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“PRESS ON

Nothing in the world can take the place
of persistence. Talent will not; nothing
IS more common than unsuccessful men
with talent. Genius will not; unrewarded
genius is almost a proverb. Education
alone will not; the world is full of
educated derelicts. Persistence and
determination alone are omnipotent”

(Autor desconhecido)
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Resumo

SERAFIM, R. A. M. Antichagasicos potenciais: sintese e modelagem
molecular de hibridos de hidrazonas e liberadores d e oxido nitrico . 2016.
280f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Sao Paulo, Séo Paulo, 2016.

A doenca de Chagas é uma parasitose extremamente negligenciada, cujo
agente etioldgico € o protozoario Trypanosoma cruzi. Atualmente, 21 paises da
América Latina sdo considerados regides endémicas, onde 75-90 milhdes de
pessoas estdo expostas a infeccédo, 6-7 milhdes estéo infectadas e mais de 41
mil novos casos surgem por ano. Entretanto, apenas os farmacos nifurtimox e
benznidazol estdo disponiveis no mercado. Estes, além da baixa eficacia na
fase cronica da parasitose, apresentam diversos efeitos adversos, sendo que
no Brasil apenas o benznidazol € utilizado. Este fato mostra a importancia de
se ampliar o numero de farmacos disponiveis e propor quimioterapia mais
eficaz para o tratamento da doenca de Chagas. Como forma de contribuir para
essa busca, este trabalho objetiva a sintese de compostos hibridos
bioisostéricos N-acilidrazbnicos e sulfonilidrazénicos, contendo grupo liberador
de Oxido nitrico, com potencial de interacdo com cisteino-proteases
parasitarias, tais como a cruzaina. Nestes derivados, os grupos liberadores de
oxido nitrico utilizados foram os grupos furoxano (contendo substituinte metilico
e fenilico) e éster nitrato. Propds-se a variagdo de aneéis aromaticos
substituidos e n&o-substituidos, com o intuito de avaliar a possivel relacao
estrutura-atividade (REA) desses analogos. Até o momento, somente 0s
compostos da série N-acilidrazénica tiveram avaliacdo biolégica realizada. Os
valores de ICsy dos compostos na forma amastigota do parasita variaram entre
>100 a 2,88 uM, sendo este ultimo valor comparavel ao farmaco de referéncia.
A atividade inibitéria frente a cruzaina foi de 25,2 uM a 2,2 uM. Ja a liberacdo
de oxido nitrico foi avaliada pelo método indireto de detecgéo de nitrato e 0s
valores variaram entre 52,0 uM e 4.232,0 uM. Estes sdo bem inferiores ao
composto padrdo, além de néo se identificar correlacdo direta entre a atividade
biologica e a liberacdo de NO. Na sequéncia, os dois compostos mais ativos (6
e 14) foram submetidos a estudos de permeabilidade e de citotoxicidade. O
composto 6 foi considerado o de maior permeabilidade segundo o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) e todos os compostos apresentaram a
taxa de fluxo menor que 2, indicando a auséncia de mecanismo de efluxo. Na
avaliagdo do potencial citotoxico desses compostos em células humanas, o
derivado 6 apresentou indice de seletividade superior ao do benznidazol. Em
estudos de modelagem molecular usando andlise exploratdria de dados (HCA
e PCA), propriedades estéricas/geométricas e eletrénicas foram consideradas
as mais relevantes para a atividade biologica. Além disso, estudos de docking
mostraram que a posi¢cao do grupo nitro no anel aromatico € importante para a
interacdo com a cruzaina. Ademais o composto 6 ndo provocou mudancas
significativas no ciclo celular e na fragmentacdo de DNA em células humanas,
mostrando-se como lider promissor para futuros estudos in vivo. Atividade
tripanomicida, citotoxicidade, potencial de liberacdo de NO e estudos de
permeabilidade dos 23 derivados sulfonilidrazénicos e ésteres nitrato estdo
sendo avaliados.



Palavras-Chaves : Doenca de Chagas; Antichagasicos potenciais; Hidrazonas;
Liberadores de 6xido nitrico; Hibridos moleculares; BioisGsteros; Modelagem
molecular.



Abstract

SERAFIM, R. A. M. Potential antichagasic agents: synthesis and molecu lar
modeling of hydrazones and nitric oxide releasing h ybrids . 2016. 280f.
Thesis (PhD) — Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sao Paulo,
Sao Paulo, 2016.

Chagas disease is an extremely neglected parasitic disease whose etiologic
agent is the protozoan Trypanosoma cruzi. Currently 21 Latin American
countries are considered endemic regions, where 75-90 million people are
exposed to infection, 6-7 million are infected and more than 41,000 new cases
occur annually. However only nifurtimox and benznidazole are available on the
market. These drugs, besides low efficacy in the chronic phase of the parasite
have numerous adverse effects, and in Brazil only benznidazole is used. This
fact shows the importance of increasing the number of drugs available and
propose more effective chemotherapy for the Chagas disease treatment. As a
contribution to the problem, this study aims the synthesis of biososteric
compounds from N-acylhydrazone and sulfonylhydrazone, which have the
potential to interact with parasitic cysteine protease, such as cruzain, containing
nitric oxide releasing groups, which also has inhibitory activity in this enzyme
class. In these derivatives nitric oxide releasing groups used were furoxan
(containing methyl and phenyl substituent) and nitrate ester groups. The
variation of aromatic rings substituted and unsubstituted was proposed in order
to evaluate the possible structure-activity relationship (SAR) of these analogs.
Only N-acylhydrazone series had its biological profile evaluated up to now. The
IC5o values of the compounds against the amastigote form of the parasite
ranged from >100 puM to 2.88 uM, the last value being comparable to that of
reference drug. Cruzain inhibitory activity ranged from 25.2 uM to 2.2 uM. The
nitric oxide releasing potential was evaluated using the indirect method of
detection and nitrate values ranged between 52.0 uM and 4,232.0 uM. These
results are below than those of the standard compound, and there is no direct
correlation between the biological activity and nitric oxide releasing potential as
well. Further, the two most active compounds (6 and 14) were submitted to
permeability and cytotoxicity studies. Compound 6 showed the highest
permeability value according to Biopharmaceutics Classification System (BCS),
and both compounds showed flow rate lower than 2, indicating no efflux
mechanism. In the cytotoxicity studies of these compounds in human cells, the
derivative 6 showed selectivity index greater than benznidazole. In molecular
modeling studies using exploratory data analysis (HCA and PCA)
steric/geometric and electronic properties were considered the most relevant for
biological activity. In addition, docking studies were performed and showed that
the position of the nitro group on the aromatic ring is important for the
interaction with cruzain. Compound 6 did not cause significant changes in cell
cycle and DNA fragmentation in human cells, showing to be a promising lead
compound for future in vivo studies. Trypanocidal activity, cytotoxicity assay,
NO releasing potential and permeability studies of the 23 sulfonylhydrazones
and nitrate ester derivatives are being evaluated.



Keywords : Chagas disease; Potential antichagasic agents; Hydrazones; Nitric
oxide releasing groups; Molecular hybrids; Bioisosters; Molecular modeling.
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1. INTRODUCAO

1.1. DOENCA DE CHAGAS

1.1.1. HISTORICO

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana € uma
antropozoonose frequente na Ameérica Latina, sendo Carlos Ribeiro Justiniano
das Chagas (Figura 1) o descobridor e cientista pioneiro nas pesquisas sobre
essa parasitose (NEVES, 2003; ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010).

Entre os anos de 1907 e 1909, com o intuito de chefiar projetos no
combate a malaria em Minas Gerais, Carlos Chagas mudou-se para a cidade
de Lassance. Ao analisar insetos comuns na regiao (“barbeiros”), deparou-se
com um hemoflagelado inusitado, o qual apresentava cinetoplasto grande e
intensa movimentacdo, concluindo, posteriormente, de que se tratava de
Trypanosoma de uma espécie a ser decifrada. Este fato fez com que Chagas
procurasse este parasita no sangue de pessoas e animais que estavam em
contato com o barbeiro (NEVES, 2003).

Em abril de 1909, Carlos Chagas concretizou sua busca, encontrando o
parasita em menina de dois anos de idade, que havia sido picada por
barbeiros. Apds a descoberta, Chagas aprofundou suas pesquisas sobre as
caracteristicas biolégicas e morfolégicas do parasita, o qual foi denominado
Trypanosoma cruzi, o agente etiolégico da doenca de Chagas (NEVES, 2003).

Essa descoberta foi de alto impacto em nivel nacional e internacional,
todavia, mantinha-se rodeada de incertezas por parte da comunidade cientifica
da época, em relacéo a sua relevancia, epidemiologia e caracteristicas clinicas.
O médico Cecilio Romafa descreveu, entdo, algumas peculiaridades clinicas,
que facilitariam a identificacdo de casos agudos da doenca de Chagas,
levando, assim, ao diagnostico de centenas de casos, pelo “sinal de Romafna”.
Em 1937, Evandro Chagas (flho de Carlos Chagas) fundou, no Instituto
Oswaldo Cruz, o SEGE (Servico de Estudos das Grandes Endemias), com a
finalidade de encontrar novos casos da doenca de Chagas a partir da
divulgacao do “sinal de Romafa” entre os medicos da regidao (KROPF, 2005).

No ano do centenario de sua descoberta, realizaram-se eventos, nos

guais cientistas de diversos paises se reuniram para abordar e discutir temas a
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respeito da doenca de Chagas. Entre eles, merece realce o Simpdsio
Internacional do Centenario da Descoberta da Doenca de Chagas, na cidade
do Rio de Janeiro (VOELKER, 2009).

O grande feito de Carlos Chagas permanece até os dias de hoje,
influenciando grupos de pesquisas em diversos paises da América Latina, que
atuam na busca ativa para a descoberta de novos quimioterapicos contra o T.
cruzi (KROPF, 2005; DIAS et al., 2009).

Figura 1: Foto de Carlos Chagas em seu laboratorio no Instituto Oswaldo
Cruz.
Fonte:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/2/22/Carlos_chagas_2.j
pg/200px-Carlos_chagas_2.jpg (Acesso: 10/01/2016).

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA

A doenca de Chagas tem sua distribuicdo geografica em toda a América
Latina (Figura 2), representando grave problema de saude publica para o
continente. Porém, devido a globalizac&o e, consequentemente, migracao legal
e ilegal de pessoas provenientes de paises endémicos (Figura 3), diversos
casos foram relatados na fronteira com os Estados Unidos e no Canada, além
de outros paises ndo endémicos, principalmente da Europa, como Italia,
Alemanha, Franca, Grécia e Espanha. Neste Ultimo pais existem mais de 47

mil imigrantes que apresentam a doenca (Figura 4). Esta tendéncia tem levado
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a maior necessidade de sistemas de vigilancia adequados nesses paises,
levando em consideracdo a subnotificacdo e a falta de consciéncia a respeito
da doenca pela populacdo (COURA; DIAS, 2009; ANIS; ANIS; MARIN-NETO,
2010; WHO, 2016; GASCON; BERN; PINAZO, 2010; HOTEZ; GURWITH,
2011; STRASEN et al., 2014; SOSA-ESTANI; SEGURA, 2015; REQUENA-
MENDEZ et al. 2015; PEREZ; LYMBERY; THOMPSON, 2015; STANAWAY;
ROTH, 2015).

Estados Unidos da América

Guiana

Costa Rica
Panama
Colémbia

Brasil

Areas Endémicas

[[]Areas Enzoéticas

Figura 2: Distribuicdo da doenca de Chagas na América Latina.
Fonte: COURA; DIAS (2009).
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Figura 3: Esquema do fluxo imigratorio na Doencga de Chagas.
Fonte: WHO (2007).

Nimero estimado de casos de infecgdo por T. cruzi

Il =900.000 Oficialmente nenhum
relato de caso

Figura 4: Distribuicéo global de casos de doenca de Chagas, com base
em estimativas oficiais entre 2006 e 2010.
Fonte: PEREZ; LYMBERY; THOMPSON, 2015.
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Desde o inicio dos anos 1990, inumeros esforcos por parte de
instituicbes, como a OMS, Organizacdo Mundial da Saude, estdo sendo
direcionados em vérias regides das Américas para o controle da doenca de
Chagas. Estes incluem campanhas para a eliminacdo do vetor, analise das
principais tendéncias de transmissao e caracterizacao clinica e epidemioldgica
da doenca nas regides incidentes, resultando na reducéo de 50% dos casos de

pessoas infectadas, conforme Tabela I. Paises como Brasil, Uruguai e Chile
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estdo livres da transmissdo da doenca de Chagas pelo Triatoma infestans,
considerado o principal vetor domiciliar nesses paises (WHO, 2016; COURA;
DIAS 2009; ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010; SOSA-ESTANI; SEGURA,
2015).

Atualmente, nos 21 paises considerados regidfes endémicas, estima-se
que 75-90 milhdes de pessoas estdo expostas a infeccdo, 6-7 milhdes estdo
infectadas e mais de 41 mil novos casos surgem por ano. Tal cenario enfatiza a
importancia da manutencdo dos programas de controle para a eliminacdo do
vetor domiciliar, melhoria nos métodos diagndsticos da doenca e pesquisa de
novos farmacos ativos contra o agente etioldgico (COURA; DIAS, 2009; WHO,
2016; ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010; SOSA-ESTANI; SEGURA, 2015;
PEREZ; LYMBERY; THOMPSON, 2015; STANAWAY; ROTH, 2015).

Tabela 1: Comparagdo dos parametros epidemiolégicos da doenca de
Chagas entre os anos 1990, 2000 e 2006

Parametros 1990 2000 2006
Epidemiolégicos
Obitos por Ano > 45.000 21.000 12.500
Casos de 30 milhdes 18 milhdes 15 milhdes
Infeccéo
Humana
Novos Casos 700.000 200.000 41.200
Populacdo em 100 milhdes 40 milhdes 28 milhdes
Risco
Distribuicéo 21 paises 21 paises 21 paises

Fonte: WHO (2007).
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1.1.3. TRANSMISSAO E CICLO BIOLOGICO

A transmissdo da doenca de Chagas ocorre através da introducdo do
agente etiolégico (T. cruzi — Figura 5) no organismo humano, estando
intimamente associada a pobreza e a insatisfatorias condi¢cdes de salubridade,
principalmente em ambientes rurais, provocando a busca dos infectados por
melhores condicbes médicas nas areas urbanas (WHO, 2016; ANIS; ANIS;
MARIN-NETO, 2010; PEREZ; LYMBERY; THOMPSON, 2015; COURA, 2015).

Figura 5: Trypanosoma cruzi na forma sanguinea tripomastigota.
Fonte: http://bioneogenios.blogspot.com.br/2014/07/trypanosoma-cruzi-
e-doenca-de-chagas.html (Acesso: 10/01/2016).

A doenca de Chagas se encontra, frequentemente, em locais onde
outras patologias coexistem, porém seus dados epidemiolégicos ndo sé&o
precisos devido a subnotificacdo existente (WHO, 2016; ALVES et al., 2009;
SOSA-ESTANI; SEGURA, 2015; COURA, 2015). Podem-se citar como 0s
principais meios de transmissao:

Transmissdo pelo triatomineo: ocorre pela dejecdo do vetor infectado

(principalmente o Triatoma infestans) sobre a pele humana, sendo o
mecanismo de eliminacdo da forma infectante tripomastigota metaciclica do T.
cruzi. Essa forma infectante é introduzida na corrente sanguinea pelo orificio da
picada, através do ato de cocar o local apés a acdo do vetor, como resposta
alérgica a saliva do inseto. Outras espécies de triatomineos também podem ser
vetores da doenca de Chagas em humanos, dentre elas o Triatoma sordida,

Panstrogylus megistus, Triatoma brasiliensis, Rhodinus prolixus e Triatoma
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dimidiata. Atualmente, essa forma de transmisséo ainda € responsavel por 70%
dos casos em paises onde ndo ha sistemas para o controle do vetor (COURA;
DIAS, 2009; WHO, 2016; ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010; SOSA-ESTANI;
SEGURA, 2015).

