meio do ataque nucleofilico da
amina sobre o &tomo de enxofre eletrofilico do cloreto de sulfonila, passando entdo por
um estado de transicdo trigonal bipiramidal e havendo entdo a liberagdo do grupo
abandonador (-CI). Neste caso, apesar de ser uma Sn2, ndo ocorre inversao da
configuracdo pois o estereocentro é o nucléofilo, havendo entéo retencédo da configuracao.
Devido a formacdo de HCI nessa reacdo, e geralmente utilizada uma base como
catalisador (piridina) para neutralizagdo do mesmo (DAS; QUADRI; FAROOQUI,
2018).

Figura 53 - Mecanismo de reacdo para formacdo das sulfonamidas 3a/3b, 4a/4b e 5a/5b

5.5.1 Sintese do derivado 4-nitrobenzeno sulfonamida de o ¢ f amirina (3a/3b)

O composto 3a/3b corresponde aos isdbmeros de codigo 41 e 42 selecionados no
docking molecular. O composto 3a/3b apresentou-se na forma de cristais amarelados,
rendimento de 0,052 g (71%), Rf de 0,65 (Hex:AcOEt 8:2 + 1% trietilamina). A massa
esperada para este composto era de 610,38 (C3sHs4N204S). Essa substancia foi ionizada
utilizando a fonte APCI no modo negativo. Na analise do MS observou-se um ion de m/z
609 [M-H] consistente com a formula molecular do composto desprotonado. Além desse
ion, também se observou um ion de m/z 598 ao qual foi atribuido contaminacdo do
composto 4a/4b que seré discutido posteriormente (APENDICE E).

As analises de RMN 'H e '3C do composto 3a/3b apresentadas aqui foram

realizadas na Central Analitica da UFAM, em um equipamento que opera em 500 MHz,
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diferentemente das demais que foram todas realizadas no INPA. No espectro do RMN 'H
do composto 3a/3b, observa-se 0s sinais caracteristicos do esqueleto ursano e oleanano
em 5,13 ppm (t, J = 3,5 Hz, H-12 para -amirina), 5,07 ppm (t, J = 3,5 Hz, H-12 para a-
amirina) e 0,8 - 2,02 ppm (m). Nota-se o aparecimento de um dubleto em 8,33 ppm (d, J
= 8,8 Hz) atribuido ao H-3" ¢ H-5 aromaticos e outro dubleto em 8,04 ppm (d, J = 8,8
Hz) atribuido ao H-2" ¢ H-6" aromaticos. Ocorre também um dubleto em 4,40 ppm (d, J
= 9,9 Hz) atribuido ao -NH e um multipleto em 2,92 ppm atribuido ao H-3 (Figura 54).

Os sinais do RMN 3C foram correlacionados e tabelados para cada carbono
comparando-se com os RMN anteriores. Foi possivel correlacionar a maior parte dos
sinais analisados, porém alguns foram atribuidos a possiveis contaminantes da sintese ou
degradacéo do produto. Dessa maneira, identificaram-se primeiramente os carbonos que
ndo teriam seus deslocamentos modificados que seriam os carbonos do esqueleto
triterpénico, exceto C-3, utilizando os dados do espectro RMN *C do composto de
origem 2a/2b (Tabela 5) Em seguida identificaram-se 0s sinais correspondentes a regido
do substituinte sulfonamida arilica.

O sinal de 6 63,0 foi atribuido ao C-3 do esqueleto triterpénico ligado ao grupo
sulfonamida, que antes era de 6 59,0 no composto 2a/2b. O sinal de 6 128,3 foi atribuido
aos carbonos C-2’ ¢ C-6’ e o sinal de 6 124,3 foi atribuido aos carbonos C-3’ ¢ C-5,
ambos sinais que ocorrem em campo positivo no DEPT 135, coincidindo com -CH
aromaticos. O sinal de & 147,3 foi atribuido ao C-1’ e o sinal de & 149,9 foi atribuido ao
C-4’ que esta ligado ao grupo -NO2, ambos sinais que ndo aparecem no DEPT 135,
coincidindo com carbonos quaternarios aromaticos. As andlises realizadas confirmam a

reacao de sulfonilacdo para obtencdo do composto 3 (Figura 55).



Tabela 5 - Deslocamentos do RMN *3C de 4-nitrobenzeno sulfonamida de o e B amirina (composto

3a/3b) em comparagdo com 0s sinais de 3-amino o e f amirina (composto 2a/2b)

Composto 2a/2b Composto 3a/3b

C a B C a B

1 39,4 39,2 1 39,4 39,2
2 27,6 27,6 2 28,1 29,0
3 59,8 59,8 3 63,0 63,0
4 38,0 37,8 4 38,1 38,1
5 55,8 55,8 5 56,2 56,2
6 18,7 18,7 6 18,3 18,3
7 33,0 32,7 7 32,8 32,5
8 40,0 40,0 8 39,9 39,9
9 47,8 47,7 9 47,7 47,6
10 37,1 37,1 10 36,7 36,6
11 23,3 23,5 11 234 23,3
12 124,5 121,8 12 124,1 121,5
13 139,6 145,2 13 139,7 145,3
14 42,1 41,7 14 42,1 41,5
15 29,7 26,1 15 29,5 26,1
16 26,6 26,9 16 26,6 26,9
17 33,8 32,5 17 33,7 344
18 59,1 47,2 18 59,0 47,2
19 39,7 46,8 19 39,7 46,8
20 39,6 311 20 39,6 311
21 31,3 34,7 21 31,2 34,7
22 41,5 37,1 22 41,7 37,1
23 28,4 28,5 23 28,3 28,4
24 15,8 15,8 24 16,8 16,8
25 15,6 15,4 25 15,5 15,4
26 16,9 16,8 26 16,8 16,4
27 23,7 26,0 27 25,9 23,7
28 28,1 28,8 28 28,7 28,7
29 17,5 333 29 17,5 333
30 21,4 23,3 30 21,4 23,2
1 - - r 147,3 147,3
2’ - - 2’ 128,3 128,3
KX - - 3 124,3 124,3
4 - - 4 149,9 149,9
5 - - 5 124,3 124,3
6’ - - 6’ 1283 128,3

90
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Figura 54 - Espectro de RMN H de 4-nitrobenzeno sulfonamida de o e B amirina (composto 3a/3b) (10,1 mg; CDCls; 500 MHz) com ampliaces

(6 =ppm) 6: 8,33 ppm (d, J = 8,8 Hz, H-
3’ e H-5"), 8,04 ppm (d, J = 8,8 Hz, H-2’
e H-6%), 5,13 (t, J = 3,5 Hz, H-12 de B-
amirina); 5,07 (t, J = 3,5 Hz, H-12 de o-
amirina); 4,40 (d, J = 9,9 Hz), 2,92 (m,
H-3), 0,7 - 2,02 (m, perfil caracteristico
dos esqueletos ursano e oleanano).
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Figura 55 - Espectro de RMN *3C e DEPT 135 de 4-nitrobenzeno sulfonamida de o ¢ p amirina (composto 3a/3b) (10,1 mg; CDCls; 75 MHz)
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5.5.2 Sintese do derivado 4-clorobenzeno sulfonamida de a ¢  amirina (4a/4b)

O composto 4a/4b corresponde aos isbmeros de codigo 45 e 46 selecionados no
docking molecular. O composto 4a/4b apresentou-se na forma de cristais brancos,
rendimento de 0,047 g (45%), Rf de 0,58 (Hex: AcOEt 8:2 + 1% trietilamina). A massa
esperada para este composto era de 599,36 (CzsHs4N204S). Essa substancia foi ionizada
utilizando a fonte APCI no modo negativo e na analise do MS observou-se um ion de m/z
598 [M-H], consistente com a formula molecular do composto desprotonado.