Transmissao por transfusdo sanguinea: mais de 20% da transmissao da

doenca de Chagas ocorre pelo processo de transfusdo sanguinea,
principalmente em lugares onde ndo ha controle nos bancos de sangue, como
€ 0 caso da Bolivia. O parasita permanece viavel no sangue armazenado em
geladeiras por cerca de mais de duas semanas, obrigando paises a realizarem
triagens sanguineas antes de transfusfes (COURA; DIAS, 2009; WHO, 2016;
ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010; SOSA-ESTANI; SEGURA, 2015; PEREZ;
LYMBERY; THOMPSON, 2015; COURA, 2015).

Transmissdo congénita: ocorre durante a gravidez, quando a méae

transmite o T. cruzi para o feto. Tem caracteristica assintomatica e na maioria
das vezes ndo € diagnosticada em recém-nascidos. Exibe variacio de 0,5-10%
na influéncia de transmisséo, em paises como Chile, Bolivia e Paraguai. Em
paises de areas ndo endémicas, este tipo de transmissdao também vem
ocorrendo, principalmente pela falta de triagem sanguinea. Itélia, Suica e
Espanha sdo os unicos exemplos de paises de regifes ndo endémicas que
fazem triagem para avaliar transmissao congénita de T. cruzi. (WHO, 2013,
ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010; PEREZ; LYMBERY; THOMPSON, 2015).

Transmissdo por_transplante de 0Orgaos: casos de transmissdo por

transplante de 6rgédos ocorrem principalmente na América Latina, entretanto,
nos EUA, Canada e paises da Europa ja foram relatados alguns casos de
aguisicdo da doenca através do transplante de o6rgaos, relacionados com
imigrantes da América Central (ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010; WHO, 2013).

Transmissdo por_via oral: Embora esse tipo de transmissdo seja

considerado acidental, devido a ingestdo de alimento contaminado,
principalmente por caldo de cana e suco de acai, atualmente pode ser
considerada endémica na regido do Amazonas, além de apresentar alta taxa
de mortalidade. O Brasil apresenta elevado indice de transmissao por via oral.
Entre os anos 2000 e 2001, 70% dos casos de infec¢cOes agudas relatados
foram atribuidos a transmisséo por via oral. Em paises ndo endémicos, essa

forma de transmissdo € considerada responsavel pela introducdo e
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manutencdo da doenca de Chagas. Varios surtos da doenca devido ao
consumo de bebidas e alimentos contaminados com T. cruzi enfatizam a
importancia desta rota de transmissdo em humanos (COURA; DIAS, 2009;
WHO, 2016; ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010; MILES, 2010; DOMINGUES et
al., 2015; COURA, 2015).

Apés a introducdo da forma tripomastigota metaciclica na corrente
sanguinea do hospedeiro vertebrado (Figura 6), o T. cruzi interage com as
células do sistema fagocitico mononuclear da pele ou mucosas, ocorrendo
neste local a transformacdo dos tripomastigotas em amastigotas, 0s quais se
multiplicam por divisdo binaria simples (ANIS; ANIS, MARIN-NETO, 2010;
NEVES, 2003; REY, 2001).

Apos 4 a 6 dias, as formas amastigotas se diferenciam em forma
tripomastigota e, desta maneira, apés lisarem as células hospedeiras (atraves
do metabolismo parasitario), estas ou sdo liberadas para o intersticio,
infectando outras células vizinhas, ou caem na circulacdo sanguinea ou
linfatica, terminando por colonizar outras regides do organismo (ANIS; ANIS;
MARIN-NETO, 2010; NEVES, 2003; REY, 2001).

No sangue, os parasitas podem ter vida longa, mas somente nos
periodos iniciais de infeccdo (fase aguda), pois quando sofrem processo de
destruicdo parasitaria por parte dos mecanismos imunologicos do hospedeiro,
a parasitemia diminui repentinamente. Na fase cronica, a presenca do parasita
no sangue ocorre raramente, necessitando de diagndsticos especiais para sua
demonstracao (ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010; NEVES, 2003; REY, 2001).

As formas intracelulares (amastigotas) possuem tropismo por fibras
musculares esqueléticas e cardiacas, sendo comuns patologias cardiacas
relacionadas a doenca de Chagas (ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010; NEVES,
2003; REY, 2001).

O T. cruzi na corrente sanguinea pode, também, ser ingerido por
triatomineos, fazendo o seu ciclo extracelular no interior dos insetos (NEVES,
2003; REY, 2001).
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Figura 6: Ciclo Bioldgico do Trypanosoma cruzi.
Fonte: http://bestpractice.bmj.com/best-practice/images/bp/en-gb/1160-
6-iline_default.gif (Acesso: 10/01/2016).

1.1.4. SINTOMATOLOGIA

A doenca de Chagas € uma patologia em que as manifestacdes clinicas
podem ser divididas em trés fases: aguda, indeterminada e crbénica (ANIS;
ANIS; MARIN-NETO, 2010; NEVES, 2003; REY, 2001; WHO 2016;
STANAWAY; ROTH, 2015).

Fase aguda: os sintomas podem aparecer entre 8 e 10 dias apos a
infeccdo e permanecer durante 8 a 10 semanas. Apenas 1 a 4% dos casos,
principalmente criancas, exibem clinicamente os sintomas. Estes podem ser
inespecificos, como: mal-estar, febre, vomitos, diarreias, anorexia, erupcoes
cutaneas, taquicardia e irritagdo meningea, fazendo com que os pacientes nao
recorram a auxilio médico, impedindo, assim, o diagndstico precoce e
facilitando a evolucédo da doenca. Meningoencefalite e miocardite aguda podem
contribuir em 5 a 10% dentre todos os casos sintomaticos. Todavia, 0s sinais
mais comuns na fase aguda sdo conhecidos como o “sinal de Romafna”’, em
gue os olhos se incham devido ao ferimento provocado pela picada do vetor
nesta regiao, ou “chagoma”, quando a picada ocorre na pele, originado nédulos
ou furdnculos (ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010; NEVES, 2003; REY, 2001,
WHO 2016; STANAWAY; ROTH, 2015).

Aproximadamente 80% dos pacientes chagasicos sintomaticos

desenvolvem “chagoma”. Os sintomas da fase aguda desaparecem
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espontaneamente em 90% dos infectados. Entretanto, caso ndo seja tratada, a
fase aguda pode progredir para a fase indeterminada ou para a crbnica.
(NEVES, 2003; CORBETT et al., 2002; WHO 2016; STANAWAY; ROTH,
2015).

Fase indeterminada: €& a denominada fase silenciosa ou fase

assintomatica dessa patologia, podendo durar cerca de 10 a 30 anos. E capaz
de persistir indefinidamente, fazendo com que nem todo individuo infectado
progrida para a fase crbnica. Durante essa fase o0 parasita migra por todo o
corpo via circulagdo sanguinea e linfatica, penetrando nas células hospedeiras
e causando lise celular. O eletrocardiograma e os estudos radiograficos do
coracado, esbfago e célon normalmente estédo inalterados. Todavia, podem ser
notadas leves anormalidades cardiacas na ecocardiografia e em testes de
estresse (ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010; NEVES, 2003; REY, 2001; WHO
2016; STANAWAY; ROTH, 2015).

Fase crbnica: manifesta-se mais frequentemente pelas complicagbes

cardiacas e os sintomas desenvolvem-se em cerca de 10 a 30% dos individuos
infectados, normalmente entre homens de 20 a 50 anos de idade.
Manifestagbes cardiacas comuns incluem insuficiéncia cardiaca congestiva,
troboembolismo, cardiomegalia, aneurisma e arritmias geralmente associadas
a inflamacbes viscerais e desnervacdo parassimpatica. As complicacdes
cardiacas geram Obitos em aproximadamente 38% dos casos. Da mesma
forma, complicacdes digestivas, tais como, megacolon e megaeséfago, estao
relacionados com fatores de mortalidade. Mais de 30% das pessoas infectadas
cronicamente desenvolvem alteracdes cardiacas e mais de 10%, algum tipo de
alteracdes digestivas, neurolégicas ou alteracbes mistas, que requerem
tratamentos especificos. Manifestacdes neuromusculares também sao
caracteristicas nesta fase, devido ao fato de o parasita atingir musculos lisos,
esqueléticos e o tecido nervoso (ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010; NEVES,
2003; REY, 2001; WHO 2016; STANAWAY; ROTH, 2015).
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1.1.5. DIAGNOSTICO

O diagndstico inicia-se com a avaliagdo clinica do paciente, identificando
sinais caracteristicos como o “chagoma”, denominado sinal de porta de entrada
(REY, 2001; NEVES, 2003).

Em raz&o da alta parasitemia na fase aguda, utiliza-se o método direto
de identificacdo do parasita através da visualizacdo microscopica no sangue,
podendo-se, também, utilizar métodos como a biépsia do linfonodo por puncéao,
imunofluorescéncia indireta e hemaglutinacdo (REY, 2001; NEVES, 2003;
WHO, 2016; ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010).

Ja na fase crbnica diagnosticam-se pouco mais de 50% dos casos,
através de imunofluorescéncia, hemaglutinacdo, reacdo imunoenzimatica
(ELISA) e radioimunoensaio, sendo uteis também o xenodiagnostico, a
hemocultura e a inoculacdo em animais de ensaio. As alteragdes cardiacas
identificadas pelos raios X e eletrocardiogramas séo relevantes, porém, o0s
testes laboratoriais sédo indispensaveis (REY, 2001; NEVES, 2003; WHO, 2016;
ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010).

1.1.6. PREVENCAO

A prevencao da doenca de Chagas pode ser realizada através do uso de
inseticidas de acédo residual desde que se identifigue a presenca do inseto
vetor domiciliado. Melhorias fisicas nas habitacfes também sdo sugeridas,
quando a infestacdo é geograficamente limitada ou peridomiciliar, entretanto,
deve-se considerar como foco maior a promocao e a melhoria da qualidade de
vida. Realizac&o de triagem soroldgica é de extrema importancia para se evitar
casos de transmissdao transfusional, assegurando a excluséo de todo individuo
chagéasico nos bancos de sangue. Diversos programas para o controle da
doenca de Chagas, principalmente com foco na eliminacdo dos vetores, estéo
sendo realizados em diversos paises, com resultados satisfatorios, enfatizando
a importancia da manutencdo desse tipo de estratégia para maior diminuicdo
nos nuameros referentes a novos casos da parasitose. (OPAS, 2001; COURA;
DIAS, 2009; WHO, 2016; ANIS; ANIS; MARIN-NETO, 2010).
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O custo do tratamento para doenca de Chagas permanece
consideravelmente relevante, comparado com métodos de prevencéo.
Somente na Colémbia, estimou-se que o custo anual dos cuidados médicos
para todos os pacientes com a doenca tenha sido de aproximadamente 267
milhdes de dolares, em 2008. A distribuicdo de inseticidas para o controle de
vetores custaria em torno de 5 milhdes de ddélares. (ANIS; ANIS; MARIN-
NETO, 2010; WHO, 2016).

1.2. QUIMIOTERAPIA

1.2.1. QUIMIOTERAPICOS DISPONIVEIS

Apesar de passados mais de cem anos da descoberta da doenca de
Chagas, sua quimioterapia ainda continua precaria. Mesmo sendo considerada
uma das principais doencas negligenciadas, apenas dois farmacos séao,
atualmente, utilizados no tratamento: nifurtimox e benznidazol (Figura 7), sendo
que, no Brasil, apenas o benznidazol é utilizado (ANIS; ANIS; MARIN-NETO,
2010; SOSA-ESTANI; SEGURA, 2015; PEREZ; LYMBERY; THOMPSON,
2015; STANAWAY; ROTH, 2015, WHO, 2016; MALIK; SINGH; AMSTERDAM,
2015).

O nifurtimox é um nitrofurano que age produzindo metabdlitos
oxigenados altamente reativos, como o peroxido de hidrogénio, uma vez que o
T. cruzi tem mecanismos ineficientes para a destoxificacdo destes compostos.
E, portanto, mais sensivel ao estresse oxidativo em relagdo as células dos
vertebrados. Porém, estudos de Gerpe e colaboradores (2010) mostram que a
atividade dessa molécula pode estar relacionada ndo somente com o estresse
oxidativo, mas também com outras vias ou alvos biomacromoleculares. Assim
sendo, é importante o correto entendimento do seu metabolismo e mecanismo
de acdo. J& o benznidazol € um derivado nitroimidazolico, o qual parece atuar
através do estresse redutivo, envolvendo ligacbes covalentes em
macromoléculas essenciais para a fisiologia do parasita (DIAS et al., 2009;
URBINA; DOCAMPO, 2003; URBINA, 2010; BERMUDEZ et al.,, 2016;
CHATELAIN, 2015).
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nifurtimox benznidazol

Figura 7: Estrutura molecular dos farmacos atualmente utilizados no
tratamento da doenca de Chagas.

Ambos os farmacos sdo ativos na fase aguda da doenga, com cura
parasitolégica acima de 80% em pacientes tratados. Entretanto, eles
apresentam baixo indice de eficacia na fase cronica; mais de 80% dos
pacientes tratados nesta fase ndo obtém a cura parasitologica (DIAS et al.,
2009; WILKINSON; KELLY, 2009; URBINA; DOCAMPO, 2003; URBINA, 2010;
BERMUDEZ et al., 2016; CHATELAIN, 2015).

Fatores como a presenca de diversos efeitos colaterais gerados pelo
nifurtimox e benznidazol, como vOmitos, formigamento, fraqueza muscular,
anorexia, alergia (provavelmente devido a danos oxidativos e redutivos
ocasionados no tecido do hospedeiro) e a diferenca de suscetibilidade as
diferentes cepas do T. cruzi também influenciam na adeséo e eficacia dos
farmacos utilizados na quimioterapia atual (DIAS et al., 2009; WILKINSON;
KELLY, 2009; URBINA; DOCAMPO, 2003; URBINA, 2010; BERMUDEZ et al.,
2016; CHATELAIN, 2015). Estudos realizados no Brasil mostraram que quase
90% dos pacientes tratados com benznidazol apresentaram reacdes adversas,
e, destes, 28% abandonaram o tratamento em decorréncia dos efeitos

adversos proeminentes (PONTES et al., 2010).

1.2.2. QUIMIOTERAPICOS EM ESTUDO
1.2.2.1. Inibidores da cisteino-protease

A principal endoprotease do T. cruzi € denominada cruzipaina, também
conhecida como cruzaina (enzima recombinante), cisteino-protease capaz de
hidrolisar diversos tipos de proteinas (CAZZULO, 2005; MARTINEZ-
MAYORGA et al., 2015).

A cruzaina (Figura 8) é diferencialmente expressa em Varios estagios

biolégicos do parasita, envolvendo-se em diversas etapas do ciclo de vida e
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sendo essencial para seu crescimento e sobrevivéncia. Em sua maior parte, é
uma enzima lisossémica, podendo, também, existir isoformas associadas a
membrana plasmatica do parasita (CAZZULO, 2005; DURRANT et al., 2010;
MARTINEZ-MAYORGA et al.,, 2015). Esta enzima pode estar envolvida na
penetracdo da forma tripomastigota na célula mamifera e, também, no
processo de escape do parasita do mecanismo imunolégico do hospedeiro.
Pelo fato de ela ser a principal protease lisossdmica, espera-se que
desempenhe papel importante na nutricdo parasitaria ou, pelo menos, nas
formas em desenvolvimento presentes no inseto hematofago vetor (CAZZULO,
2005; URBINA; DOCAMPO, 2003; DURRANT et al.,, 2010; MARTINEZ-
MAYORGA et al., 2015).

Figura 8: Estrutura cristalogréfica da cruzaina (cod. PDB: 1ME4).
Fonte: http://www.pdb.org

Inibidores da cruzaina atuam interferindo com a realizacdo correta do
ciclo biolégico do parasita, sendo um alvo extremamente visado para a sintese
de novos farmacos anti-T. cruzi (CAZZULO, 2005; DIAS et al.,, 2009;
MARTINEZ-MAYORGA et al., 2015).