No espectro do RMN *H, observa-se os sinais caracteristicos do esqueleto ursano
e oleanano em 5,12 ppm (t, J = 3,4 Hz, H-12 para 3-amirina), 5,07 ppm (t, J = 3,4 Hz, H-
12 para a-amirina) e 0,8 - 2,02 ppm (m). Nota-se o0 aparecimento de um dubleto em 7,45
(d, J = 8,6 Hz) ao H-3’ ¢ H-5" aromaticos e outro dubleto em 7,79 ppm (d, J = 8,6 Hz)
atribuido ao H-2’ e H-6" aromaticos. Ocorre também um dubleto em 4,23 ppm (d, J = 9,9
Hz) atribuido ao -NH e um multipleto em 2,84 ppm atribuido ao H-3 (Figura 56).

No espectro de RMN *3C do composto 4a/4b aparecem 59 sinais que foram
correlacionados e tabelados comparando-se com o composto de partida 2a/2b (Tabela
6). Na analise do espectro, observa-se sinal de 6 62,6 atribuido ao C-3 do esqueleto
triterpénico ligado ao grupo sulfonamida. O sinal de & 129,3 foi atribuido aos carbonos
C-2’ e C-6’ e o sinal de o 128,5 foi atribuido aos carbonos C-3’ ¢ C-5’, ambos sinais que
ocorrem em campo positivo no DEPT, coincidindo com -CH aromaticos. O sinal de &
138,8 foi atribuido ao C-1’ e o sinal de 6 139,9 foi atribuido ao C-4’ que esta ligado ao
atomo -Cl, ambos sinais que ndo aparecem no DEPT 135, coincidindo com carbonos
quaternarios aromaticos (Figura 57). Com base em todas as analises foi possivel

confirmar a reacdo de sulfonilacéo para obtengdo do composto 4a/4b.
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Figura 56 - Espectro de RMN H de 4-clorobenzeno sulfonamida de a e f amirina (composto 4a/4b) (5,3 mg; CDCls; 300 MHz) com ampliagGes

(6 = ppm) &: 7,45 ppm (d, J = 8,6 Hz, H-
3’ e H-5%), 7,79 ppm (d, J = 8,6 Hz, H-2’
e H-6%), 5,12 (t, J = 3,4 Hz, H-12 de B-
amirina); 5,07 (t, J = 3,4 Hz, H-12 de a-
amirina); 4,23 (d, J = 9,9 Hz), 2,84 (m,
H-3), 0,7 - 2,02 (m, perfil caracteristico
dos esqueletos ursano e oleanano).
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Figura 57 - Espectro de RMN *3C e DEPT 135 de 4-clorobenzeno sulfonamida de a e  amirina (composto 4a/4b) (5,3 mg; CDCls; 75 MHz)
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Tabela 6 - Deslocamentos do RMN *3C de 4-clorobenzeno sulfonamida de o e p amirina (composto
4a/4b) em comparagdo com os sinais de 3-amino a e  amirina (composto 2a/2b)

Composto 2a/2b Composto 4a/4b

C a B C a B

1 39,4 39,2 1 39,4 39,2
2 27,6 27,6 2 28,0 26,3
3 59,8 59,8 3 62,6 62,6
4 38,0 37,8 4 38,0 38,0
5 55,8 55,8 5 56,2 56,2
6 18,7 18,7 6 18,8 18,8
7 33,0 32,7 7 32,8 32,5
8 40,0 40,0 8 39,9 39,7
9 47,8 47,7 9 47,6 47,5
10 37,1 37,1 10 36,6 36,6
11 23,3 23,5 11 23,3 23,4
12 124,5 121,8 12 124,2 121,5
13 139,6 145,2 13 139,6 145,2
14 42,1 41,7 14 42,1 41,5
15 29,7 26,1 15 29,7 26,1
16 26,6 26,9 16 26,5 26,9
17 33,8 32,5 17 33,7 33,7
18 59,1 47,2 18 59,0 47,2
19 39,7 46,8 19 39,6 46,8
20 39,6 311 20 39,6 311
21 31,3 34,7 21 31,2 34,7
22 41,5 37,1 22 41,7 37,1
23 28,4 28,5 23 28,4 28,7
24 15,8 15,8 24 16,4 16,4
25 15,6 15,4 25 15,5 15,3
26 16,9 16,8 26 16,8 16,7
27 23,7 26,0 27 25,9 23,2
28 28,1 28,8 28 28,2 28,2
29 17,5 333 29 17,5 333
30 21,4 23,3 30 214 23,7
1 - - r 138,8 138,8
2’ - - 2’ 129,3 129,3
KX - - 3 128,5 128,5
4 - - 4 139,9 139,9
5 - - 5 128,5 128,5
6’ - - 6’ 1293 129,3

5.5.3 Sintese do derivado 4-acetamidobenzeno sulfonamida de o ¢  amirina (5a/5b)
O composto 5a/5b corresponde aos isdbmeros de codigo 29 e 30 selecionados no
docking molecular. Embora os derivados sulfonamidas tenham sido sintetizados
utilizando piridina como meio reacional (YOUN; KO; JANG, 2017), essa metodologia
ndo foi adequada para sintese do composto 5a/5b, uma vez que foi verificado pela CCD
que ndo houve formacdo do produto. Pensou-se que isso poderia estar ocorrendo devido
0 cloreto de sulfonila utilizado n&o estar sendo devidamente solubilizado no meio
reacional. Entdo, foi trocado o solvente por diclorometano e algumas gotas de piridina,

uma vez que a piridina também tem o papel de catalisador dessa reacao.
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Novamente, ndo foi possivel observar a formacdo do produto, entdo foram
realizados novos testes. A piridina atua como catalisador da reacéo de sulfonilacéo pela
neutralizacdo do HCI que é formado. Apesar da piridina ser uma amina, este reagente ndo
compete com a amina utilizada para a rea¢do (3-amino a ¢ p amirinas / composto 2a/2b),
visto que a piridina € uma amina aromatica e os pares de elétrons conjugados prejudicam-
na quanto a nucleofilicidade. A trietilamina, sendo uma amina terciaria, também pode ser
utilizada como catalisador nessa reacdo uma vez que ela ndo consumiria o cloreto de
sulfonila pois ndo possui um hidrogénio necessario na etapa de desprotonacao,
conduzindo a um produto ndo estavel (KURKIN et al., 2003).

Dessa forma, foram conduzidos testes utilizando como meio reacional
diclorometano, tetraidrofurano (THF) ou metanol (um solvente apolar, um polar aprético
e um polar protico) e como catalisador algumas gotas de trietilamina. Foi verificado por
acompanhamento das CCD que em todos os sistemas houve a formacao do produto, sendo
que a reacdo no solvente THF houve a formagdo de um produto principal visivelmente
em maior quantidade do que as demais, com poucos subprodutos. Assim, esta
metodologia foi considerada mais adequada para o preparo do composto 5a/5b.

O composto 5a/5b apresentou-se como cristais brancos com rendimento de 0,070
g (66%), Rf de 0,2 (Hex:AcOEt 7:3 + 1% trietilamina). A massa esperada para este
composto era de 622,42 (CagHsgN203S). Essa substéncia foi ionizada utilizando a fonte
APCI no modo negativo e na analise do APCI-MS observou-se um ion de m/z 621 [M-
H], consistente com a férmula molecular do composto desprotonado.

No espectro do RMN 'H observa-se os sinais caracteristicos do esqueleto ursano
e oleanano em 5,12 ppm (t, J = 3,3 Hz, H-12 para B-amirina), 5,06 ppm (t, J = 3,3 Hz, H-
12 para a-amirina). Nota-se o aparecimento de um dubleto em 7,63 (d, J = 8,7 Hz) ao H-
3’ ¢ H-5" aromaticos e outro dubleto em 7,79 ppm (d, J = 8,8 Hz) atribuido ao H-2’ e H-
6’ aromaticos. Ocorre também um dubleto em 4,20 ppm (d, J = 9,8) correspondente ao -
NH, um multipleto em 2,81 ppm atribuido ao H-3 e um singleto em 2,20 ppm atribuido
aos hidrogénios em -CHs’ por efeito de desblindagem da carbonila adjacente (Figura 58).

No espectro de RMN *3C do composto 5a/5b aparecem 63 sinais que foram
tabelados e correlacionados com o composto de partida 2a/2b (Tabela 7). Na andlise do
espectro, observa-se o sinal de & 62,4 atribuido ao C-3 ligado ao grupo sulfonamida. O
sinal de ¢ 128,3 foi atribuido aos carbonos C-2’ ¢ C-6’ e o sinal de 6 119,1 foi atribuido

aos carbonos C-3’ e C-5’, ambos sinais que ocorrem em campo positivo no DEPT 135,
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coincidindo com -CH aromaticos. O sinal de d 136,1 foi atribuido ao C-1’, o sinal de &
141,6 foi atribuido ao C-4’ que esta ligado ao grupo -NHCOCH;3 ¢ o sinal de 6 168,6 foi
atribuido ao C-7’ carbonilico, sinais que ndo aparecem no DEPT 135, coincidindo com
carbonos quaternarios (Figura 59). Um sinal de & 24,8 foi correlacionado ao C-8’. Dessa

forma, foi possivel confirmar a reacdo de sulfonilagdo para obtencdo do composto 5a/5b.

Tabela 7 - Deslocamentos do RMN *3C de 4-acetamido benzeno sulfonamida de o e B amirina (composto
5a/5b) em comparagdo com os sinais de 3-amino o e p amirina (composto 2a/2b)

Composto 2a/2b Composto 5a/5b

C a B C a B

1 39,4 39,2 1 39,4 39,2
2 27,6 27,6 2 28,1 26,1
3 59,8 59,8 3 62,4 62,4
4 38,0 37,8 4 38,0 38,0
5 55,8 55,8 5 56,2 56,2
6 18,7 18,7 6 18,8 18,8
7 33,0 32,7 7 32,8 32,5
8 40,0 40,0 8 39,9 39,7
9 47,8 47,7 9 47,6 475
10 37,1 37,1 10 36,6 36,6
11 23,3 23,5 11 23,3 23,4
12 1245 121,8 12 1242 1215
13 139,6 145,2 13 139,6 145,2
14 42,1 41,7 14 42,1 41,7
15 29,7 26,1 15 29,7 26,1
16 26,6 26,9 16 26,5 26,9
17 33,8 32,5 17 33,7 33,7
18 59,1 47,2 18 59,0 47,2
19 39,7 46,8 19 39,6 46,8
20 39,6 31,1 20 39,6 31,1
21 31,3 34,7 21 31,2 34,7
22 41,5 37,1 22 41,5 37,1
23 28,4 28,5 23 28,4 28,7
24 15,8 15,8 24 16,8 16,7
25 15,6 15,4 25 15,5 15,3
26 16,9 16,8 26 16,4 16,4
27 23,7 26,0 27 26,0 23,7
28 28,1 28,8 28 28,2 28,2
29 17,5 333 29 17,5 333
30 21,4 23,3 30 21,4 23,2
1 - - 1 136,1 136,1
2’ - - 2’ 128,3 128,3
3 - - 3 119,1 119,1
4 - - 4 141,6 141,6
5 - - 5 119,1 119,1
6’ - - 6’ 128,3 128,3
7’ - - 7 168,6 168,6
8 - - 8 24,8 24,8
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Figura 58 - Espectro de RMN *H de 4-acetamido benzeno sulfonamida de o € B amirina (composto 5a/5b) (5,3 mg; CDCls; 300 MHz) com ampliaces
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Figura 59 - Espectro de RMN 3C e DEPT 135 de 4-clorobenzeno sulfonamida de a e f amirina (composto 5a/5b) (5,3 mg; CDCls; 75 MHz)
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5.6  Sintese do derivado 4-aminobenzeno sulfonamida de o e p amirina (6a/6b)

O composto 3a/3b sintetizado anteriormente foi utilizado para sintese do
composto 4a/4b, que corresponde aos isdbmeros 21 e 22 selecionados no docking
molecular. A reacdo consiste na reducdo do grupo nitro aromatico do composto 3a/3b
para 0 grupo amina aromatico presente no composto 6a/6b. Existem muitos métodos
reportados na literatura para este tipo de reducdo incluindo hidrogenacdo catalitica,
reducdo utilizando metais e reducdo eletrolitica. No entanto, relata-se que muitos métodos
apresentam desvantagens como tempo prolongado de reacédo, formacao de subprodutos e
utilizacdo de meio acido/basico que pode gerar incompatibilidade com grupos sensiveis.

Observando que o composto 3a/3b trata-se de uma sulfonamida e que, apesar da
estabilidade, poderia ser hidrolisado em meio &cido ou alcalino, buscou-se um método
que evitasse essas condicOes e que permitisse um meio reacional o qual composto de
partida fosse solGvel. Kumar e Rai (2012) apresentam um método eficiente de reducao de
compostos nitro aromaticos utilizando zinco metalico em solucao aquosa com diferentes
éteres. Para o experimento realizado aqui foi utilizado o éter 1,4 dioxano.

A reacdo foi acompanhada por CCD e verificou-se 0 consumo completo do
substrato de partida e 0 aparecimento de uma mancha amarela com Rf 0,22 (Hex + AcOEt
8:2 + 1% trietilamina). No entanto apds realizar a coluna cromatografica, as fracdes
coletadas continham quantidades infimas de material. E apos verificar as CCD das fragdes
a maior parte delas continha uma mistura complexa de substancias. Uma das fragdes
contento 1,9 mg de substancia aparentemente pura, e que admitiu-se ser o composto 6a/6b
foi enviada para as analises de identificacao.

A massa esperada para o composto 6a/6b era de 580,41 (C3sHs6N202S). Essa
substancia foi ionizada utilizando a fonte APCI no modo negativo da mesma maneira que
as sulfonamidas anteriores, e na anélise do APCI-MS observou-se dois ions principais de
m/z 473 [M-H] e 489 [M-H]. Foram também identificados ions de menor intensidade, no
entanto nenhum deles foi compativel com a massa esperada (APENDICE E).

Na andlise do espectro de RMN 'H ndo foi possivel identificar os sinais
caracteristicos do esqueleto triterpénico, os quais sdo 5,12 ppm e 5,06 ppm (t, H-12 dos
diferentes isdbmeros) que ocorreram nos derivados anteriores, provavelmente devido a
quantidade da amostra ser reduzida (2 mg). Foram identificados multipletos na regiéo de

campo baixo entre 7,49 ppm - 8,46 ppm referentes a regido aromatica da molécula, no
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entanto ndo possivel correlacionar de maneira precisa os deslocamentos atribuidos ao
grupo substituinte (Figura 60).

No espectro de RMN *3C todos os sinais apresentaram baixa intensidade. o que
novamente dificultou a identificacdo e correlacdo. Entretanto, destaca-se um sinal em o
167,7 que provavelmente se deve a um carbono carbonilico. No entanto, ndo era esperado
0 aparecimento de um sinal desse tipo para esse composto. Os sinais caracteristicos dos
carbonos vinilicos C-12 e C-13 do esqueleto triterpénico das amirinas 6 139,6 (para a), &
145,2 (para ), & 124,4 (para ) e & 121,7 (para B) nao foram identificados (Figura 61).