Dentre os compostos em estudos com essa atividade alguns podem ser
citados (Figuras 9-11): N-metil-piperazina-ureia-Phe-homo-Phe-vinil-fenil-
sulfona (A), morfolinoureia-Phe-homo-Phe-vinil-fenil-sulfona (B),
ariloxitiossemicarbazonas (C), 1,2,3-triazol tetrafluorfenoximetilcetona (D), 2-
acetamidotiofeno-3-carboxamida (E) (KERR et al., 2009; DIAS et al., 2009;
BRAK et al., 2010; WIGGERS et al., 2013; NEITZ et al., 2015; ESPINDOLA et
al., 2015).
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Figura 9: Estrutura dos compostos N-metil-piperazina-ureia-Phe-homo-
Phe-vinil-fenil-sulfona (A) e morfolinoureia-Phe-homo-Phe-vinil-fenil-sulfona (B).

Br

Cl

Cl @) N NH»

Figura 10: Estrutura de uma ariloxitiossemicarbazona.
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Figura 11: Estruturas das familias das 1,2,3-triazol tetrafluorfenoximetilcetona
(D) e das 2-acetamidotiofeno-3-carboxamida (E).

Os resultados recentes do composto odanacatibe (Figura 12), ICso de 1
nM e bom perfil de seguranca, tém mostrado seu grande potencial como futuro
candidato a farmaco anti-T. cruzi inibidor de cisteino-protease (NDAO et al.,
2014).

Figura 12: Estrutura quimica do odanacatibe.

Avelar e colaboradores (2015) sintetizaram uma série de derivados
contendo nitrila, mostrando a importancia dessa funcédo organica como sendo
um grupo farmacoférico para inibidores de cruzaina, tendo o composto F como

o de melhor perfil entre atividade inibitéria e citotoxica (Figura 13).

Figura 13: Estrutura quimica do derivado de nitrila.
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Com o objetivo de alcancar melhor entendimento a respeito da relacéo
entre estrutura quimica e atividade biolégica (REA) de derivados
benzimidazolicos, mais de 40 analogos foram planejados e sintetizados por
Ferreira e colaboradores (2014), levando a otimizacdo do composto lider e ao
desenvolvimento de G (Figura 14), o qual apresentou elevada poténcia
inibitéria (ICso = 200 NM e K; = 82 nM).

o
e,

G

Figura 14: Estrutura quimica do derivado benzimidazdlico.

O grupamento N-acilidrazona é considerado, em quimica medicinal,
como sendo estrutura privilegiada, pelo fato de apresentar propriedades
bioativas em diversos processos fisiopatolégicos, tais como inflamagéo,
desordens cardiovasculares e, também, capacidade de interagir com alvos
biomacromoleculares parasitarios, tais como a cruzaina. Estudos mostram a
atividade anti-T. cruzi de ligantes (Figura 15) contendo N-acilidrazonas, assim
como estudos de ancoramento molecular ou docking mostram a interacéo
dessas moléculas com o sitio ativo da enzima (MOREIRA et al., 2009;
ROMEIRO et al., 2009; BARREIRO et al., 2002).
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Figura 15: Compostos contendo N-acilidrazonas com atividade anti-T. cruzi.
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1.2.2.2. Inibidores da tripanotiona redutase

A tripanotiona redutase (TR — Figura 16) é um alvo molecular validado
para o planejamento de inibidores de utilidade na doenca de Chagas
(MOREIRA et al., 2009; URBINA; DOCAMPO, 2003; PERSCH et al., 2014).

Esta enzima € dependente de NADPH e catalisa a reducdo da
tripanotiona dissulfeto em tripanotiona ditiol, ocorrendo, assim, cascata de
eventos responsaveis pela neutralizagdo de radicais livres e espécies reativas
de oxigénio emitidas pelo sistema imune do hospedeiro. Mantém, dessa forma,
ambiente redutor no interior do parasita, auxiliando seu crescimento e seu
desenvolvimento. Outra caracteristica de extrema relevancia é a diferenca
estrutural da TR em relagé@o a glutationa redutase (enzima utilizada no sistema
redox do homem), possibilitando, assim, a inibicdo seletiva apenas da TR
(MOREIRA et al., 2009; URBINA; DOCAMPO, 2003; PERSCH et al., 2014).

Figura 16: Estrutura cristalografica da tripanotiona redutase com seus cofatores
(cod. PDB: 1GXF).
Fonte: http://www.pdb.org

Alguns derivados triciclicos sdo compostos com acdo no sistema
nervoso central, agindo, especificamente, no blogueio dos receptores de
dopamina. Estudos apontam alguns desses compostos como ativos na inibicéo
da TR em ambos os estagios do T. cruzi (epimastigota e tripomastigota),
destacando-se pela maior eficiéncia de acdo o derivado fenotiazinico
tioridazina e o antidepressivo clomipramina (Figura 17). Tal fato mostra que
estes compostos sao tripanomicidas promissores (RIVAROLA; PAGLINI-
OLIVA, 2002; PAGLINI-OLIVA; RIVAROLA, 2003; FAURO et al., 2013; PRESTI
et al., 2015).
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Figura 17: Derivados triciclicos com atividade anti-T. cruzi.

O composto 2,5-bis-(4-aminobenzil)furano (Figura 18), da classe dos
arilfuranos, apresenta acao diferenciada no sitio ativo da enzima, mostrando
maior afinidade por esta, aléem de propriedades farmacocinéticas adequadas,
sendo responséavel por 63% de inibicdo da enzima (OLIVEIRA et al., 2008).

Derivados nitrofurédnicos apresentam inativacao irreversivel na enzima
TR, como pode ser o caso do composto hidroximetilnitrofural - NFOH-121
(Figura 18), utilizado como um intermediario na sintese do pro-farmaco
reciproco de nitrofural e primaquina, que mostrou elevada poténcia
antichagasica in vitro contra as formas amastigotas e tripomastigotas de T.
cruzi, mutagenicidade diminuida e valor da DLsp > 2g/kg (CHUNG et al., 2003,
2008; DAVIES et al., 2010).

Uma série de poliaminas contendo anéis triciclicos como substituintes foi
sintetizada e, nos estudos, esses derivados demonstraram atividade
tripanomicida pelo mecanismo de inibicdo competitiva da TR, com destaque
para o composto H (Figura 18), cujo valor de K; encontrado foi de 0,26 uM
(OSULLIVAN et al., 2015).
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Figura 18: Derivados arilfurano, hidroximetilado do nitrofural e
poliaminico com potencial atividade anti-TR.

1.2.2.3 Inibidores da sintese dos esterois

O T. cruzi necessita de determinados esterdis (lanosterol, ergosterol e
analogos) para sua proliferacdo em todos os estagios durante a vida. Esses
esterdis sdo suscetiveis a compostos que inibam enzimas essenciais a sua
biossintese, fazendo com que o sistema imune se encarregue de eliminar o
parasita (URBINA; DOCAMPO, 2003; FERRAZ et al, 2007; SOUZA;
RODRIGUES, 2009; URBINA, 2010; CHOI; PODUST; ROUSH, 2014).

Alguns farmacos fungicidas (compostos azoélicos) apresentam essa
propriedade, sendo considerados 0s primeiros compostos descritos no
tratamento de ambas as formas da parasitose, aguda e cronica (URBINA,
DOCAMPO, 2003; SOUZA; RODRIGUES, 2009; FERRAZ et al. 2007;
URBINA, 2009; URBINA, 2010; CHOI; PODUST; ROUSH, 2014).

O itraconazol e o cetoconazol atuam na enzima l4a-esterol desmetilase
(CYP51 — Figura 19), a qual é responsavel pela biossintese do ergosterol.
Estudos apontam que a utilizacdo de inibidores da oxidosqualeno sintase,
juntamente com inibidores de outro esterol, resulta em acdo sinérgica
relevante. (BUCKNER et al., 2001; URBINA, 2009, CHOI; PODUST; ROUSH,
2014).

O posaconazol (Figura 20), analogo estrutural do itraconazol, foi o

primeiro derivado desta classe a entrar para testes clinicos em pacientes com
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doenca de Chagas. Porém, estudos demonstram que, embora menos potentes,
derivados nitro-hetrerociclicos mostraram maior eficacia em diferentes tipos de
cepas de T. cruzi, comparados com inibidores de CYP51. Ademais, estes se
mostraram ineficazes para erradicar infeccdo mesmo apoOs sete dias de
tratamento continuo em diferentes concentracdes (URBINA; DOCAMPO, 2003;
URBINA, 2009; URBINA, 2010; MORAES et al., 2014).

Figura 19: Estrutura cristalografica da lanosterol 14a-esterol desmetilase com o
ligante posaconazol (cod. PDB: 3K10).
Fonte: http://www.pdb.org
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Figura 20: Estrutura molecular do posaconazol.

O agente anticancer denominado tipifarnibe (Figura 21) apresenta
atividade contra T. cruzi por inibir a enzima CYP51. Apos diversas otimizagfes
em sua estrutura, uma série de analogos do tipifarnibe foram descobertos, os
quais demonstram interessante seletividade para a enzima parasitaria (KRAUS
et al., 2010; BUCKNER et al., 2012).

O potente inibidor denominado VNI (Figura 21), em estudos

experimentais in vivo, demonstrou taxa de 100% de cura nos animais tratados
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e 100% na taxa de sobrevida. Esse composto tem se mostrado excelente
candidato para triagens clinicas (VILALLTA et al., 2013).

A classe quimica 4-aminopiridina tem sido vastamente explorada através
de triagem e otimizacdo de compostos lideres, originando estruturas com
adequada biodisponibilidade por via oral e elevada poténcia, como é o caso do
composto | (Figura 21) que apresentou um ECso de 29 nM em T. cruzi (CHOI et
al., 2013; CALVET et al., 2014; FRIGGERI et al., 2014).

Cl

tipifarnibe VNI

Figura 21: Tipifarnibe, VNI e derivado 4-aminopiridina.

Deste modo, as enzimas correspondentes as rotas biossintéticas dos
esterbis sdo alvos promissores para a sintese de farmacos tripanomicidas
(URBINA; DOCAMPO, 2003; URBINA, 2009; FERRAZ et al., 2007; BUCKNER
et al., 2001; CHOI; PODUST; ROUSH, 2014).

1.2.2.4. Compostos liberadores de éxido nitrico

O oOxido nitrico (NO) é considerado importante molécula com
propriedades citotoxicas e citostaticas para diversos organismos parasitarios.

Terapias contra o T. cruzi através de compostos liberadores de NO apontam
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caminho alternativo interessante para a sintese de novos agentes
tripanomicidas (SERAFIM et al., 2012; SILVA et al., 2007; BRUNET, 2001).

Do ponto de vista fisiopatologico, a producdo induzida de NO através
dos macrofagos durante a fase aguda da doenca de Chagas pode atuar lisando
0 agente etiologico. Estas células apresentam a forma induzida da NO sintase
(INO), cuja ativacdo ocorre por inducdo de citocinas (interferona-y e TNF-a), as
quais séo liberadas por algumas células do sistema imunoldgico. Essa
liberacdo é prolongada por diversas horas em concentracdes altas para serem
toxicas as células bacterianas ou tumorais. Portanto, 0s macrofagos
constituem-se em fonte de NO no organismo, fazendo com que suas funcdes
sejam devidas a liberacdo desse composto. Entretanto, a liberacdo excessiva
de NO pode causar consequéncias para as células hospedeiras, como colapso
vascular, por exemplo (BRUNET, 2001; SILVA et al., 2015; PEREIRA et al.,
2014). Além disso, NO parece ter importancia no processo de diferenciacdo
entre as formas extracelular (tripomastigota) e intracelular (amastigota) do
parasita (SOARES et al., 2014).

Diversos estudos sugerem que as cisteino-proteases séo alvos
macromoleculares do NO. Doadores de NO, como o nitroprusseto de sédio e o
S-nitrosoacetilpenicilamina (SNAP), inibem a capacidade catalitica da cruzaina
de T. cruzi através da formacg&do de S-nitrosotiol no residuo de Cys25 do sitio
catalitico da enzima (VENTURINI et al., 1998; COLASANTI et al., 2001). Esse
mesmo mecanismo de inibicdo ocorre pelo derivado furoxanico SNO-102
(Figura 22), exibindo atividade antiparasitaria dose e tempo dependente
(ASCENZI et al., 2004).
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Figura 22: Estrutura da molécula SNO-102.

O uso de complexos metalicos para o tratamento e geracdo de novos
compostos ativos na doenga de Chagas ocorre ha anos (SANCHEZ-DELGADO

et al.,, 1993). Especificamente os complexos de ruténio liberadores de NO
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(Figura 23) tém recentemente emergido como interessante alternativa no
tratamento dessa patologia. Esses compostos apresentam baixa toxicidade e
alta taxa de sobrevivéncia de ratos infectados com T. cruzi, alcancando valores
de 40% de cura parasitologica e acima de 80%, se utilizados em combinacéo
com benznidazol (SILVA et al., 2007, 2010; GUEDES et al., 2010; BASTOS et
al., 2014). A prépria utilizacdo dessas estruturas complexadas com o
benznidazol (Figura 23) tem demonstrado o aumento da eficacia contra o
parasita mesmo em concentracdes menores, diminuindo, dessa forma, os

efeitos adversos relacionados ao farmaco (SESTI-COSTA et al., 2014).

_ - 3+
= ®
| TOHL
N
@ 3+
NO JRuL
HaN.,, | NH; 2NN
HN™ | S |
R NS
n — -
R = N-heterociclico, H,0, SO;%, P(OEt) L =S05%

7 N /\

PFg

Figura 23: Estrutura geral dos complexos de ruténio liberadores de NO
de primeira e segunda geracdes e complexado com benznidazol.

Estudos apontam a S-nitrosilagdo na Cys166 catalitica da gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GADPH — Figura 24) por complexos de ruténio
liberadores de NO como importante evento para a inibicdo da via metabdlica
glicolitica do parasita. Observam-se de 85 a 97% de inibicdo enzimatica em
concentracdo de 200 mM (SILVA et al., 2010).



38

Figura 24: Estrutura da GADPH (cod. PDB 1K3T).
Fonte: http://www.pdb.org

Esses valiosos dados mostram o aspecto promissor dessa abordagem e
justificam a busca de novos compostos anti-T. cruzi liberadores de NO (SILVA
et al., 2007, 2010; GUEDES et al., 2010; SERAFIM et al., 2012; BENITEZ et
al., 2014).

1.2.2.5. Compostos com mecanismos diferenciados

O aumento no conhecimento da biologia basica do T. cruzi é de grande
importancia para a inovacdo nas abordagens do tratamento da doenca de
Chagas (GARZOLI et al., 2004).

Derivados dos acidos bifosfénicos (Figura 25) e pirofosfénicos podem
ser Uteis como nova via de agdo para a eliminacdo do tripanossoma, uma vez
que o parasita contém uma organela denominada acidocalcissoma. Esta, com
a inibicdo da enzima difosfato de farnesila sintase por esses derivados,
acumula minerais no interior do parasita, deixando-o inativo. Estudos também
demonstram a eficacia de farmacos utilizados para regular distlirbios na
reabsorcdo Ossea, por exemplo, risidronato e alendronato, inibindo a enzima
pirofosfato sintase (GARZONI et al., 2004; CASTRO et al., 2004; SZAJNMAN
et al., 2008).
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Figura 25: Derivados do acido bifosfonico.

Outro alvo no tratamento € a enzima chave hipoxantina-guanina
fosforribosil transferase (HGPRT), uma vez que o T. cruzi ndo realiza a
biossintese de novo das purinas. O alopurinol é um farmaco normalmente
utilizado no tratamento da gota, que atua inibindo esta enzima, impedindo que
0 parasita incorpore as bases puricas ao seu DNA (URBINA, DOCAMPO,
2003).

E importante ressaltar o fato de as formas amastigotas do T. cruzi serem
ATP-dependentes. Dessa forma, através da via glicolitica pode-se inativar a
GADPH por meio de diversos compostos, entre eles, os derivados do &cido
anacardico reduzido (Figura 26), por exemplo, diminuindo o fornecimento de
energia ao parasita (PEREIRA et al., 2008; FREILE-DE-LIMA et al., 2015;
PARIONA-LLANOS et al., 2015).
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Figura 26: Estrutura quimica do derivado reduzido do acido anarcadico

reduzido.