Infelizmente, ndo possivel identificar o composto 6a/6b através das analises
utilizadas. Ressalta-se que durante os testes de sintese houve a formacao de um produto
caracteristico com o consumo aparentemente completo do material de partida. No
entanto, é provavel que o composto possa ter degradado durante a purificacdo na coluna
cromatografica, uma vez que as fracdes coletadas tiveram um perfil complexo de
substancias identificadas nas placas de CCD. Certamente, a reacdo sera repetida e o

produto sera purificado para novamente ser analisado.

5.7  Derivados triterpénicos sulfonamidas de cadeia alquilica

Os derivados sulfonamidas da série alquilica ndo foram sintetizados devido aos
atrasos quanto a chegada dos reagentes cloretos de sulfonila alquilicos. No entanto, como
este trabalho faz parte de um projeto maior de investigacdo de derivados triterpénicos,

estes derivados que ndo foram apresentados neste texto serdo sintetizados posteriormente.



Figura 60 - Espectro de RMN H de 4-amino benzeno sulfonamida de a e  amirina (composto 6a/6b) (2,0 mg; CDCls; 300 MHz)
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Figura 61 - Espectro de RMN *3C e DEPT 135 de 4-aminobenzeno sulfonamida de o e p amirina (composto 6a/6b) (2,0 mg; CDCls; 75 MHz)

= 238 = e =
= S8 — = o =
2ed = =|ans =
29(8) 30
CHy CHy
29 (a) \VA
o c 20
I SN 2
cH CH,
19
12 | |
CH CH CHy
11/ 13/ \17/ 222
25 CHy c‘,‘
cH
J.II ' ’ Ll.llg (l‘ 16 Cl"H o L
2
NN N
oH; o gc” o
CH 15
0 VAR R
26
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 150 100 50 ppm]
FEBRETLES 3 O =— O O 00 0D 00 — £ 00 = €0 07 O 02 = T = Cd D — 0
ﬁDD;I‘—'I‘—':_'§;r"Jm =T oS ERE T RIS EE SRR T SRR
b b b R o b b o B b e R =R et =R = R B =R = B = R = R R ==k =g = Rac R R ks R= - L == AT T R o
—_——————— = ==L =T ST o e O O O o C A C CA EA A CH Ed CA B O — — — — —

S e e




105

5.8  Sintese do intermediario 2-bromo-3-oxo a e p amirina (7a/7b)

O composto 7a/7b trata-se do intermediario necessario para a sintese da série de
heterociclos, exceto para os derivados de codigo 55 e 56. O composto 7a/7b foi
sintetizado a partir do composto 1a/1b, em uma reacao de bromacéo do carbono adjacente
a carbonila em C-3, por mecanismo de oxirreducdo (KING; OSTRUM, 1964; SHARLEY
et al., 2016). O produto obtido para esta reagao ¢ uma a-halo-cetona, um intermediario
bastante utilizado para sintese de heterociclos (ERIAN; SHERIF; GABER, 2003). Nesse
caso, foi utilizado o reagente brometo de cobre Il (CuBr») para obter-se a a-bromo-cetona

correspondente ao composto 7a/7b (Figura 62).

Figura 62 - Mecanismo da rea¢do para formacao do composto 7a/7b

O/CUBrz

CUBrz + ‘771
CuBr
-
(@]
¢ |
N H T 0
Br —> HBrl + Cu
nne s Composto 7a/7b

CuBr.
2 . 2CuBr l

cu®

Obs.: A seta 1 indica que o HBr é volatil e | indica que CuBr precipita.

Nessa reacdo, um novo estereocentro € adicionado na molécula em C-2, de
maneira que o produto final é uma mistura de novos isémeros. Contudo, este produto
trata-se de um intermediario que através da ciclizacdo para obtencdo dos heterociclos
finais, a aromatizacao de cada isbmero levard ao mesmo sistema plano aromatico.

Ap0s as etapas de purificacdo, o composto 7a/7b apresentou-se como cristais
brancos com Rf de 0,4 (Hex:AcOEt 95:5). No entanto, algumas fra¢des obtidas estavam
amareladas e identificou-se pelas placas de CCD que essas amostras, além da mancha
com Rf de 0,4, continham uma segunda substancia identificada com Rf de 0,23 no mesmo

sistema citado. As fracdes amareladas foram reunidas e novamente foi realizado a coluna
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cromatogréfica para purificacdo das mesmas. No entanto, observou-se que a mancha de
Rf 0,23 continuava aparecendo nas fracGes, mesmo nas amostras que ja tinham sido
identificadas como puras.

Inicialmente, pensou-se que o sistema de elui¢do ndo estava sendo suficiente para
separagdo das substancias e dessa forma foram testados inUmeros sistemas para tentar
otimizar a separac¢do. No entanto, mesmo com sistemas com otima separagéo a impureza
continuava presente com o produto principal e além disso outras manchas foram
identificadas com o passar do tempo nas amostras e por isso pensou-se que a amostra
estivesse degradando na coluna cromatogréafica. Finalmente, ap6s alguns testes verificou-
se que na verdade o produto ¢ sensivel ao ar atmosférico, provavelmente ao oxigénio.

Dessa maneira, ap0s a separacdo na coluna, as fracdes com o produto de Rf 0,4
foram reunidas e secas em banho-maria sob jato de gas nitrogénio, até eliminacdo do
solvente. Utilizando algumas gotas de metanol foi possivel recristalizar o material e obter
cristais brancos que imediatamente foram armazenados em frascos para as analises de
identificacdo estrutural. O rendimento aproximado dessa sintese foi de 0,40 g (48,30%),
no entanto, ressalta-se que houveram perdas durante os inimeros procedimentos para
purificacdo e certamente o rendimento é subestimado.

A massa esperada para 0 composto 7a/7b era de 502,28 (CzoH47BrO). Essa
substancia foi ionizada utilizando a fonte APCI no modo negativo. Na analise do APCI-
MS observou-se um ion de m/z 501 [M-H] consistente com a férmula molecular do
composto desprotonado. Outro ion de m/z 503 [M-H] também ocorre, devido a presenca
dos isétopos 8Br e "°Br na sua abundancia natural caracteristica.

No espectro do RMN *H, observa-se os sinais caracteristicos do esqueleto
triterpénico em 0,8 - 2,02 ppm (m). E possivel observar uma regifo de multipleto entre
5,04 ppm e 5,18 ppm. Nessa regido € provavel que haja a sobreposicdo dos sinais
relacionados aos dois tripletos referentes ao H-12 vinilico 5,17 ppm (de B-amirina) e 5,13
ppm (de a-amirina) que ocorrem no composto de partida 1a/1b, juntamente com um duplo
dubleto em 5,06 ppm (J = 13,52 Hz e 6,16) que foi atribuido ao H-2 (acoplado ao H-1la e
H-1e) que teve esse deslocamento devido a desblindagem conferida pelo &tomo de Br e
pela carbonila adjacente. Além disso, observa-se um multipleto em 2,55 ppm que foi
atribuido aos H-1 (Figura 63).

No espectro de RMN C do composto 7a/7b aparecem 85 sinais, sugerindo a

presenca de moléculas a mais correspondentes aos isdmeros gerados pela reacdo de
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bromacédo. Os principais sinais foram correlacionados e tabelados para cada carbono
comparando-se com o composto de partida 1a/lb (Tabela 8). Na analise do espectro,
observa-se os sinais de 6 207,0 € 6 209,31 atribuidos ao C-3 carbonilico dos isdmeros. O
sinal de 6 52,5, ao qual ocorre em campo positivo no DEPT 135, foi atribuido ao carbono
C-2 que esta ligado ao Br e os sinais de 6 53,8 (para a-amirina) e d 52,6 (para -amirina),
que ocorre em campo negativo no DEPT 135, foram atribuidos ao C-1 adjacente (Figura
64). Com base em todas as analises, foi possivel confirmar a reacdo de bromacéo para

obtencdo do composto 7a/7b.