Anidrase carbonica de T. cruzi (TcAC) tem, recentemente, emergido
como um interessante alvo terapéutico. Compostos contendo grupos
hidroxamicos apresentam potencial de inibicdo dessa enzima, como é o caso
do composto J (Figura 27), o qual apresentou resultados promissores de
inibicdo enzimatica perante a TcAC (K; = 39,8 nM) e um valor de ICso de 7 uM
in vivo, além de baixa citotoxicidade em macréfagos (RODRIGUES et al., 2014;
GUZEL-AKDEMIR et al., 2013).
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Figura 27: Estrutura quimica do derivado hidroxamico inibidor de TcAC.

Produtos de origem natural, como por exemplo, a monalidina A (Figura
28-K) e seus derivados alcaloides extraidos da esponja marinha Monanchora
arbuscula (coletada na costa sudeste do litoral brasileiro), foram ativos contra
T. cruzi, mostrando a importancia da biodiversidade no fornecimento de novos
esqueletos moleculares para a quimica medicinal (SANTOS et al.,, 2015).
Derivados sintéticos da classe dos N',N-esquaramida (Figura 28-L), ativos
contra T. cruzi, também apresentam um padrdo molecular diferenciado, o qual
necessita ser mais explorado tanto a relagdo entre a estrutura quimica e sua
atividade bioldgica, quanto seu mecanismo de agdo ao nivel molecular (OLMO

et al., 2014).
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Figura 28: Estrutura quimica da monalidina A e do derivado N",N -

esquaramida.

Além desses alvos, a nanotecnologia também se constitui, atualmente,
em importante ferramenta para otimizar propriedades farmacéuticas e
farmacocinéticas de farmacos ja existentes e de compostos ativos em estudos
(ROMERO; MORILLA, 2010).
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1.3. PLANEJAMENTO DE FARMACOS ATRAVES DA MODIFICAC AO
MOLECULAR

A modificacdo molecular consiste em metodologia eficiente para a busca
de novos compostos biologicamente ativos, facilitada pelo aprimoramento da
sintese organica ao longo dos tempos (KOROLKOVAS, 1988; BARREIRO;
FRAGA, 2015; PATRICK, 2013; WERMUTH, 2015).

Neste processo, utiliza-se uma estrutura quimica com suas
caracteristicas fisico-quimicas e biologicas bem elucidadas como composto
protétipo para a obtencdo de entidades analogas, homodlogas ou congéneres
ao composto inicial, podendo ter acesso a produtos com caracteristicas
farmacodinamicas e/ou farmacocinéticas mais qualificadas (BARREIRO;
FRAGA, 2015; PATRICK, 2013; WERMUTH, 2015).

Dentre os processos de maior relevancia utilizados na modificacdo
molecular, a latenciagdo, o bioisosterismo e a hibridagdo molecular estéo entre
0s mais utilizados (BARREIRO; FRAGA, 2015; PATRICK, 2013; WERMUTH,
2015; JORNADA et al., 2016).

1.3.1. BIOISOSTERISMO

A primeira definicdo de compostos isOsteros foi expressa por Langmuir,
em 1919, que os considerou como grupos de atomos ou moléculas organicas e
inorganicas contendo o mesmo numero e/ou arranjo eletrénico, caracterizando-
se por possuirem semelhancas em suas propriedades fisicas (KIER, HALL,
2004; LIMA, BARREIRO, 2005; CIAPETTI, GIETHLEN, 2015).

Posteriormente, Erlenmeyer propés um conceito mais abrangente, no
qual ele definiu is6steros como sendo atomos, moléculas ou ions, os quais
apresentam o mesmo numero de elétrons na camada de valéncia. De maneira
conceitual, atualmente podem-se definir como isdsteros os grupamentos que
apresentam semelhanca nas camadas eletrbnicas mais externas ou, mais
amplamente, moléculas de tamanho e conformacdo semelhantes, que
contenham grupos com regifes de densidade eletrbnica analogas. Isésteros
sao classificados em classicos: apresentam igualdade na camada de valéncia,
abrangidos pela definicdo de Erlenmeyer e pela regra de hidreto de Grimm; e

nao-classicos: atomos, grupo de atomos ou compostos com disposi¢ao estérica
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e configuracao eletronica semelhantes aqueles dos quais se originam (LIMA;
BARREIRO, 2005; BARREIRO; FRAGA, 2015; WERMUTH, 2015).

Exemplos de isGsteros monovalentes classicos sao o fenol e a anilina
(Figura 29), em que a simples substituicdo do grupamento fendlico por um
grupamento amino confere expressiva alteracdo no pKa, sendo previstas,
assim, reatividade e propriedades farmacocinéticas distintas para estes
compostos isosteros (BARREIRO; FRAGA, 2015; CIAPETTI; GIETHLEN,
2015).

Silicio pode ser um substituto isostérico de um carbono sp?, pois ambos
sdo atomos tetravalentes (Figura 29). Similaridades quimicas sdo esperadas
entre estes atomos, porém, existem diversos aspectos nos quais eles séo
substancialmente diferentes. As ligagcdes quimicas do silicio apresentam
comprimento maior do que as do carbono (1,87 e 1,54 A, respectivamente). Tal
caracteristica pode interferir no tamanho e na forma dos compostos que
contém silicio ao invés do carbono. Outra diferenca € que o silicio € um atomo
mais eletropositivo, levando a diferencas consideraveis na polarizacdo das
ligacbes quimicas dos &atomos adjacentes. Ademais, pode influenciar
diretamente em caracteristicas como acidez e interferir em possiveis ligacdes
de hidrogénio formadas (SHOWELL; MILLS, 2003).
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Figura 29: Estrutura de bioisosteros classicos e ndo-classicos.

O termo bioiséstero foi introduzido inicialmente por Friedman para
denominar compostos que preenchem inteiramente o conceito de isosterismo e
tenham o mesmo tipo de atividade biolégica, sendo ela agonista ou antagénica
em um mesmo sitio receptor. Atualmente, o termo bioisosterismo se tornou
bem abrangente, podendo ser definido como compostos ou subunidades
estruturais de derivados bioativos que apresentem volumes moleculares,
formas, distribuicdes eletrénicas ou propriedades fisico-quimicas semelhantes,
capazes de apresentar propriedades biolégicas similares, agonistas ou
antagbnicas (LIMA; BARREIRO, 2005; CIAPETTI; GIETHLEN, 2015;
BARREIRO; FRAGA, 2015).

A descoberta do dicloroisoproterenol (Figura 30-M) a partir do
isoproterenol (Figura 30-N) foi de suma importancia para o desenvolvimento do

bioisosterismo na génese de novos farmacos (LIMA; BARREIRO, 2005).
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Figura 30: Compostos bioisostéricos: dicloroisoproterenol (M) e isoproterenol

(N).

A substituicdo do grupo catecdlico pelos atomos de cloro fez com que o
bioiséstero dicloroisoproterenol, além de maior meia-vida, resultasse em
propriedades antagdnicas ao receptor B1-adrenérgico. Evidenciou-se, assim, a
importadncia do grupamento catecdlico para a acdo biolégica agonista do
isoproterenol. Essa foi, também, a base para a sintese do antagonista
adrenérgico inespecifico, o propranolol (Figura 31-0O), considerado, a época,
inovacdo na terapéutica na area de anti-hipertensivos (LIMA; BARREIRO,
2005). Rombouts e colaboradores (2015) sintetizaram uma série de
bioisésteros do propranolol, substituindo o anel naftaleno por um anel
benzazaborinina (Figura 31-P), melhorando a interacdo com o0 respectivo

receptor adrenérgico (plCso = 7,3 e plCso = 6,3, respectivamente).
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Figura 31: Estrutura quimica do propranolol e do seu bioiséstero
contendo benzazaborinina.

Outro exemplo, este de bioisosterismo n&o-cldssico, consiste no
antagonista gonadotropinico. As moléculas a seguir (Figura 32) diferem apenas
pela substituicio do grupamento fendlico (Figura 32-Q) pelo grupo
metilsulfonamida (Figura 32-R), tendo este Ultimo atividade quatro vezes
superior em relacdo ao seu bioisostero fendlico (BARREIRO; FRAGA, 2015).
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Figura 32: Bioisosterismo néo-classico entre o derivado fendlico e o

derivado sulfonamidico.

Na segunda geracdo dos farmacos blogueadores de receptores de
angiotensina 1l, houve a substituicdo do &cido carboxilico pelo anel tetrazol
(Figura 33). Dessa forma, a propriedade acida foi mantida, o que € importante
para a formacdo da carga negativa, a qual ira interagir através de ligacéo iénica
com o receptor. Ademais, devido a maior estabilidade metabdlica e
lipofilicidade do grupo tetrazol, houve aumento significativo na meia-vida e na
biodisponibilidade por via oral desses novos farmacos (LEMKE et al., 2013;
PEGKLIDOU et al., 2010).
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Figura 33: Bioisosteros bloqueadores de receptores de angiotensina Il.

No planejamento de novos antibacterianos inibidores de B-lactamase, 0
bioisosterismo tem sido recentemente utilizado no grupo farmacoférico dos -
lactamicos. A substituicdo desse anel por derivados contendo &acido borénico
(Figura 34) gerou compostos com reatividade similar perante a enzima alvo,
sendo, ainda, compostos sinteticamente mais vantajosos em comparacao aos

inibidores presentes atualmente na clinica (CASELI et al., 2015).
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Figura 34: Esqueleto geral dos bioisosteros inibidores de B-lactamase.

Os principios de bioisosterismo sdo amplamente utilizados na estratégia
de modificacdo molecular de compostos com atividades biologicas previamente
bem estudadas, com o intuito de obter moléculas com maior poténcia e menos
efeitos colaterais. E um processo muito utilizado na concepgéo de antagonistas
metabdlicos de emprego geral em quimioterapia. Representa, deste modo,
abordagem eficaz para o planejamento de novos farmacos (LIMA, BARREIRO,
2005; CIAPETTI, GIETHLEN, 2015; BARREIRO, FRAGA, 2015).

1.3.2. HIBRIDACAO MOLECULAR

A técnica de hibridacdo molecular (HM) pode ser definida como a
reunido de caracteristicas estruturais, parciais, de dois compostos bioativos
distintos, numa unica nova estrutura, originando uma nova substancia. Esta
podera apresentar a atividade de um dos padrdes originais ou conjugar ambas
as atividades em uma unica molécula. Esta € uma das técnicas mais versateis
utilizadas na Quimica Medicinal (VIEGAS-JUNIOR et al. 2007; BARREIRO;
FRAGA, 2015; FORTIN; BERUBE, 2013; BERUBE, 2016).

A versatilidade da HM pode ser visualizada através da tropisetrona
(Figura 35-S), considerada um novo composto protétipo antagonista de
receptores 5-HTj, resultante da hibridacdo molecular entre a cocaina (Figura
35-T) e a serotonina (Figura 35-U), com elevada acdo anti-emética
(BARREIRO; FRAGA, 2015).
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Figura 35: Tropisetrona (S), cocaina (T) e serotonina (U).

Em alguns casos, a HM é utilizada com o intuito de obter compostos
com menos efeitos colaterais indesejaveis, podendo, também, originar
farmacos que tenham acdo dupla, sinérgica, em distintos sitios ativos.
Constitui-se, assim, em estratégia promissora para patologias que envolvem
diversos mecanismos fisiopatolégicos (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

A HM, utilizada para obter compostos com acéo mista, &€ exemplificada
na Figura 36, em que a estrutura hibrida da prazosina com o anel furoxano
contém propriedades vasodilatadoras aumentadas, devido & agdo antagdnica
nos receptores a-adrenérgicos e por promover liberagdo de NO, obtendo,
assim, atividade farmacologica potencializada (FRUTERRO et al., 1995).
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Figura 36: Composto hibrido contendo estrutura da prazosina e o anel

furoxano.

Outro exemplo consiste no composto NCX4016 (Figura 37), que
apresenta atividade anti-inflamatodria. Ressalte-se que ocorre diminuicdo dos

efeitos gastricos indesejaveis em relagdo aos anti-inflamatérios ndo esteroides



48

(AINES), que sao usualmente utilizados na clinica. O NCX4016 é o resultado
da hibridagdo molecular do acido acetilsalicilico com o grupamento éster nitrato
liberador de NO, o qual é responsavel pela protecdo da mucosa gastrica
(TURNBULL et al., 2006).
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Figura 37: NCX4016, hibrido que apresenta menores efeitos colaterais

em relacdo ao seu prototipo.

Benzofuroxano é um interessante grupo farmacoforico heterociclico, por
ser uma estrutura que apresenta vasta atividade biologica e propriedades
liberadoras de NO, além de apresentar boa estabilidade. A hibridacdo desse
grupo com naftalimidas N-substituidas (Figura 38), a qual apresenta potencial
de inibicho da enzima topoisomerase |l, deu origem a compostos com
interessante atividade bactericida (CHUGUNOVA et al., 2015).
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Figura 38: Hibrido do grupo benzofuroxano com naftalimidas N-

substituidas.

Na revisdo de Nepali e colaboradores (2014) diversos exemplos de
abordagens e estratégias para a obtencdo de compostos hibridos com
atividade anticancer podem ser observados, além da relacdo estrutura-
atividade desses novos compostos.

Deste modo, observa-se a riqueza de variagbes estruturais nas
moléculas protétipos que podem ser realizadas utilizando a técnica de HM, a

qual, em diversas vezes, € empregada em associacdo com demais técnicas,
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tais como, o bioisosterismo (VIEGAS-JUNIOR et al. 2007; BARREIRO;
FRAGA, 2015; WERMUTH, 2015).

1.4. PLANEJAMENTO DE FARMACOS E A MODELAGEM MOLECUL AR

O planejamento racional de novos farmacos € uma area interdisciplinar
complexa, constituindo-se, atualmente, em um dos campos de maior desafio e
evolucdo na ciéncia. As estratégias para a busca de moléculas com atividade
biolégica pode-se dividir, basicamente, em duas vertentes: baseada na
estrutura do ligante bioativo (conhecido como LBDD, Ligand Based Drug
Design) ou baseada na estrutura do receptor biolégico (conhecido como SBDD,
Structure Based Drug Design) (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2011).

A modelagem molecular (MM) é a abordagem utilizada para a
interpretacdo tridimensional “in silico” das moléculas e de suas propriedades
fisico-quimicas, podendo ser aplicada em diferentes estagios no
desenvolvimento de farmacos. Basicamente, compreende estagios precoces,
com o intuito de diminuir a quantidade de possiveis ligantes e, no final, a etapa
de otimizacdo dos compostos-lideres, reduzindo tempo e gastos com ensaios
experimentais (TAFT, DA SILVA, DA SILVA, 2008; PATRICK, 2013;
BARREIRO; FRAGA, 2015; XIANG-QUN, 2008; LEMKE et al., 2013).

Através de estudos de docking (ou ancoragem molecular) podemos
explorar o possivel modo de interacdo entre os ligantes e seus alvos
biomacromoleculares (Interacdo L-R). Pode-se, também, predizer a afinidade
entre o L-R através de valores em kcal/mol ou funcéo de score, dependendo do
programa utilizado: Autodock ou Gold, por exemplo (LEACH, 2001; MORGON;
COUTINHO, 2007).

Simulacdo de dindmica molecular (DM) é uma das técnicas de
modelagem molecular mais versatil e amplamente aplicada no planejamento de
farmacos. DM é utilizada para a compreensao do comportamento dinamico dos
ligantes e das biomacromoléculas em diferentes escalas de tempo, sendo
possivel, também, estudar a influéncia de solvente explicito na estrutura
proteica e parametros termodindmicos como entalpia e entropia (ALONSO;
BLIZNYUK; GREADY, 2006; MORGON; COUTINHO, 2007). Podem-se citar
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alguns dos programas mais utilizados em DM: CHAMM, GROMACS, MOLSIM
e NAMD (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006).

2. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral deste trabalho é o planejamento, sintese, estudo do
mecanismo de acdo ao nivel molecular e avaliacdo biologica de compostos
com atividade anti-Trypanosoma cruzi, através das técnicas de bioisosterismo
e hibridacdo molecular, originando compostos com mecanismos de acéo

distintos. Os objetivos especificos encontram-se nos Capitulos subsequentes.
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CAPITULO 1
EM BUSCA DO COMPOSTO LIDER...
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1.1. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Como exposto anteriormente, a doenca de Chagas é parasitose que
acomete cerca de 6-7 milhdes de pessoas e, ao menos, 75-90 milhdes estédo
sob risco de adquirir a doenca. Entretanto, mesmo com este cenario, apenas
dois quimioterapicos (nifurtimox e benznidazol) estdo disponiveis no mercado,
sendo que, no Brasil, apenas o benznidazol é utilizado (ANIS; ANIS; MARIN-
NETO, 2010; SOSA-ESTANI; SEGURA, 2015; PEREZ; LYMBERY;
THOMPSON, 2015; STANAWAY; ROTH, 2015, WHO, 2016; MALIK; SINGH,;
AMSTERDAM, 2015).

Este fato mostra a importdncia de se ampliar o numero de farmacos
disponiveis e propor quimioterapia mais eficaz para o tratamento da doenca de
Chagas. Assim, este projeto objetiva a sintese de compostos hibridos
bioisostéricos N-acilidrazonicos (Figura 1.1), que apresentam potencial de
interagdo com cisteino-proteases parasitarias, tais como a cruzaina, contendo
grupo liberador de 6xido nitrico, o qual apresenta atividade inibitéria perante
essa classe enzimatica (VENTURINI et al., 1998; COLASANTI et al., 2001;
ROMEIRO et al., 2009). Nestes derivados, o liberador de 6xido nitrico utilizado
€ o0 grupo furoxano, e, na porgdo acilidrazbnica, aplicou-se o bioisosterismo,
mediante variacdo de anéis aromaticos substituidos e n&o-substituidos, com
intuito de avaliar a possivel relacdo estrutura-atividade (REA) presente nesses

analogos.

Ar/Het

Potencial de Liberador de NO

inibi¢do da cruzaina

Figura 1.1: Esqueleto molecular geral dos derivados propostos

Esses compostos poderéo atuar, dependendo do modo de agdo, como
analogos hibridos, devido a incluséo do liberador de éxido nitrico e hidrazona
como grupos farmacofoéricos. Por outro lado, nos compostos que contém grupo

nitro no anel aromatico ou heteroaromatico, estes poderdo atuar, também,
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como bioprecursores — formas latentes, ndo ligadas a transportadores, que séo
biotransformada a forma ativa (WERMUTH, 2015; SILVA et al., 2005; CHUNG

et al., 2005) -, através da atuacgdo de sistema redox.

1.2. METODOLOGIA

1.2.1. SINTESE

A sintese dos intermediarios e dos compostos finais foi realizada durante
o periodo de estagio sanduiche nacional (mar¢co a dezembro de 2012), no
Laboratério de Quimica Organica Sintética (LQOS — IQ/UNICAMP) sob a
supervisao do Prof. Dr. Luiz Carlos Dias.

As Figuras 1.2 e 1.3 mostram as rotas sintéticas utilizadas.

% 5 g
R =
A eae

o) a) Q
)J\ *R)J\N,NHZ 90
R” “OH N ®/
IV - VI c) 0 =N
-1 1w ko
R™ N N
H
o)
1-8
/\)(T\ b) ’
N o &\
(@) \O/
VI
VIl

Figura 1.2: Rota sintética para obtencédo dos derivados contendo metila como
substituinte no anel furoxano. Condi¢des reacionais: a) CHzOH, H,SO4/refluxo;
N2H, 80% ag/60 °C; b) NaNOy(aq), AcOH/14 °C, 1 h; c) C,HsOH, H'/refluxo.

* Qutras hidrazidas foram adquiridas comercialmente.
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Figura 1.3: Rota sintética para obtencdo dos derivados contendo fenila como
substituinte no anel furoxano. Condi¢des reacionais: a) CHzOH, H,SO4/refluxo;
N2H4 80% ag/60 °C; b) NaNO»(aqg), AcOH/70 °C, 1 h; CHCI2, MnO.lt.a., 5 h; c)

C,HsOH, H*/refluxo. * Outras hidrazidas foram adquiridas comercialmente

1.2.1.1. Sintese do intermediario 4-formil-3-metil- 1,2 ,5-oxadiazol-2-6xido

(0]

O NaNO, (aq.) / AcOH MH
/\)J\H PNV Y

~14°C o N

Esquema 1.1: Formacao do furoxano contendo substituinte metilico.

Em solucédo de crotonaldeido (142 mmol), previamente destilado, em 20
mL de acido acético glacial sob agitacdo a temperatura inferior a 14 °C,
adicionou-se, lentamente, solugdo aquosa saturada de nitrito de sédio (497
mmol). A agitacdo foi mantida a temperatura ambiente durante 1 hora. Em
seguida, adicionou-se agua (200 mL) ao meio reacional e a extracdo foi
realizada com diclorometano. A fase organica foi lavada com agua e, na
sequéncia, secada com sulfato de sddio anidro. ApGs evaporagdo do solvente
sob pressdo reduzida, o produto formado foi purificado por coluna

cromatografica, utilizando hexano/AcOEt (0-40%) como sistema eluente.
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1.2.1.2. Sintese do intermediario 4-formil-3-fenil- 1,2,5-oxadiazol-2-6xido

1) NaNO, (Aq.) / AcOH Q

NS OH 70 °C H
W > /7 \®
2) CH2C|2, MnOZ, t.a. N\O/N\O@

Esquema 1.1I: Formacao do furoxano contendo substituinte fenilico.

A solucéo de alcool cinamico (40 mmol) em 8 mL de &cido acético, sob
agitacdo em banho de gelo, adicionou-se, vagarosamente, durante
aproximadamente 30 minutos, solucdo saturada de nitrito de sédio (120 mmol),
sem deixar que a temperatura ultrapassasse os 70 °C. A agitacdo foi mantida
por mais 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, o meio reacional foi
diluido em 100 mL de agua e realizada a extragdo com éter etilico. Lavou-se a
fase organica com agua, a qual foi, posteriormente, secada com sulfato de
sédio anidro. Apds evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida, o produto
formado foi purificado por coluna cromatografica, utilizando hexano/acetato de
etila (0-40 %). Na sequéncia, o alcool obtido na etapa anterior (6,24 mmol) foi
diluido em 65 mL de diclorometano. Adicionaram-se 7,48 g de MnO; e a
mistura foi mantida sob agitacdo durante 5 horas, em temperatura ambiente.
Em seguida, o meio reacional foi filtrado com silica-gel e, posteriormente, o

solvente foi evaporado sob presséao reduzida.



1.2.1.3. Procedimento geral para a sintese das hidr azidas intermediarias

(IV = VI)
% 5 g
- WO
O,N
NO, 2
I I
|
o 1) EtOH / *H o
refluxo
J » R)J\N’NHZ
R” “OH H
0,
-1l 2) N2H64080(2_:A3 (aq.) IV - VI

Esquema 1.11I: Formacao das hidrazidas intermediarias.

66

Primeiramente, os respectivos acidos carboxilicos (10 mmol), em etanol

anidro, foram refluxados, com catalise acida (0,5 mL de H,SO,), até o total

consumo do material de partida. Em seguida, o meio reacional foi resfriado até

a temperatura ambiente e, na segunda parte da reacéo, in situ, adicionaram-se

10 mL da hidrazina hidratada (80%) e o sistema foi mantido sob vigorosa

agitacdo, a 60 °C, por cerca de 4 horas. Apos o consumo total do éster, o meio

reacional foi resfriado e o precipitado formado foi filtrado e lavado com agua e

etanol a frio. A hidrazida IV (proveniente do reagente Ill) foi utilizada para a

proxima etapa sem purificacdo prévia.

1.2.1.4. Procedimento geral para a sintese das  N-acilidrazonas (1-15)

)

Ph/MeM j\ \H EtOH / *H o Phe/&q/
H -NF

\ Het/Ar” °N refluxo ~
@l N + H /U\N/N ~ N

o N__. P Het/Ar

(O ENN0)

Esquema 2.1V: Formacéao das N-acilidrazonas

Q
o)

0]

As hidrazidas utilizadas foram obtidas através de sintese (topico 2.1.3.)

ou comercialmente adquiridas. Manteve-se a reacdo de 1 mmol do aldeido

(tépicos 2.1.1 / 2.1.2) com 1 mmol da respectiva hidrazida, com catalise acida
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(5 gotas de HCI), em etanol anidro (30 mL) como solvente, sob agitacdo e
refluxo até o consumo total dos materiais de partida. Em seguida, apds o
resfriamento, o precipitado resultante foi filtrado e purificado através de

lavagem com etanol e agua a frio.

1.2.2. ANALISE

Os métodos de analise estao descritos no ANEXO |I.

1.2.3. ATIVIDADE BIOLOGICA (ENSAIO IN VITRO CONTRA FORMAS
AMASTIGOTAS DE T. CRUZI)

A avaliacdo dos compostos contra amastigotas foi realizada no
Laboratério de Quimica Medicinal e Computacional (IFSC/USP-SC), sob a
coordenacao do Prof. Dr. Adriano Defini Andricopulo.

Mioblastos de musculo esquelético de rato foram cultivados em
microplacas contendo 96 pocos em 2000 (célula/placa)/100 mL, com o meio
contendo 10% de soro bovino fetal (SBF) e 2 mM de L-glutamina. Depois de
24 h, 5000 tripomastigotas de T. cruzi (cepa Tulahuen C2C4 contendo o gene
da B-galactosidase (Lac-Z)) foram adicionados. ApGs 48 h, o meio foi removido
dos pocos e substituidos por 100 mL do meio fresco com ou sem a diluicdo do
composto seriado. Sete diluicdes de trés vezes foram usadas originando uma
faixa de 0,123 para 90 mg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C em 5% de
CO, durante 4 dias. Entdo, o substrato CPRG/Nonidet (50 pL foram
adicionados em todos 0s po¢os). A cor da reacdo gerada durante as 2-6 horas
seguintes foi lida fotometricamente em 540 nm. Através da curva sigmoide, 0s
valores de IC50 foram calculados.

Segundo o0 mecanismo do ensaio, 0S parasitas viaveis presentes no
meio reacional expressam a p-Gal, que, por sua vez, converte o substrato nos
produtos D-galactose e vermelho de clorofenol. Desta forma, a atividade anti-T.
cruzi in vitro foi determinada através de reacao colorimétrica pela medida direta
da absorbancia do produto vermelho de clorofenol em 540 nm, que é linear
com a concentracdo de parasitas no meio. Benznidazol foi o farmaco referéncia

utilizado.
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1.2.4. LIBERACAO DE OXIDO NITRICO

Os estudos de liberacdo de Oxido nitrico foram realizados pelo Técnico
Mauricio dos Santos, no Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas —
FBC/USP.

Os compostos foram diluidos em DMSO (1 mg em 200 uL) e analisados
utilizando o aparelho Sievers® Nitrico Oxide Analyser (NOA 280). A anélise foi
realizada através do método indireto, ou seja, pela quantificacdo da formacao
do anion nitrito (NO2) gerado, o qual € um dos principais subprodutos de
degradacdo do 6xido nitrico (BRAMAN, HENDRIX, 1989).

1.2.5. ESTUDOS DE PERMEABILIDADE CELULAR

Os estudos de permeabilidade em células Caco-2 foram realizados pelo
Dr. José Eduardo Gongalves, de acordo com a metodologia descrita por
Gongalves e colaboradores (2012) e Souza (2009a), no Laboratério de
Permeabilidade de Farmacos em Culturas Celulares (LPFCC) do
Departamento de Farmacia da FCF/USP, sob a responsabilidade da Profa.
Dra. Silvia Storpirtis.

Consideram-se os resultados dos estudos de transporte transepitelial
utilizando membranas formadas apds 3 semanas de cultivo das células Caco-2.
Previamente ao estudo de permeabilidade, as células foram lavadas com
tampdo Hank's contendo 200 mM de sais de HEPES (tampdo de
permeabilidade), com pH ajustado para 7,4. As células foram mantidas com
este tampdao por 20 minutos a 37 °C. Para avaliar a integridade da membrana
efetuaram-se medidas da resisténcia elétrica transepitelial (TEER), bem como
a quantificacdo de uma substancia padrao de baixa (amoxicilina) e outra de alta
permeabilidade (metoprolol). A resisténcia elétrica transepitelial (RET) foi
medida em cada receptaculo. Consideraram-se aptas para 0 inicio do
experimento as membranas que apresentaram valor de RET acima de 350 mQ
x cm?.

Os experimentos foram iniciados com a adi¢éo de solugcdo do composto
em tampao de permeabilidade em concentragcédo de 25 mM, a qual se mostrou

eficaz por ndo causar danos nas ceélulas em estudo, em pH 7,4, nos
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compartimentos apicais e basolaterais das placas Transwell®. As placas foram
mantidas sob agitacdo em agitador orbital a 37 °C (25 rpm). Realizaram-se as
coletas de 200 uL das amostras a partir do compartimento basolateral e apical
aos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos. Apds cada amostragem, rep0s-se 0
volume de 200 pL de tampédo, mantido a 37 °C, com a finalidade de
manutenc¢ao do volume do meio no compartimento.

As amostras foram quantificadas por meétodo analitico validado,
empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Os resultados do coeficiente de permeabilidade aparente (Papp, cm/s)
foram calculados de acordo com a seguinte equacéao:

Papp = (VR x AQ/At) / (A x Co)

onde VR é o volume do compartimento receptor (basolateral ou apical),
AQ/At é a taxa de aparecimento do composto na camara do receptor (em
ng/cm?/s), A é a area de superficie da membrana (cm?) e C, é a concentracéo
inicial no compartimento doador (ng/cm?®).

Os resultados dos ensaios in vitro sao apresentados como média *

desvio padréo referente a 3 determinagdes (n=3).

1.2.6. AVALIACAQO DA CITOTOXICIDADE

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados pelo aluno de iniciagéo
cientifica Felipe Pereira de Souza, no Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicologicas da FCF/USP, sob supervisdo da Profa. Dra. Ana Paula de Melo
Loureiro.

A cultura de linhagem HepG2, células de carcinoma hepatocelular
humano, foi gentilmente fornecida pela Profa. Dra. Terezinha de Jesus
Andreoli, FCF/USP, e mantida em meio DMEM, suplementado com 10% de
SFB, 10 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de sulfato de estreptomicina e 1,2
mg/mL de bicarbonato de sédio. As células foram incubadas a 37 °C, em
atmosfera contendo 5% de CO,.

Todos o0s ensaios foram realizados com células plaqueadas na
densidade de 5 x 10* células/mL e incubadas por 24 horas antes do inicio do
tratamento. Apos o periodo de adeséo celular, 0 meio de cultura foi substituido
por novos meios contendo as concentragbes de 3, 12, 24, 48 ou 96 pM das
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moléculas em estudo, dissolvidas em dimetilsulfoxido (concentracdo final de
DMSO no meio de cultura de 0,4368%, v/v). Prepararam-se incubacgbes
controle, utilizando-se meio de cultura completo e a exposi¢céo celular ocorreu
nas 24 horas subsequentes.

Para obtencéo de dados sobre a citotoxicidade das moléculas em estudo
analisou-se a atividade da cadeia respiratéria mitocondrial, através dos ensaios
de sal tetrazdlio (XTT).

Para a realizacdo desse ensaio utilizaram-se solugbes do kit de
citotoxicidade da empresa Xenometrix (2007). ApOs o tratamento, o meio de
cultura foi removido e lavaram-se, cuidadosamente, as células duas vezes com
200 pL de solucéo fosfato salina (PBS) e um novo meio de cultura com 5% de
soro fetal bovino (SFB) (200 pL por poco) foi adicionado a placa. Adicionou-se,
a cada poco da placa de cultura, 50 pL de uma solugcédo pré-formulada do
reagente XTT (Reagente XTT: tampao = 100 : 1). Em seguida, a placa de
cultura foi incubada por uma hora em estufa com atmosfera de 5% de CO,, a
37 °C. Aferiram-se os valores de absorbéancia (OD = OD450 nm — OD690 nm),
fazendo a leitura no comprimento de onda de 450 nm, com a leitura de
referéncia no comprimento de onda de 690 nm. Os resultados foram expressos

em porcentagem relativa ao grupo controle.

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1. SINTESE

A caracterizacdo completa dos compostos sintetizados estd disponivel
no anexo |. Quinze derivados hibridos bioisostéricos de N-acilidrazonas e
grupos furoxano (Tabela 1.1) foram sintetizados em trés etapas (Figuras 1.2 e
1.3): a) esterificacdo de dferentes acidos carboxilicos ao correspondente metil
éster e, na sequéncia, formagdo das hidrazidas (IV-VI); b) ciclizagdo do
crotonaldeido (VII) ou alcool cinamico (IX), este ultimo posteriormente oxidado
ao respectivo aldeido (X), e c) formacdo dos compostos finais (N-acilidrazonas
1-15). Os rendimentos das Ultimas etapas foram considerados razoaveis,
variando de 6% a 91%. Todos os compostos finais foram caracterizados

atravées de faixa de fusdo, cromatografia em camada delgada (CCD),
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infravermelho, RMN *H, *3C, espectrometria de massas de alta resolucéo e
andlise elementar.

O composto 2 foi utilizado como referéncia para a analise
diastereoisomérica através do experimento de NOE-diff. Devido ao
aparecimento dos sinais em 8,49 e 7,92 ppm (espetro disponivel no ANEXO 1),
pode-se concluir que o composto se apresenta em seu diastereoisémero E. Ou
seja, os hidrogénios em destaque estdo no mesmo lado da molécula (Figura
1.4).

Figura 1.4: Configuracdo E do composto 2.



Tabela 1.1: Estrutura dos compostos sintetizados
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1.3.2. ATIVIDADE BIOLOGICA (ENSAIO IN VITRO CONTRA FORMAS
AMASTIGOTAS DE T. CRUZI) E LIBERACAO DE OXIDO NIiTRICO

Atividade tripanomicida esta presente na Tabela 1.1l. Os valores de ICs
variaram de 2,88 a >100 pM. Os compostos mais ativos (6,14) mostraram
atividade tripanomicida similar (ICso = 2,88 e 2,90 pM, respectivamente),
embora menor do que o farmaco referéncia benznidazol (Bzd, ICsp = 1,50 uM).
Esses compostos apresentam o grupo nitro, considerado um grupo
parasitoforico, na posi¢cdo para do anel aromético. A propriedade retirante de
elétrons do grupo nitro, provavelmente, teve influéncia positiva na atividade
bioldgica. Além disso, esse grupo é capaz de interferir com o sistema redox do
parasita, tendo, assim, um efeito sinérgico na morte parasitaria (WILKINSON et
al., 2011). A orientacdo do grupo nitro também se mostrou importante, pois,
quando ele esta na posicdo meta (7, 12), ocorre diminuicdo consideravel na
atividade (ICsp = 9,94 e 15,30 pM, respectivamente). A Unica diferenca

estrutural dessas moléculas € o substituinte (metila ou fenila) no anel furoxano.
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Tabela 1.11: Atividade tripanomicida (amastigota — in vitro) e potencial de
liberacdo de 6xido nitrico (geracdo de anion nitrito)

ESTRUTURA ATIVIDADE LIBERACAO
COMPOSTOS TRIPANOMICIDA DE OXIDO
MOLECULAR
(ICs0 - UM) NiTRICO
(concentracéo -
HM)
Benznidazol 1,50 £ 0,35 ND
)
o) O
=N
1 @AN,NQ‘)} 6,70 £ 0,95 1220,0
o H N
Q

o 0
=N
2 = §/Zﬁ o >100 210,2
N
3 ©\/Z4 /N\l‘ >100 898,4

Q
o] 0
—N
4 N/N\VZ‘ b 2743%4,97 101,8
Br H N
S}
o] 0O
=N
5 N 6 14,3 + 2,54 56,0
Cl H N
S)
O @N/O
6 N-No A O 2,88 +0,38 2420
O,N H N
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Tabela 1.11: (Cont.) Atividade tripanomicida (amastigota — in vitro) e potencial de
liberacéo de 6xido nitrico (geracdo de anion nitrito)

ESTRUTURA ATIVIDADE LIBERACAO
COMPOSTOS MOLECULAR TRIPANOMICIDA DE OXIDO
(ICs0 - UM) NiTRICO
(concentracéo -
HM)

S}
0 0o
=N
7 @/KN/N\VZF/‘O 9,94 + 2,06 52,0
H N
O,N

8 NH o o 5,69 + 0,89 124,0
=N
@AN”N\ X b
H
9 ? N 8,12 +1,18 867,0
LT NN A0
(@] H @N
o0
10 2 N >100 4232,0
N’N\ N ,b
Cl H @I}l
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Tabela 1.11: (Cont.) Atividade tripanomicida (amastigota — in vitro) e potencial de
liberacdo de oxido nitrico (geracdo de anion nitrito)

ATIVIDADE LIBERACAO

ESTRUTURA
COMPOSTOS TRIPANOMICIDA DE OXIDO
MOLECULAR (ICs0 - UM) NITRICO
(concentragéo -
HM)
o)
11 N >100 601,0
N’N\ N ,\O
Br H N
o0
12 0 N 15,30 £ 2,80 912,0
N’N\ N ,\O
H oN
O,N ©0
o)
13 N >100 132,0
N”N\ S ,b
H @N
o0

14 ? N 2.90 +0,32 110,0
@AN’& Ny
O,N H

ol
o0

15 Q\/Z(Z §_N 9,1+2,11 33,4
NN A \
H

0
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o0
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Nos compostos halogenados contendo metila como substituinte no anel
furoxano, a atividade (5, ICso = 14,3 UM e 4, IC5p = 27, 43 uM) foi mais alta do
gue a observada nos compostos que continham a fenila como substituinte (10
e 11, ambos com ICsy > 100 pM). Considerando apenas a diferenca no
substituinte do anel furoxano (R, — Tabela 1.II), é possivel deduzir que grupos
volumosos, como a fenila, nesta posi¢cao, sdo desfavoraveis para a atividade
biologica. Entretanto, para moléculas contendo benzila como substituinte em
R; (3 e 15 — Tabela 1.1I) o oposto é observado: ICso > 100 uM e 9,1 pM,
respectivamente. Isso pode ser explicado pelo fato da lipofilicidade total da
molécula dispor de um importante papel na atividade, uma vez que o LogP
(calculado pelo programa MarvinView), para o composto 3 é 0,36, enquanto
para o composto 15 é 2,27. Contudo, os valores de LogP calculado para os
compostos mais ativos (6 e 14) séo 0,2 e 2,11, respectivamente. Esses dados
nos levam a deduzir que o comportamento diferente dos compostos com
metila ou fenila esta mais relacionado com a diferenca na interagdo com a
cruzaina, o possivel alvo para os compostos planejados, do que com a
prépria lipofilicidade.

HERNANDEZ e colaboradores (2012) sintetizaram compostos N-
acilidrazénicos contendo liberadores de éxido nitrico, apresentando atividade
anti-inflamatéria e analgésica. Em 2013, suas atividades antiparasitarias
também foram demonstradas (HERNANDEZ et al., 2013), mostrando razoavel
atividade contra T. cruzi. Neste artigo, seis grupos (A até G) de compostos
foram sintetizados variando a estrutura geral e os substituintes. Alguns
compostos na familia G, os quais a estrutura geral esta presente na Figura 1.5,

correspondem a derivados retroisostéricos dos derivados 1, 4 e 6, sintetizados

Ar
o @MN,NQ/
O-N" | H

\O’N

neste trabalho.

Figura 1.5: Compostos sintetizados por HERNANDEZ et al., 2013.
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O derivado bromado 4, mostrou-se ser mais ativo do que seus
retroisdsteros. Comparando o composto 6 (0 composto mais ativo deste
trabalho) com seu respectivo retroiséstero, o primeiro é cerca de 12 vezes mais
ativo contra amastigota do que o segundo. Embora o artigo de Hernandez e
colaboradores (2013) ndo envolva o retroiséstero do composto 14, pode ser
postulada a hipétese de que a mudanca da posicao dos grupos (N-acilidrazona
e furoxano) deve interferir na interacdo com o alvo bioldgico, influenciando,
portanto, a atividade desses derivados.

Com intuito de explorar um possivel mecanismo de acdo dos compostos
planejados, relacionados ao potencial de liberacdo de o6xido nitrico (NO), os
quinze compostos foram submetidos ao teste de gerag&o de nitrito (importante
subproduto da degradacdo do NO). Os valores de liberagcédo variaram de 33,0 a
4.232,0 uM (Tabela 1.1I). Comparados com o padréo (espermina NONOato =
211.200,0 uM), todos os compostos apresentam baixo potencial de liberar NO.
O composto com maior potencial de liberacdo de NO (10) mostrou-se inativo
(ICs0 2 100 uM), e, o composto com menor potencial de liberacdo de NO (15)
mostrou atividade tripanomicida intermediaria (ICso= 9,1 uM). Portanto, parece
nao existir correlagéo entre o potencial de liberagdo de NO e a atividade
tripanomicida. Da mesma forma, ndo se encontrou relacdo direta entre a
estrutura molecular e a habilidade de liberacdo de NO. Embora propriedades
de liberacdo de NO podem propiciar sinergismo de acao, este pode nao ser o
principal mecanismo de acao destes referidos compostos.

No entanto, como se considera que este pode ser um segundo
mecanismo de acdo, a pesquisa a respeito prosseguira em outro modelo. Vale
mencionar que, no momento, sé dispunhamos de ensaios de liberagdo em
modelo quimico, cujo resultado fornece apenas uma previsdo de estabilidade
da molécula. Estudos mais aprofundados serdo realizados, feito diretamente
nos parasitas, para a avaliacdo da influéncia do NO na atividade dos

compostos sintetizados, confirmando ou ndo a hipétese anterior.
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1.3.3. ESTUDOS DE PERMEABILIDADE CELULAR E CITOTOXI CIDADE

Para os compostos mais ativos (6 e 14), estudos adicionais foram
realizados para avaliar a permeabilidade celular e a citotoxicidade em células
humanas (Tabela 1.111).

Absorcédo intestinal humana de novos candidatos a farmacos é
frequentemente estimada pela medi¢do de permeacédo do composto através da
monocamada da membrana de células Caco-2, as quais sdo uma linhagem
celular de carcinoma de colon epitelial, que funcionam como um desejavel
modelo in vitro para a avaliacdo de absorcdo intestinal de farmacos
(STORPIRTIS et al., 2009). Como a integridade e permeabilidade de
monocamadas podem variar entre experimentos, compostos controles como
metoprolol e amoxicilina, 0os quais sdo conhecidos por terem alta e baixa
permeabilidade, respectivamente, e fluoresceina, um marcador paracelular,
foram também utilizados no mesmo experimento. Estudos de permeabilidade
foram conduzidos na direcdo do influxo (apical para basolateral A-B) para o
efluxo (basolateral para apical B-A). Estudos de permeacdo em Caco-2 foram
realizados através da comparacdo do coeficiente de permeabilidade aparente
(Papp) na direcao de absorgcdo e secre¢ao originando uma indicacdo de um
possivel envolvimento de mecanismo de transporte ativo, ou absortivo ou
secretorio. O transporte por glicoproteina-P (Gp-P) pode ser responsavel por
secretar farmacos da corrente sanguinea para o limen e a direcdo B-A pode
funcionar como uma barreira para a absorgao oral.

O Papp para os compostos avaliados encontra-se na Tabela 1.lll. Os
valores mostraram que, embora o composto 6 seja menos lipofilico do que o
composto 14, ele apresenta alta permeabilidade de acordo com o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) (CHAVDA; PATEL; ANAND, 2010). Isso
indica que o composto 6 nao apresenta problemas relacionados com absorcéo
pelo trato gastrointestinal, uma vez que ele pode ser adequadamente
solubilizado nos fluidos fisiologicos deste sistema. Por outro lado, para o
composto mais lipofilico 14, o Papp indicou baixa permeabilidade.

A taxa de fluxo menor do que 2,0 obtida para ambos os compostos (6 =
0,87 e 14 = 0,63) indicou que ndo ha transporte significativo na direcdo de
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efluxo, possivelmente mediado pela Gp-P (SOUZA et al., 2009; HUBER;
MARUIAMA; ALMEIDA, 2010).

Tabela 1.11I: Permeabilidade cellular e citotoxicidade (in vitro) dos
compostos mais ativos

ESTUDO .
ESTRUTURA DE CITOTOXI INDICE DE
COMPOSTOS MOLECULAR PERMEABILIDADE CIDADE SELETIVIDADE **
(x 10, cm/s, (ICso - M)
A-B/B-A) *
Benznidazol ND 28.1 18.7
e
0 O
6 H,N\ \—,b 43,17 +7,60/ 80.9 28.09
O:N 37,63 + 4,45
14 0 N 0,82 +0,09/ 455 15.69
~N )
ON N ow® 0,52 + 0,03
o0

ND — N&o determinado
* A-B/BA = apical — basolateral/basolateral — apical
**|S = ICsp de citotoxicidade/ICsy de atividade tripanomicida

Os estudos de citotoxicidade foram realizados usando células de
carcinoma hepatocelular humano (HepG2). Neste estudo, a atividade da cadeia
respiratério mitocondrial foi avaliada através do ensaio de XTT (sal de
tetrazélio).

Os resultados de citotoxicidade estdo na Tabela 1.lll. Ambas as
moléculas foram menos citotoxicas em comparacdo ao benznidazol (6, 1Csp =
80,9 pM; 14, ICso = 45.5 pM; Bzd, ICs0 = 28,1 pM). E interessante observar que
0 composto 6 € quase trés vezes menos citotoxico do que o benznidazol. O
indice de seletividade (IS) corresponde a taxa entre ICso de citotoxicidade e
ICso da atividade tripanomicida. O IS do composto 14 (15,69) € levemente
menor do gue o benznidazol (18,7). Porém, o IS do composto 6 (28,09) foi mais

alto do que o farmaco referéncia, levando a consideracdo de que este
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composto € um interessante lider e podera ser submetido a futuros estudos e

otimizacdes.

1.4. CONCLUSOES

Quinze compostos hibridos bioisostéricos contendo grupos N-
acilidrazona e furoxano foram planejados, sintetizados e tiveram sua atividade
tripanomicida e potencial de liberagdo de NO avaliados. Os compostos mais
ativos (6 e 14) foram submetidos a estudos de permeabilidade celular e
citotoxicidade. A relacdo entre estrutura quimica e atividade bioldgica (REA)
indica que o modo de interacdo da estrutura geral com o possivel alvo biolégico
tem a maior interferéncia pela substituinte R, (Tabela 1.11). Devido a natureza
do esqueleto estrutural dos compostos, um duplo mecanismo de acdo pode
estar envolvido na atividade desses derivados. Compostos 6 e 14
apresentaram menor atividade tripanomicida comparado com o farmaco
referéncia (Bzd). O potencial de liberacdo de NO parece ndo ter correlacao
direta com a atividade biolégica, mas, pode estar presente como um efeito
sinérgico. Estudos em modelo no parasita serdo realizados para se avaliar
diretamente a liberagcdo do NO e estabelecer, se possivel, a correlacdo com a
atividade biolégica, como a hipotese aventada anteriormente.

Esses mesmos compostos, 6 e 14, mostraram-se menos citotoxicos em
células humanas do que o Bzd, sendo o composto 6 0 mais promissor, por
apresentar boa permeabilidade in células Caco-2 e IS maior que o farmaco
referéncia.