Tabela 8 - Deslocamentos do RMN *3C de 2-bromo-3-oxo a e p amirina (composto 7a/7b) em
comparagdo com os sinais de 3-oxo a ¢ § amirina (composto 1a/1b)

Composto 1a/lb Composto 7a/7b

C o B C o B

1 39,5 39,3 1 53,8 52,6
2 34,2 34,2 2 52,5 52,5
3 218,0 218,0 3 207,0 209,3
4 47,5 47,5 4 47,6 49,4
5 55,2 55,3 5 56,6 56,6
6 19,6 19,6 6 19,9 19,3
7 32,4 32,2 7 32,47 32,18
8 39,8 40,0 8 39,7 39,9
9 46,9 46,9 9 47,0 46,7
10 36,7 36,6 10 * *

11 23,5 23,6 11 23,65 23,51
12 124,2 121,5 12 124,0 121,3
13 139,7 145,3 13 139,7 145,5
14 42,2 41,8 14 414 41,8
15 28,1 26,1 15 28,0 26,8
16 26,9 26,9 16 26,5 26,5
17 33,8 32,5 17 33,8 31,5
18 59,1 47,3 18 59,0 47,2
19 39,7 46,8 19 39,6 42,7
20 39,6 31,1 20 39,5 31,1
21 31,2 34,7 21 31,2 34,7
22 41,5 37,1 22 41,4 37,0
23 28,4 26,5 23 28,7 28,4
24 25,9 21,5 24 25,9 22,0
25 15,5 15,2 25 15,6 15,4
26 16,8 16,7 26 16,9 16,3
27 26,6 23,7 27 23,2 26,4
28 28,8 28,8 28 28,8 28,8
29 17,5 33,3 29 17,5 33,3
30 21,4 23,2 30 21,4 23,2

*Nao definido
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Figura 63 - Espectro de RMN H de 2-bromo-3-oxo a e  amirina (composto 7a/7b) (5,7 mg; CDCls; 300 MHz) com ampliagdes
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Figura 64 - Espectro de RMN 3C e DEPT 135 de 2-bromo-3-oxo o € B amirina (composto 7a/7b) (5,7 mg; CDCls; 75 MHz)
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5.9 Sintese do derivado heterociclo aminotiazol a e § amirina (8a/8b)

O composto 8a/8b corresponde aos isdmeros 63 e 64, selecionados no docking
molecular. Para sua sintese foi utilizado o composto 7a/7b descrito anteriormente. Essa
reacdo consiste na reagdo da a-halo-cetona com um nucléofilo. Nesse caso, a tiouréia
realiza ataque nucleofilico sobre o carbono a-carbonilico da bromo-cetona 7a/7b
fornecendo o intermedidrio 1. ApoOs essa etapa, ocorre a ciclizacdo pelo ataque
nucleofilico intramolecular do par de elétrons do nitrogénio a carbonila, originando o
intermediario 2, que é protonado pelo meio reacional e substituicdo nucleofilica
intramolecular seguido por eliminacdo de &4gua forma o composto 8a/8b (DASILVA,
2013; SOUZA et al., 2005) (Figura 65).

Figura 65 - Mecanismo da reacdo para formacdo do composto 8a/8b
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Intermediario 1 l
- NH2—<\ H 4— NH2—<\
OH2 OH
Composto 8a/8b Intermediario 2

O composto 8a/8b apresentou-se na forma de cristais brancos, rendimento de
0,047 g (99%), Rf de 0,25 (Hex + AcOEt 7:3 + 1% trietilamina). A massa esperada para
este composto era de 480,35 (Ca1H4sN2S). Essa substancia foi ionizada utilizando a fonte
APCI no modo positivo. Na analise do APCI-MS observou-se um ion de m/z 481[M+H]
consistente com a formula molecular do composto protonado.

No espectro do RMN *H, observa-se os sinais caracteristicos do esqueleto ursano
e oleanano em 5,20 ppm (t, J = 3,3 Hz, H-12 para B-amirina), 5,15 ppm (t, J = 3,4 Hz, H-



111

12 para a-amirina) e 0,8 - 2,02 ppm (m). Nota-se o aparecimento dos deslocamentos em
2,51 ppm (d, J = 15,4) que foi atribuido ao H-1a de a-amirina e 2,47 (d, J = 15,3) atribuido
ao H-1a de p-amirina. O deslocamento em 2,16 (t, J = 14,6) foi atribuido ao H-1b. Ocorre
também um singleto em 4,78 ppm que foi atribuido ao -NH. (Figura 66).

No espectro de RMN 3C do composto 8a/8b destacam-se o sinal de § 164,5, que
nédo aparece no DEPT 135, consistente com 0 C-1" do anel heterociclo. Os sinais de &
151,7 ¢ & 116,2, que também nao ocorre no DEPT 135, foram atribuidos aos C-2 e C-3
respectivamente (Figura 67). Os demais sinais foram tabelados e correlacionados de
acordo com os espectros de RMN 3C do composto de partida 7a/7b (Tabela 9). Dessa
forma foi possivel confirmar a reacao de ciclizagdo para obtencdo do composto 8a/8b.

Tabela 9 - Deslocamentos do RMN *3C do derivado aminotiazol a e p amirina (composto 8a/8b) em
comparagdo com os sinais de 2-bromo-3-oxo o e f amirina (composto 7a/7b)

Composto 7a/7b Composto 8a/8b

C o B C a B

1 53,8 52,6 1 39,7 38,7
2 52,5 52,5 2 116,2 116,2
3 207,0 209,3 3 1517 151,7
4 47,6 49,4 4 38,3 38,2
5 56,6 56,6 5 52,5 52,5
6 19,9 19,3 6 19,6 19,6
7 32,47 32,18 7 32,3 32,0
8 39,7 39,9 8 39,9 40,1
9 47,0 46,7 9 46,2 46,2
10 * * 10 36,8 36,8
11 23,65 23,51 11 23,4 23,5
12 124,0 121,3 12 124,3 121,6
13 139,7 145,5 13 139,7 145,2
14 41,4 41,8 14 42,3 41,9
15 28,0 26,8 15 29,7 26,1
16 26,5 26,5 16 26,6 26,9
17 33,8 31,5 17 33,8 32,5
18 59,0 47,2 18 59,2 47,3
19 39,6 42,7 19 39,8 46,8
20 39,5 31,1 20 39,6 311
21 31,2 34,7 21 31,3 34,7
22 41,4 37,0 22 41,5 37,1
23 28,7 28,4 23 28,5 28,8
24 25,9 22,0 24 25,8 21,4
25 15,6 15,4 25 15,8 15,6
26 16,9 16,3 26 16,7 16,5
27 23,2 26,4 27 23,7 26,1
28 28,8 28,8 28 28,8 28,1
29 17,5 33,3 29 17,5 333
30 214 23,2 30 22,2 23,2
1 - - 1 164,5 164,5

*Nao definido
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Figura 66 - Espectro de RMN 'H do derivado aminotiazol o e p amirina (composto 8a/8b) (5,7 mg; CDCls; 300 MHz) com ampliagGes