Portanto, o composto 6 pode ser considerado um lider neste
planejamento. Estudos de inibicdo enziméatica e de modelagem molecular
(docking e analise quimiométrica) podem ser realizados com o objetivo de obter
um melhor entendimento em relagdo ao seu mecanismo de acédo ao nivel
molecular, dirigindo futuras otimizagcbes principalmente para melhorar

propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas.
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CAPITULO 2

ELUCIDACAO DO MECANISMO DE ACAO
E DAS PROPRIEDADES MOLECULARES
MAIS RELEVANTES...
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2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS E JUSTIFICATIVAS

No capitulo anterior, quinze derivados hibridos bioisostéricos de grupos
N-acilidrazonas e furoxano foram planejados e sintetizados, 0s quais
mostraram interessante perfil de atividade contra amastigota de T. cruzi. Com o
objetivo de identificar as principais propriedades moleculares que mais se
correlacionam com a atividade biolégica, uma andlise exploratéria de dados foi
realizada usando os quinze compostos listados na Tabela 1.1. Esta abordagem
compreende dois métodos: analise hierarquica de grupos (HCA), a qual
discrimina amostras através de indices de similaridade e analises de
componentes principais (PCA), que utiliza combinacbes lineares de dados
originais (FERREIRA et al., 1999).

A enzima cruzaina é a principal cisteino-protease do T. cruzi, tendo
papel fundamental na progressdo do ciclo de vida parasitario, tais como,
invasao celular e evasao do sistema imune (MCGRATH et al., 1995; JUDICE et
al.,, 2001). Tendo em vista que as N-acilidrazonas sao consideradas
interessante esqueleto molecular de interagcdo com esta enzima (MOREIRA et
al., 2009; ROMEIRO et al., 2009), a série de quinze compostos foi avaliada
através de ensaios de inibicdo enzimética. Adicionalmente, estudos de docking
foram realizados para avaliar as possiveis interagdes essenciais entre o ligante
e 0 receptor.

Além disso, para 0 composto com maior atividade tripanomicida (6)
foram conduzidos estudos adicionais de citotoxicidade em linhagem celular de
hepatocarcinoma humano (HepG2), seguido pela andlise de efeitos toxicos que

podem alterar o ciclo celular in vitro.

2.2. METODOLOGIA

2.2.1. ENSAIO DE INIBICAO DA CRUZAINA

Cruzaina mutilada na porcdo C-terminal foi obtida de Escherichia coli
(cepa M15 ou DH5a contendo a expresséo do plasmideo) (EAKIN et al., 1992).
O substrato Z-Phe-Arg-AMC e todos o0s reagentes para preparacao de tampdes

foram comprados da Sigma-Aldrich. Solucdo estoque do substrato de dos
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candidatos a inibidores a 10 mM em DMSO foram armazenadas a -20 °C e a -4
°C, respectivamente.

A enzima altamente purificada (0,64 nM), em 50 mM de fosfato de sédio,
100 mM de cloreto de sbdio, 5 MM de EDTA, pH 6,5, contendo 5 mM de DTT,
foi incubada com os derivados em estudo por 5 minutos a temperatura
ambiente, seguido pela adicdo do substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC (LI et
al., 1995; BORCHARDT et al., 2010). A fluorescéncia foi monitorada através do
espectofotdbmetro Wallac 1420-042 da PerkinElmer e mensurada através do
comprimento de onda excitatorio de 355 nm e 460 nm como o0 comprimento de
onda de emissao.

A atividade enzimatica da cruzaina foi mensurada como um aumento da
intensidade da fluorescéncia pela clivagem do substrato Z-Phe-Arg-AMC e
liberacdo da aminocumarina.

Os valores de ICso foram calculados usando analise de regressdo nao-
linear empregando o modulo Sigma-Plot de cinética enzimatica, baseou-se na
porcentagem de atividade enzimatica na presenca do inibidor, relativo a

atividade enzimatica na auséncia do inibidor.

2.2.2. CONSTRUCAO DOS MODELOS MOLECULARES, CALCULOS DOS
DESCRITORES E ANALISE EXPLORATORIA DE DADOS (HCA E_PCA)

A analise de HCA (Hierarquical Cluster Analysis) e PCA (Principal
Component Analysis) foi efetuada com a colaboracéo da Dra Kerly Fernanda
Mesquita Pasqualoto, pesquisadora do Instituto Butantd, S&o Paulo.

Construiram-se os modelos moleculares tridimensionais (3D) dos quinze
compostos (Tabela 2.1) na forma neutra, usando o programa HyperChem 7.0.
As coordenadas cartesianas da nifuroxazida (ALLEN, 2002) foram empregadas
como geometria de referéncia para todos os analogos. A geometria dos
modelos moleculares investigados foi otimizada em campo de forca MM+, o
qual corresponde a extensdao do campo de forca MM2, sem quaisquer
restricbes. Calcularam-se as cargas atbmicas parciais usando o método semi-
empirico AM1 (STEWART, 2004). Realizou-se a minimizacdo de energia
empregando o método de declive maximo e gradientes conjugados do

programa MOLSIM 3.2, considerando um critério de convergéncia de 0,01
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kcal/mol. O esquema realizado da simulacédo de Dinamica Molecular (DM) para
todos os sistemas foi de 1 ns (1 fs o tamanho de cada etapa) a 310 K
(programa MOLSIM 3.2). Os arquivos trajetéria de saida foram salvos a cada
20 etapas de simulacdo. Constante dielétrica de 3,5 foi considerada nos
calculos para simular o ambiente de membranas biolégicas. Depois de alcancar
o estado de equilibrio, selecionaram-se conférmeros a cada 100 com o objetivo
de encontrar aquele de menor energia mais frequente. As contribuicbes das
energias de solvatacdo intramolecular e de ligacdes de hidrogénio foram
computadas para cada conférmero selecionado do esquema de DM. A energia
de solvatacéo intramolecular considerou o modelo shell de hidratacéo proposto
por Forsythe e Hopfinger (1973).

Propriedades termodinamicas encontradas para as conformacdes de
menor energia dos compostos investigados incluem as seguintes contribuicdes
de energias intramoleculares: estiramento, (Estretch), van der Walls (Evpw),
eletrostatica (Ecuarce), ligacdo de hidrogénio (Epg) e solvatacdo (Esorv). A
soma de todas as contribuicbes energéticas, as quais correspondem a energia
potencial total (Ertor), foi também considerada. No total, calcularam-se 63
propriedades moleculares ou descritores de diferentes naturezas relacionados
a contribuicdes eletrénicas, hidrofébicas ou estéricas empregando 0s seguintes
softwares: Molsim 3.2, HyperChem 7.0, Gaussian 03W (método b3lyp/6-31G**)
e Marvin 4.1.8. Informacbes detalhadas a respeito de todos os descritores,
métodos e respectivos softwares utilizados nos calculos estdo listadas no
ANEXO II.

Devido a distinta ordem de magnitude entre as variaveis calculadas, o
procedimento de autoescalonamento foi aplicado como método de pré-
processamento (FERREIRA, 1999). A analise exploratéria, PCA (andlise de
componentes principais) e HCA (andlise hierarquica de grupos), foi realizada
usando o programa Pirouette 3.11. No PCA, que utilizou seis fatores, a matriz
de dados X (I x J), correspondente a | compostos e J descritores, foi
decomposta em duas matrizes, T e L, modo que X = TL'. A matriz T, é
conhecida como matriz score, representa as posicdes das amostras
(classificacdo) no novo sistema de coordenadas em que as PCs, ou fatores,
S840 0S eixos. Scores sdo integrais para analises exploratérias, uma vez que

eles mostram a correlagdo inter-amostras. L € a matriz de loading em que as



88

colunas descrevem como 0S Novos eixos sao construidos a partir dos eixos
antigos e indicam as contribuicbes das varidveis de cada PC (FERREIRA,
1999). O diagnostico de outliers, implementado no programa Pirouette 3.11, foi
também realizado através da distancia de Mahalanobis.

No HCA, consideram-se o método completo de ligacdo e distancia
euclidiana. Os valores de distancia s&o transformados em matriz de
similaridade, cujos elementos correspondem aos indices de similaridade. O
indice de similaridade varia de O (amostras ou variaveis/descritores
dissimilares) a 1 (amostras ou variaveis/descritores idénticos) e, quanto maior o
indice de similaridade menor a distancia entre qualquer par de amostras ou
variaveis (descritores ou propriedades moleculares). Os resultados sao
expressos como um dendrograma, que corresponde a um mapa de trés

formas, construido através dos dados de distancia.

2.2.3. DOCKING

Estudos de docking foram realizados usando o programa Autodock 4.2.
As estruturas dos ligantes utilizadas foram previamente preparadas (vide topico
2.2.2) e a enzima foi a estrutura cristalografica da cruzaina, cisteino-protease
de T. cruzi (codigo PDB 3106; 1,10 A de resolucéo) (MOTT et al., 2010). As
cargas Gasteiger e &tomos de hidrogénio foram adicionadas na molécula do
ligante, enquanto que o Autogrid foi utilizado para calcular o mapa grid
centrado no sitio de ligacdo do ligante da cruzaina (Cys25), cobrindo, desta
forma, toda a extensdo da molécula do ligante. O tamanho ideal encontrado
para o grid foi: X =16 A, Y = 14 A e Z = 18 A, selecionado ap6s efetuado o
processo de redocking. As poses geradas foram avaliadas usando o programa
Pymol através de inspecdo visual e andlise dos valores energéticos de
interacao ligante-receptor.

2.2.4. ANALISE DE FRAGMENTACAO DE DNA E CICLO CELUL AR

Os estudos de fragmentacdo de DNA e ciclo celular foram realizados
pelo aluno Tiago Franco de Oliveira, sob supervisdo da Profa. Dra. Ana Paula
de Melo Loureiro, no Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas,
FCF/USP.
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Linhagem de hepatocarcinoma celular humano (HepG2) foi, gentilmente,
cedida pela Profa. Dra. Terezinha de Jesus Andreoli (FCF/USP). A cultura da
monocamada foi mantida em DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), 10 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de sulfato de estreptomicina e
1,2 mg/mL de bicarbonato de sédio. Células foram incubadas a 37 °C em
atmosfera contendo 5% de CO,. Todos os ensaios foram realizados com
células plagueadas em uma densidade de 5 x 10° células/poco em placas de
24 pocos 24 horas antes do inicio do tratamento. O meio de cultura foi, entéo,
substituido por novo meio completo, contendo concentracfes de 3, 12, 24, 48
ou 96 uM do composto 6 dissolvido em DMSO (concentracéo final de DMSO no
meio de cultura foi de 0,44% v/v). Incubaram-se as células controle com meio
de cultura completo. Depois de 24 horas, as células foram lavadas duas vezes
com 1.000 pL de tampéao salino fosfatado (PBS) e suspendido em meio de
cultura fresco (fenol red-free) contendo 10% de SFB (1.000 pL/pocgo). As
células suspendidas foram centrifugadas (500 g, durante 10 minutos a 4 °C) e
suspendidas em 300 pL de tampéao de lise celular (PBS, 2% SFB, 0,05% Triton
X-100, 0,1% citrato sodico) contendo 20 uL/mL de iodeto de propidio (IP) e 100
pL de solucdo de RNase A (15 mg/mL). Depois de 30 minutos a temperatura
ambiente, a intensidade de fluorescéncia do IP ligado ao DNA (10.000
eventos/amostra) foi monitorada com Agxc = 488 nm e Agy = 667 nm através do
equipamento FACs CANTO II (BD, Biosciences).

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. ENSAIO DE INIBICAO DA CRUZAINA

Dados de inibicdo da cruzaina estdo apresentados na Tabela 2.I
juntamente com os dados de atividade tripanomicida, previamente relatados no
Capitulo 1. Os valores de ICsy variaram de 2,2 até 25,2 pM. Levando em
consideracdo o substituinte no anel furoxano, os compostos podem ser
divididos em duas séries: uma com o grupo metil A e outra com o grupo fenila
B. Compostos da série A sdo mais potentes do que aqueles da série B. O
composto mais potente (7, ICso = 2,2 uM) das séries apresenta um grupo fenila

diretamente ligado no grupo N-acilidrazona. Comparando os compostos com
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estruturas similares ao 7 (4,5,6) é importante a observacao de que substituintes
na posicdo para parecem nao ter um papel determinado na inibicdo da
cruzaina, por apresentarem perfis de inibicdo similares. Além disso, o0
composto nao substituido 2 apresentou valor de ICso similar ao dos compostos
4, 5 e 6. Entretanto, a atividade diminui com a presenca do grupo nitro na
posicdo para, em relacéo a posicdo meta, sendo o composto 7 mais potente do
gue o composto 6. A influéncia eletrbnica estimada através do parametro de
Hammett, o, ndo auxilia no entendimento da diferenca na atividade inibitoria. O
parametro o para os substituintes Cl, Br e NO;, na posi¢do para e meta €,
respectivamente, 0,37; 0,39; 0,78 e 0,71, diminuindo, portanto, a densidade
eletrdnica do anel aromatico, fato que pode estar envolvido na interagdo com a
enzima. Vale ressaltar que o valor de ICso para 0 composto 6 € menor do que
para o composto 4 e 5, segundo a magnitude de ¢ para o grupo nitro, que €
aproximadamente duas vezes a do Br e Cl. Tal fato indica que o parametro
eletrdnico pode ser importante para a poténcia inibitoria. Entretanto, a diferenca
entre o o0 do grupo NO; nas posi¢cdes para e meta ndo € suficiente para explicar
a grande diferenca observada na inibicdo da cruzaina (ICso = 11,2 e 2,2 UM,
respectivamente). Deste modo, se pode concluir que o fator eletrénico é
importante, porém, fatores estéricos podem explicar melhor a maior atividade
do composto 7.

Na série B, composto 9 (ICso = 2,6 uUM), que apresenta o anel furano,
mostrou maior atividade inibitéria do que seu bioisostero 13 (ICsp = 11,5 pM),
que apresenta um anel fenila ligado ao grupo N-acilidrazona. E possivel que o
oxigénio esteja envolvido em uma ligacédo de hidrogénio com o alvo, refletindo,
também, a importancia do fator eletrdnico na inibicdo. Por outro lado,
compostos 10, 11, 12 e 14 mostraram-se menos potentes do que o0 9 e seu
bioiséstero. Isso reflete a interferéncia negativa do volume do grupo furoxano,
quando ele apresenta uma fenila como substituinte ao invés da metila, de

alguma forma, neutralizando o possivel efeito eletrénico dos substituintes.
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Tabela 2.1: Compostos e suas atividades tripanomicida e de inibicdo na
cruzaina
Estruturas ATIVIDADE INIBICAO
TRIPANOMICIDA CRUZAINA
1Cs0 (LM) ICs0 (M)
Benznidazol 1,50+0,35 ND
o
0 0O
=N
1 NN,N\VZF/ED 6,70 + 0,95 4,4+0,4
O H N
S}
0 0O
=N
2 NN A& 0 >100 6,2+0,5
H N
S
o) O
Cl e Vs
3 N-No A& 0 >100 8515
H N
S
(@] @N/O
4 NN A /b 27,43 £4,97 6,4+£04
Br H N
S)
O %/O
5 N/N\Vi:rb 14,3 +2,54 72+0,7

Cl H
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Tabela 2.1: (Cont.) Compostos e suas atividades tripanomicida e de inibic&o

na cruzaina
Estruturas ATIVIDADE INIBICAO
TRIPANOMICIDA CRUZAINA
ICs0 (LM) ICs0 (LM)
S
o) @N/O
6 Q/(N’Nvi:b 2,88+0,38 11,2 +0,2
O,N H N
o
o) O
=N
@/‘(N,N\Vz/b 9,94 + 2,06 2207
H N
! O,N
8 : NH o ® 5,69 £ 0,89 252+1,4
@A RN
H
9 ? N 8,12 +1,18 2,6+0,8
\\ NN A& .0
O H @N
o0
10 2 N >100 8,3+0,2
N-No A& 0
Cl H N
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Tabela 2.1: (Cont.) Compostos e suas atividades tripanomicida e de inibic&o

na cruzaina
Estruturas ATIVIDADE INIBICAO
TRIPANOMICIDA CRUZAINA
Compostos Moleculares
ICs0 (M) ICs0 (M)
11 7 N >100 74%0,8
N’N\ X ,b
Br H @l}l
o0
? N 15,30 + 2,80 14,020
N’N\ X ,b
12 H @N
o,N ©0
o)
—N >100 115+£14
N/N\ X ,b
13 H oN
o0
o)
=N 2,90+£0,32 15,1+1,6
NNy A 0
14 O2N H ol
o0
15 Q\/Z(Z N 9,1+2,11 8,7+0,2
N’N\ X ,b
H @l}l
©0

ND-Nao determinado
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Comparando-se 0 composto mais ativo da série A, 0 composto 7, com o
mais ativo da série B, o composto 9, pode-se aventar uma hipoétese,
considerando-se que eles apresentem apresentam valores semelhantes de
ICs0. A polaridade do anel furano, que reflete um efeito eletrénico, pode
contrabalancear a influéncia negativa do substituinte fenila no anel furoxano do
composto 9. Mesmo assim, é interessante, também, comparar o composto 1
(série A), com o composto 9 (série B). O valor de ICso do primeiro é cerca de
duas vezes o valor do segundo, significando que o volume do grupo no anel
furoxano leva a posicdo mais adequada do composto no alvo. Isso, de certa
forma, corrobora a hipétese anteriormente levantada.