(6 = ppm) & 5.20 (1, J = 34 Hz, H-12 de - e kN B ot L S e A ket L
amirina); 5,15 (t, J = 3,4 Hz, H-12 para a- T Y M%_’,’J_J
amirina); 2,51 (d, J = 15,4, H-1a de a-amirina); L - mi
2,47 (d, J = 15,3, H-1a de B-amirina); 2,16 (t, J =
14,6, H-1b); 4,78 (s, -NH2); 0,7 - 2,02 (m, perfil
caracteristico dos esqueletos ursano e oleanano). 4,78 (s) referente 2,51 ppm (d, J = 15,4) referente ao H-1a de a-amirina e
ao NH, 2,47 (d, J = 15,3) referente ao H-1a de B-amirina; 2,16
(t, J = 14,6) referente ao H-1b.
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Figura 67 - Espectro de RMN 3C e DEPT 135 do derivado aminotiazol a e § amirina (composto 8a/8b) (5,7 mg; CDCls; 75 MHz)
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5.10 Tentativa de sintese dos derivados heterociclos amino-oxazol e amino-

imidazol

Os derivados amino-oxazol e amino-imidazol, que foram selecionados no docking
molecular possuem o cddigo 59/60 e 61/62, respectivamente (Figura 68). Para sintese
desses derivados, foi utilizada a mesma metodologia de obtencéo do derivado heterociclo
aminotiazol (8a/8b), descrito anteriormente que consiste na rea¢do de uma a-halo-cetona
(composto 7a/7b) com um nucléofilo adequado. Para a sintese do derivado amino-oxazol,
foi utilizado como nucléofilo uréia e para sintese do derivado amino-imidazol foi

utilizado guanidina.

Figura 68 - Rota de sintese dos derivados heterociclos amino-oxazol e amino-imidazol

NH

oo —

H,N NH,

Guanidina

H,N NH,

Composto 7a/7b

Uréia Derivado amino-oxazol

Foram testadas varias condicGes reacionais para sintese desses compostos. Como
mencionado na metodologia, para obtencdo do composto 8a/8b foi utilizado como
solvente o etanol em temperatura ambiente. Essas condi¢cdes ndo foram suficientes para
a reacdo ocorrer, dessa maneira modificou-se inicialmente o tipo de solvente. Foram
testados os solventes morfolina, THF e piridina por pelo menos 5 dias sob agitacdo
magnética. A reacdo também foi testada sob refluxo por pelo menos 8 horas, utilizando
os solventes descritos. No entanto ndo foi possivel observar o consumo do substrato,
exceto no solvente morfolina.

Utilizando o solvente morfolina, tanto em temperatura ambiente como sob
refluxo, observou-se a mudanca de coloracdo do meio reacional de transparente para

vermelho. Ao verificar as placas de CCD das reacdes tanto para o derivado amino-oxazol
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quanto para o derivado amino-imidazol, foi verificado a presenca de inUmeras manchas
que ndo seriam separadas facilmente. Percebeu-se que ambas as placas das sinteses
diferentes continham as mesmas manchas, entdo suspeitou-se que a reacdo estava
ocorrendo com o solvente morfolina e ndo com o nucléofilo.

Urban et al (2012) descreveu metodologia semelhante para obtencgéo de derivados
heterociclos a partir dos triterpenos betulina e acido betulinico. Os autores relatam os
mesmos problemas para obtencdo desses anéis heterociclos e utilizaram diferentes
sistemas para otimizar as sinteses. Com a utilizacdo do solvente morfolina, o que se
observou foi formacdo de uma mistura insepardvel o qual foi atribuida a formacéo
derivados morfolina ndo esperados que hidrolisam em diosfénois (Figura 69). Os autores
atribuem a dificuldade para essas sinteses devido a baixa solubilidade dos compostos nos
solventes orgénicos utilizados, em virtude da presenca de uma carboxila em C-28 do
esqueleto triterpénico do acido betulinico. Em contrapartida, esse grupamento ndo ocorre

no esqueleto triterpénico de a e B amirinas e da mesma forma, as reagdes nao ocorreram.

Figura 69 - Produtos formados pela reacdo com o solvente morfolina

Derivado morfolina Derivado diosfenol

Fonte: Urban et al (2012)

Little e Webber (1994) relatam as tentativas para sintese do composto 2-amino-4-
(5) fenil imidazol pela reacdo de uma a-bromo-cetona com guanidina. Os autores
explicam que através dessa metodologia ndo foi possivel obter o derivado desejado,
havendo a formacdo de uma mistura complexa de dificil separacdo. Entretanto, ao
substituir a guanidina por acetilguanidina, usando como solvente dimetilformamida sob
condicgdes brandas, foi possivel obter uma reacdo limpa e a formacdo de um derivado
amino-imidazol acetilado, que apds hidrdlise acida foi possivel obter o produto desejado
inicialmente.

Dessa maneira, pode-se inferir que os nucléofilos utilizados para obtencéo dos

heterociclos ndo sejam reativos ou apropriados para obtencdo dos compostos desejados
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em uma reacao direta. Novas metodologias serdo testadas afim de se obter os compostos

desejados.

5.11 Sintese do intermediario hidrazina-1-carboxiamida o e p amirina (9a/9b)

O composto 9a/9b trata-se de um intermediario que foi obtido a partir do
composto la/lb para posterior sintese dos isémeros de codigo 55 e 56 selecionados
anteriormente no docking molecular. O composto 9a/9b trata-se de uma semicarbazona,
que ¢ obtida pela reacédo entre compostos carbonilicos e uma semicarbazida. Essa reacdo
ocorre em duas etapas: ataque nucleofilico ao composto carbonilico pela amina da
semicarbazida onde h& formacdo de um intermediario carbinolamina e em seguida

desidratacédo para obtencdo da semicarbazona (Figura 70).

Figura 70 - Mecanismo da reacéo para formagéo do composto 9a/9b

Composto 9a/9b

O composto 9a/9b apresentou-se na forma de cristais amarelados, rendimento de
0,219 g (97%), Rf de 0,17 (Hex + AcOEt 8:2 + 1% trietilamina). A massa esperada para
este composto era de 481,40 (Cs1Hs1N30). Essa substancia foi ionizada utilizando a fonte
APCI no modo positivo. Na anélise do APCI-MS observou-se um ion de m/z 482 [M+H)]
consistente com a formula molecular do composto protonado.

No espectro do RMN 'H observa-se os sinais caracteristicos do esqueleto ursano
e oleanano em 5,17 ppm (t, J = 3,3 Hz, H-12 para B-amirina), 5,11 ppm (t, J = 3,4 Hz, H-
12 para a-amirina) e 0,8 - 2,02 ppm (m). Nota-se o aparecimento dos deslocamentos em

2,35 ppm (m) que foi atribuido ao H-1a e 2,16 (m) atribuido ao H-1b. Ocorre também um
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singleto em 5,28 ppm que foi atribuido ao -NH. e um singleto em 7,71 atribuido ao -NH-
N= (Figura 71).

No espectro de RMN 3C do composto 9a/9b ocorrem 60 sinais que foram
tabelados e correlacionados com base no RMN 3C do composto de partida 1a/2b de
(Tabela 10). Destacam-se os sinais de 6 159,0 e 6 157,8, que n&o aparecem no DEPT
135, e foram correlacionados aos C-3 (ligado a grupo semicarbazona) e C-1’ carbonilico
(pertencente a semicarbazona), respectivamente (Figura 72). Com base em todas as
andlises foi possivel confirmar a obtencdo do composto 9a/9b. Futuramente, o composto
9a/9b serd utilizado para reacdo com o reagente cloreto de tionila para obtencdo do
derivado heterociclo tiadiazol (codigos 55 e 56 no docking molecular).

Tabela 10 - Deslocamentos do RMN *3C de hidrazina-1-carboxiamida a e B amirina (composto 9a/9b)
em comparagao com os sinais de 3-oxo o e 3 amirina (composto 1a/1b)

Composto 1a/lb Composto 9a/9b

C a B C a B
1 39,5 39,3 1 38,2 38,0
2 34,2 34,2 2 29,7 29,7
3 218,0 218,0 3 159,0 159,0
4 47,5 47,5 4 41,2 41,2
5 55,2 55,3 5 55,3 55,3
6 19,6 19,6 6 19,6 19,5
7 32,4 32,2 7 32,6 32,3
8 39,8 40,0 8 39,8 40,0
9 46,9 46,9 9 46,8 46,8
10 36,7 36,6 10 36,7 36,6
11 23,5 23,6 11 23,5 23,6
12 124,2 121,5 12 124,2 121,5
13 139,7 145,3 13 139,7 145,3
14 42,2 41,8 14 42,2 41,8
15 28,1 26,1 15 28,1 26,1
16 26,9 26,9 16 26,5 26,9
17 33,8 32,5 17 33,8 32,5
18 59,1 47,3 18 59,1 47,3
19 39,7 46,8 19 39,7 46,7
20 39,6 31,1 20 39,6 31,1
21 31,2 34,7 21 31,2 34,7
22 41,5 37,1 22 415 37,1
23 28,4 26,5 23 28,4 28,6
24 25,9 21,5 24 24,0 21,4
25 15,5 15,2 25 15,1 14,9
26 16,8 16,7 26 16,9 16,8
27 26,6 23,7 27 25,9 23,7
28 28,8 28,8 28 28,8 28,8
29 17,5 333 29 17,5 333
30

21,4 23,2 30 21,4 23,2
- 1 157,8 157,8

o
-
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Figura 71 - Espectro de RMN H do derivado hidrazina-1-carboxiamida o e p amirina (composto 9a/9b) (5,2 mg; CDCls; 300 MHz)
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Figura 72 - Espectro de RMN *3C e DEPT 135 de hidrazina-1-carboxiamida a e p amirina (composto 9a/9b) (5,2 mg CDCls; 75 MHz)
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6. CONCLUSAO

Nesse trabalho, foi realizado um estudo para o planejamento racional de derivados
triterpénicos visando atividade antileishmania, utilizando como esqueleto base os
triterpenos a € B amirinas. As moléculas foram desenhadas com inspiracao em diferentes
metodologias utilizadas na quimica medicinal, sendo desenvolvidas duas séries:
derivados sulfonamidicos e derivados heterociclicos.

Foram utilizadas ferramentas computacionais para o desenho, preparo e selecdo
dos derivados. Foi realizado docking molecular utilizando a enzima CYP51 do
metabolismo lipidico de Leishmania sp. para a sele¢cdo das moléculas com maior
probabilidade de possuirem efeito bioldgico contra o parasita em questéo.

Foram selecionados seis derivados da série de sulfonamidas alquilicas (3/4, 5/6
e 9/10), oito derivados da série de sulfonamidas arilicas (21/22, 29/30, 41/42 e 45/46) e
oito derivados da série de heterociclos (55/56, 59/60, 61/62 e 63/64) com base nas
interacBes com os aminoacidos do sitio ativo da enzima e energia livre de ligac&o.

Foram sintetizados os derivados da série de sulfonamidas arilicas 29/30
(composto 5 / 4-acetamidobenzeno sulfonamida de o e f amirina), 41/42 (composto 3 /
4-nitrobenzeno sulfonamida de o e P amirina), 45/46 (composto 4 / 4-clorobenzeno
sulfonamida de o e B amirina) com rendimentos que variaram entre 45 — 71 %. Estas
modifica¢cBes moleculares, incluindo os derivados sulfonamidicos da série alquilica, sdo
inéditas na literatura.

Da série de derivados heterociclicos, somente os derivados 63/64 (composto 8 /
derivado aminotiazol o e B amirina), foram sintetizados com éxito, com rendimento de
99%. As modificagdes moleculares para essas moléculas assim como os demais derivados
propostos nesta série ja haviam sido reportados em triterpenos distintos, mas € a primeira
vez que foram inseridos nos triterpenos o e B amirinas.

Em virtude da pandemia de COVID-19, que interrompeu as atividades na maioria
das Instituicdes de Ensino e Pesquisa do pais, novas tentativas para sintese dos derivados
selecionados, assim como os testes de atividade antileishamnia pretendidos, ndo puderam
ser realizados. Entretanto, como descrito ao longo do texto, as sinteses serdo concluidas
em momento mais oportuno e, juntamente com as moléculas relatadas neste trabalho,
serdo encaminhadas para avaliacdo bioldgica para confirmacdo do seu potencial como

farmacos.
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APENDICE A

Estruturas dos derivados triterpénicos e seus respectivos codigos
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R1=H, Rz = CHzs (esqueleto a-amirina); R1 = CHs, R2 = H (esqueleto B-amirina)



Docking molecular dos derivados triterpénicos — Série Sulfonamidas Alquilicas

APENDICE B
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Numero de colisdes

Derivado* (kEc r;?/rr?»:;) Cpﬁgrtrl::g:& Ligacdo-H n-Enxofre Staz:tI;Z 4T Metal | n-Cétion | n-Sigma desfavoraveis
3 -6,9605 42,8092 Tyr 115 Hem 481 Phe 109 Tyr 115 0 0 0 Tyr 102 0
4 -8,0953 44,0774 Tyr 115 Hem 481 Phe 109 Tyr 115 0 0 0 0 1
5 -8,7928 46,5101 Tyr 115 Hem 481 Phe 109 Tyr 115 0 0 0 0 1
6 -8,3782 46,0609 Tyr 115 Hem 481 Phe 109 Tyr 115 0 0 0 0 1
7 -7,9593 49,552 Tyr 115 Hem 481 Tyr 115 0 0 0 0 1
8 -6,9341 48,5168 Tyr 115 Phe 481 Tyr 115 0 0 0 0 1
9 -7,6956 50,7679 Tyr 115 Hem 481 Phe 109 Tyr 115 0 0 0 0 1
10 -8,2781 50,2935 Tyr 115 Hem 481 Tyr 115 0 0 0 0 2
11 -6,0069 50,5532 Tyr 115 Phe 109 Tyr 115 0 0 0 Tyr 102 4
12 -8,3953 53,0947 Tyr 115 Hem 481 Tyr 115 0 0 0 0 1
13 -6,7371 51,8446 0 0 0 0 0 0 3
14 -5,5803 50,7089 Hem 481 0 0 Hem 481 0 0 8
15 -8,3166 53,9446 0 0 0 0 0 0 3
16 -5,7839 53,5176 Hem 481 0 0 0 Hem 481 | Tyr 102 6
17 -5,9826 53,9689 0 0 0 0 0 0 3
18 -9,6573 54,6914 0 Phe 289 0 0 1 0 9

*Em negrito estdo destacados os derivados selecionados
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APENDICE C

Docking molecular dos derivados triterpénicos — Série Sulfonamidas Arilicas

Derivado* (kEc r;?/rr?]'gl) gﬁgﬂ:‘gg& Ligagéo-H n-Enxofre n-1t Stacked/T Metal n-Cétion n-Sigma Nu(r;z;c;\?;rgsélizoes
19 -6,6464 50,8308 2 em Hem 481 0 Hem 481 Phe 109 Hem 481 0 0 12
20 -5,5177 49,0332 2 em Hem 481 0 Hem 481 Hem 481 0 0 7
21 -6,5975 50,2602 2 em Hem 481 0 Hem 481 Phe 109 Hem 481 0 0 5
22 -8,8415 57,9942 Hem 481 Phe 289 Hem 481 0 0 0 5
23 -7,5179 50,3774 Hem 481 Ala 286 0 0 Hem 481 0 0 8
24 -6,7237 50,0312 Hem 481 Ala 286 0 Hem 481 Hem 481 0 0 9
25 -7,9621 55,0584 0 Phe 289 0 0 0 0 1
26 -9,1077 53,9863 0 Phe 289 0 0 0 0 1
27 -6,63865 54,9289 0 0 Phe 48 0 0 0 7
28 -2,7063 51,7581 0 0 0 0 0 0 8
29 -6,5667 51,1002 Tyr 115 2 Hem 481 0 Phe 109 Hem 481 Hem 481 0 0 4
30 -9,7141 51,1694 Tyr 115 Phe 289 0 0 0 0 1
31 -2,9137 50,0429 Hem 481 Tyr 115 0 Hem 481 Hem 481 0 Tyr 102 11
32 -4,0211 50,7912 Hem 481 Tyr 115 0 Hem 481 0 0 0 10
33 -8,6784 47,2418 Tyr 115 Phe 289 Hem 481 0 0 0 6
34 -7,7639 48,5161 Tyr 115 Phe 289 Hem 481 0 0 0 6
35 -1,1756 45,6146 Hem 481 Tyr 115 0 Hem 481 Hem 481 0 Hem 481 14
36 -4,5695 45,3365 Hem 481 Tyr 115 0 Hem 481 0 0 0 14
37 -6,7787 49,8891 Tyr 115 Phe 289 0 0 0 0 3
38 -6,0631 50,8267 Tyr 115 Phe 289 Phe 109 0 0 0 5
39 -4,4488 48,3465 Hem 481 Tyr 115 0 0 Hem 481 0 0 4
40 -6,1721 49,2992 Hem 481 Tyr 115 0 Hem 481 0 0 0 8
41 -6,7374 49,247 2 em Hem 481 0 Hem 481 Phe 109 Hem 481 0 0 8
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-10,2193 51,2695 Tyr 115 Phe 289 0 0 0 0 4
43 -3,8831 49,5349 Tyr 115 Hem 481 0 Hem 481 Hem 481 0 0 11
44 -4,6692 49,2943 Tyr 115 2 Hem 481 0 Hem 481 Hem 481 0 0 13
45 -7,552 52,8937 2 em Hem 481 0 Hem 481 Phe 109 Hem 481 0 0 8
46 -7,0014 52,2874 2 em Hem 481 Hem 481 Hem 481 Phe 109 Hem 481 0 0 8
47 -9,4624 49,7982 0 Phe 289 0 0 0 0 6
48 -9,716 49,8101 0 Phe 289 0 0 0 0 6

*Em negrito estdo destacados os derivados selecionados



APENDICE D

Docking molecular dos derivados triterpénicos — Séerie Heterociclicos

Energia

Pontuagéo

-

Numero de colises

Derivado* (keal/mol) | Chemscore Ligacdo-H n-Enxofre | 7-m Stacked/T Metal Cation n-Sigma desfavoriveis
49 -6,4942 50,4831 Ala 290 0 0 0 0 0 1
50 -6,7058 50,7054 Ala 290 0 0 0 0 0 0
51 -2,5678 47,5945 Tyr 115 0 0 0 0 0 11
52 -6,2749 45,1035 Hem 481 0 0 0 0 Hem 481 1
53 -3,5635 56,2476 Hem 481 0 0 0 0 Hem 481 3
54 -5,0629 56,8717 0 0 0 0 0 Hem 481 1
55 -4,116 54,0617 Hem 481 0 0 Hem 481 0 0 4
56 -8,8988 54,2062 2 em Hem 481 0 0 Hem 481 0 0 2
57 -2,2517 47,6753 Tyr 115 0 Phe 109 0 0 0 14
58 -2,5547 46,4114 Hem 481 0 Hem 481 0 0 Hem 481 1
59 -7,8579 52,429 Hem 481 Ala 290 0 0 0 0 Leu 355 3
60 -9,4338 53,4303 Hem 481 Ala 290 Thr 294 0 0 0 0 Leu 355 4
61 -7,3531 52,3011 Hem 481 Ala 290 0 0 0 0 Leu 355 5
62 -8,9893 53,0973 Hem 481 Ala 290 Thr 294 0 0 0 0 Leu 355 4
63 -6,0093 54,4453 Ala 290 Hem 481 0 0 0 0 Leu 355 7
64 -5,9318 52,9626 Hem 481 Ala 290 0 0 0 0 Leu 355 8
65 0,2327 52,5987 Hem 481 0 0 0 0 0 5
66 -5,9959 53,9253 Hem 481 Thr 294 Ala 290 0 Hem 481 0 0 0 1
67 -1,5228 54,6096 Hem 481 Ala 290 0 Hem 481 0 0 0 8
68 -2,2174 56,3943 Hem 481 Ala 290 2 em Hem 481 0 0 0 5
69 -4,5957 46,0057 Tyr 115 0 0 0 0 0 13
70 -5,4166 43,6324 Tyr 115 Met 105 0 0 0 0 7
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APENDICE E

APCI-MS modo positivo de a e B amirina

Intens. +MS, 16.3min #658|
x108

409.46

300 350 400 450 500 550 600 miz
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APCI-MS modo positivo de 3-oxo a e 3 amirina

Intens. | +M5, 0.8-1.2min FIE-52
xo@

42551
204

1.99

1.04

407.56

0.59

u,ﬂ T T Ly T T ¥ T T T e T T ¥ T ¥ T T T
32 340 380 380 400 420 440 480 480 500 miz



APCI-MS modo positivo de 3-amino a e 3 amirina
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Intens. +MS, 0.2min #9

x1098
] 426.50
1.51
1.04
0.54
409.54
452.42
0.0 , . nﬂ Jkl4 e ol “\“‘.“ P N [V i
390 400 410 420 430 440 450 miz



Intens.
x107

2.51

2.07

0.57

0.0

APCI-MS modo negativo de 4-nitrobenzeno sulfonamida de a ¢  amirina

142

609.32

598.43

-MS, 0.2-0.3min #18-34]

100

200

"300

900 miz
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APCI-MS modo negativo de 4-clorobenzeno sulfonamida de o e § amirina

Intens. | “MS, 0.4min #17
x107

J 558.50

1.5

1.04

0.57

631.14

100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
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APCI-MS modo negativo de 4-acetamido benzeno sulfonamida de o e § amirina

Intens.
%107

0.8

0.6

0.2

0.0

b

29757

llJ_L

473.55

b

529.62

|

621.52

-MS, 0.2-0.5min #10-23
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200

300

400

500

800
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APCI-MS modo negativo de 4-aminobenzeno sulfonamida de o ¢ f amirina (com ampliagdes)

Intens. 1 -MS, 0.4-0.8min #18-35
1061

473.58

1 529.71 607.51
14 561.65

623.48
369.71 41852 44653 i‘ [ 57761 645.63 683.48
[ i Lk k. | Ll " i Jdi sl i

x1 CI% -M5, 22.8min #587

473.60

489.55

607.50

432.56
|L 451.70
- " I IIi il s

il i
350 400 4350 300 550 600 650 m/z

369.72




APCI-MS modo negativo de 2-bromo-3-oxo a e 3 amirina
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Intens.
x106 |

1.5

1.04

0.51

437.31

45231

501.25

b

-MS, 1.0-1.5min #120-175

Reid R i sk
¥

575

600 m/z



Intens,
xii8

APCI-MS modo positivo do derivado aminotiazol o e § amirina

147

481,30

52331

A

533,30

L

567.32
L'!

+M5, 1.1-1.6min #13%-202
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APCI-MS modo positivo de hidrazina-1-carboxiamida a e 3 amirina

Intens. +M5, 1.2-1.4min #51-58
x109

48256
1.0

0.67

0.61

0.4+

021

425.58
407.62 L
0.0 " . — . L v . " . . " - . &