O composto menos potente de ambas as séries, 8, contém um anel
fenilantranilico, indicando, também, que essa regido € sensivel a grupos
volumosos, mas, neste caso, ndo € contrabalanceada com a presenca da
metila como substituinte no anel furoxano.

E importante salientar que, no planejamento fenotipico, o mais
importante é identificar o composto mais ativo diretamente no parasita, ou seja,
o ligante com maior poder tripanomicida. Este é o que apresenta maior
potencial para a continuidade dos estudos pela busca de um candidato anti-
T.cruzi. Baseado nessas consideragcdes anteriores, 0s compostos 6 e 14 sdo 0s
mais potentes contra formas amastigotas de T. cruzi em ambas as séries,
apresentando valore de ICso similares (2,88 e 2,90 uM, respectivamente). Por
outro lado, o composto mais ativo na enzima, 7, € menos potente no parasita
em relagcdo aos compostos 6 e 14. Embora problemas de permeabilidade n&o
sejam descartados no caso da atividade antiparasitaria, ndo houve correlacéo
da atividade tripanomicida com a inibicdo enziméatica, indicando que outro alvo
possa estar envolvido na acdo ao nivel molecular. Como relatado no Capitulo
1, também nado houve correlacéo entre a atividade tripanomicida e liberagcéao de
NO. Como mencionado no Capitulo 1, estudos diretamente do parasita serdo
realizados para avaliar a correlacdo com a liberacdo de NO, estabelecendo ou

nao este como outro mecanismo de acao dos compostos planejados.
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2.3.2. ANALISE EXPLORATORIA DE DADOS

Dos quinze compostos em estudo, aqueles contendo metila como
substituinte no anel furoxano (1-8) mostraram menores valores de EtoraL
(somatoria de todas as contribuicbes energéticas, as quais correspondem a
energia potencial total) (entre 4,1852 kcal/mol e 19,3362 kcal/mol). O composto
8 foi 0 mais energeticamente favoravel, apresentando atividade tripanomicida
intermediaria, e o pior inibidor da cruzaina. Por outro lado, o composto mais
ativo contra o parasita, 6, foi o mais energeticamente desfavoravel na série
com substituinte metila. Em contraste, compostos com fenila como substituinte
no anel furoxano (9-15) mostraram maiores valores de EroraL (entre 22,9062
kcal/mol e 35 kcal/mol) e o substituinte fenila foi, em geral, desfavoravel para a
atividade em amastigota (vide Capitulo 1). Curiosamente, composto 9, o qual
apresenta valor energético desfavoravel (32,2435 kcal/mol), € o composto mais
ativo perante a cruzaina. Esta falta de correlacdo estd de acordo com a
hipotese da existéncia de outro mecanismo de acdo que pode estar envolvido
na atividade antiparasitaria.

Todas as propriedades moleculares ou descritores calculados estéo
apresentados no Anexo II.

Os resultados do PCA provenientes da analise exploratéria de dados
estdo apresentados na Figura 2.1. De acordo com a selecédo de fatores (Figura
2.1-A), os dois primeiros fatores ou PC (componentes principais) discriminaram
80,94% do total de variancia dos dados originais (descritores ou propriedades
moleculares), sendo que o PC1 ou fator 1 explicou 54,56% e o PC2 ou fator 2
descreveu 26,38%. Ambos PC podem ser considerados como representativos
na analise da série de compostos por este estudo. PC3, PC4, PC5 e PC6
descreveram apenas 8,28%, 4,86%, 3,43% e 1,81%, respectivamente (Figura
2.1-A), do total de variancia dos dados originais, significando que eles nao tém
influéncia significativa no processo de discriminacdo e, desta forma, eles ndo
foram considerados na discusséo.

De acordo com o score plot (Figura 2.1-B) dois PC (1 e 2) sado capazes
de classificar os compostos com base na similaridade das caracteristicas
estruturais. Compostos pertencentes as Séries | e Il (Subgrupos A e B,

respectivamente) séo classificados da seguinte forma: A1/B1 = compostos com
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anel furano (1 e 9); A2/B2 = compostos sem substituinte no anel ligado ao
grupo acila. (2, 3, 13 e 15); A3/B3 = Compostos com halogénios (4, 5, 10 e 11);
A4/B5 = compostos com grupo nitro (6, 7, 12 e 14); B4 = compostos com anel
fenilantranilico.

PC1 classificou os compostos em duas séries | e Il (substituintes metila
e fenila no anel furoxano, respectivamente). A Série | contém 0s compostos
com substituintes metila (1-7), e substituintes menos volumosos, com excegao
do composto 8. A Série Il compreende os derivados contendo substituinte fenila
(9-15), sendo mais volumosos em relacdo agueles que apresentam o grupo
metila. Como mencionado anteriormente, a Unica excecao € o composto 8, que
apresenta substituinte metila no anel furoxano, porém, no outro lado da
molécula ha um grupo fenila no anel antranilico. Tal fato mostra que os
compostos sdo divididos em termos de volume da molécula como um todo, n&o
apenas pelo tipo de substituinte no anel furoxano. Isto confirma, de certa forma,
a discussao realizada anteriormente.

Os compostos dotados de maior atividade biologica (6, ICsp = 2,88 uM
em amastigota e 7 ICsp = 2,2 UM na cruzaina) foram encontrados na parte
superior central do PC1 (valores positivos). O grafico de loading (Figura 2.1-C)
contém informacfes sobre quais descritores ou propriedades moleculares
apresentam maiores influéncias na discriminacdo dos compostos. No PC1, ou
fator 1, (54,56%) propriedades topolégicas (indice randic e indice harary) e
estéricas/geométricas (MSA e ASA) e eletrdnicas (d&tomol e GAP H-L) séo as

propriedades moleculares que mais influenciaram na classificagéo.
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Fatores de selecio Fator 1 Fator 2
Randicindex 0.43 -0.12
Variancia Porcentagem Cumulativo
Fatorl 6875  54.56 54.56 Harary index 0.44 -0.01
Fator2  33.24 26.38 80.94 PSA 0.12 0.56
Fator3  10.43 8.28 89.22 MSA 0.44 -0.02
Fatord  6.12 4.86 94.08 ASA 0.41 0.09
Fator5s 4.33 3.43 97.52 GAPH-L 0.02 0.57
Fator6 2.28 1.81 99.32 Atom1 0.16 0.50
Atom 10 0.28 -0.20
LogP_Marv 0.3 -0.20
Score Plot
P .- \_ I
Série | o WL Série Il
A4, i
7 Y |
' 2
— . <> F !
q 2 \.‘_7‘_, ,’, BS
9 / iy
G A2 / L 1412
L\L T [ “\_’_,_‘_- .
d A1 6, / g
‘B 0+ ”“A\‘ ! ', A3 ‘-" B1 B4I\ 08 ,‘
u‘E ! 01 : ] 'f Y A B3 S .-
£ B 045, f B2 -~
Nt fl’ f..\.d ’ r! |\ } e ; \_\
' / ¥ Freeris g : S P
| <>3 4 H \ UL
-| g ,'r \ X o 1
24 “ait. ! \ h 5 |
,’ \.‘015 '|\_" ‘.I
T T T B T
4 2 0 2

Fator 1 (54,56%)

Figura 2.1: Resultados da PCA: A fatores de selecao, B scores plot e C valores
de loading. O sistema molecular foi classificado em Séries | e Il de acordo com
as caracteristicas estruturais similares. Série | e Série Il (Subgrupo A e B,
respectivamente) sao classificadas da seguinte forma: A1/B1 = compostos com
anel furano (1 e 9); A2/B2 = compostos sem substituinte ligado no grupo acil (2,
3, 13 e 15); A3/B3 = compostos com halogénio (4, 5, 10 e 11); A4/B5 =
compostos com grupo nitro (6, 7, 12 e 14); B4 = compostos com anel

fenilantranilico.
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No HCA (Figura 2.2) as distancias entre os pares de amostras ou
variaveis foram calculadas e comparadas. Quando a distancia entre as
amostras € relativamente pequena, isto implica similaridade, e quando, pelo
contrario, as amostras estdo separadas por uma distancia significativamente
grande, isto implica dissimilaridade. Por essa abordagem, geraram-se quatro
conjuntos: A com 61% de similaridade (os derivados mais volumosos — 9, 10,
11, 13 e 15); B com 56% de similaridade (os compostos mais volumosos 8, 12
e 14); C com 73% de similaridade (os derivados menos volumosos 6 e 7, 0s
quais se mostraram 0s mais ativos perante amastigota e cruzaina,
respectivamente), D com 59% de similaridade (os derivados menos volumosos
1, 2, 3, 4 e 5). Considerando a atividade anti-T. cruzi também como uma
variavel independente, o dendrograma de variaveis (Figura 2.3) mostrou as
propriedades estérica/geométrica (PSA) e eletrbnica (atomol e GAP H-L) como
as que apresentaram maior influéncia sobre a atividade tripanomicida. Além
disso, o plot de amostras residuais versus distancia de Malahanobis (Figura
2.4) foi também gerado, mostrando que ndo encontraram amostras atipicas. O
limiar de amostra residual é baseado em 95%, significando que as
propriedades calculadas foram suficientes para descrever as caracteristicas

estruturais do sistema como um todo.
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Figura 2.2: Dendrograma encontrado para amostras do HCA. Considerando um

cursor de similaridade (linha tracejada).
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Randic index
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Figura 2.3: Dendrograma encontrado para propriedades moleculares do HCA
considerando atividade tripanomicida (PICsp) como uma variavel independente.
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Diagndstico de amostras atipicas
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Figura 2.4: Plot do diagndstico de amostras atipicas através de amostras
residuais versus distancia de Mahalanobis.

Por meio da inspecéo visual do MEP (mapa de potencial eletrostatico)
(Figuras 2.5 e 2.6), que mostra as informacfes a respeito da distribuicdo da
densidade eletrénica ao redor da molécula, é possivel observar uma carga
parcial negativa (cor vermelha) ao redor do grupo nitro do composto 6 (mais
ativo em amastigota), ausente no composto ndo substituido 2 (menos ativo em
amastigota). Na analise da distribuicdo dos orbitais de fronteira (HOMO/LUMO)
€ possivel observar uma distribuicdo inversa para cada tipo de orbital nas
regibes das moléculas (Figuras 2.5 e 2.6). Em 2 a distribuicdo de HOMO é
maior proéximo aos grupos fenila e acila e, para a distribuicdo de LUMO, a
distribuicdo € maior proxima ao anel furoxano. Em contrapartida, para o
composto 6, a distribuicio de HOMO é maior proxima ao anel furoxano e a
distribuicdo de LUMO é maior préxima dos grupos p-nitro-fenila e acila. Além
disso, a area de superficie polar (PSA) é substancialmente diferente entre
essas moléculas. No composto 6 PSA é uma vez e meia maior do que no

composto 2 (138,77 A e 92,95 A, respectivamente).
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PSA =92.95 A

Figura 2.5: Visualizacao de propriedades topoldgicas e eletrbnicas para o
composto inativo em amastigota 2. A: Os modelos 3D estédo apresentados no
modelo bola e palito (a&tomos de carbonos estdo na cor cinza, oxigénio em
vermelho, nitrogénio em azul e hidrogénio em branco). Os orbitais moleculares
de fronteira (B: HOMO e C: LUMO) e D/E: mapas de potencial eletrostatico
(MEP) foram calculados usando o programa Gaussian.
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PSA =138.77 A

Figura 2.6: Visualizacao de propriedades topoldgicas e eletrbnicas para o
composto mais ativo em amastigota 6. A: Os modelos 3D estdo apresentados
no modelo bola e palito (atomos de carbonos estao na cor cinza, oxigénio em
vermelho, nitrogénio em azul e hidrogénio em branco). Os orbitais moleculares

de fronteira (B: HOMO e C: LUMO) e D/E: mapas de potencial eletrostatico
(MEP) foram calculados usando o programa Gaussian.

Esses resultados apresentados também confirmam o que foi discutido

na analise dos dados de inibicdo da cruzaina.

3.3. DOCKING

Com o intuito de obter o melhor entendimento possivel a respeito da
interacdo ligante-receptor das N-acilidrazonas com o alvo biomacronolecular
considerado (cruzaina), estudos de docking foram realizados usando o inibidor
enzimatico mais potente, 7, e o composto tripanomicida mais potente, 6. A
energia de afinidade entre ambos os ligantes com a molécula alvo foi
basicamente a mesma (7, 6,0 kcal/mol e 6, 5,8 kcal/mol). O grupo imina (centro
eletrofilico) de ambas as moléculas esta suficientemente proximo para sofrer

um ataque nucleofilico do residuo Cys25 (Figura 2.7 e 2.8; 7, 3,7 A e 6, 3,8 A)
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(ROMEIRO et al.,, 2009), entretanto, a principal diferenca entre ambas as
moléculas é que no composto 7 0 grupo nitro na posicao meta estabelece uma
ligacdo de hidrogénio com um residuo de glutamina, GIn-19, no interior do sitio
catalitico da cruzaina (Figura 2.7). Quando o grupo nitro esta na posi¢ao para,
ndo ha possibilidade de estabelecer esta interagdo com o alvo, uma vez que o
grupo p-nitro esta posicionado no lado oposto comparado com 0 grupo na
posicdo meta (Figuras 2.8 e 2.9). Os estudos de docking estédo de acordo com
os estudos de inibicdo enzimatica. Como mencionado anteriormente, a posi¢cao
do grupo nitro exerce mais influéncia na atividade enzimatica do que o efeito

eletrbnico, como previamente analisado pelo efeito o.

/

__N

Figura 2.7: A melhor pose obtida pelo docking com o programa Autodock 4.2.
para o composto 7 com a cruzaina (cédigo PDB: 3106). Ligacdes de hidrogénio
e regido sensivel ao ataque nucleofilico estdo representadas com linhas
tracejadas em amarelo. A Figura foi preparada usando o programa Pymol.



104

-

Figura 2.8: A melhor pose obtida pelo docking com o programa Autodock 4.2.
para o composto 6 com a cruzaina (cédigo PDB: 3106). Regido sensivel ao
ataque nucleofilico esta representada com linha tracejada em amarelo. A

y.

Figura foi preparada usando o programa Pymol.

Figura 2.9: Superposicédo das melhores poses obtidas pelo docking com o
programa Autodock 4.2. para os compostos 6 e 7 com a cruzaina (cédigo PDB:
3106). A Figura foi preparada usando o programa Pymol.
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2.3.4. ANALISE DE FRAGMENTACAO DE DNAE CICLO CELUL AR

Para o composto maior poténcia na atividade tripanomicida, 6, realizou-
se avaliacdo complementar do ciclo celular em células humanas HepG2 por
citometria de fluxo. Células foram expostas ao composto 6 em concentragcdes
gue variaram entre 3 e 96 uM durante 24 h.

Dados estdo apesentados na Figura 2.10, mostrando que ndo ha efeito
deste composto no ciclo celular em células HepG2, incluindo a fracdo de
células com DNA fragmentado (sub-G1). Esses resultados reiteram o baixo
potencial citotdxico deste composto para células HepG2, de acordo com o0s

dados de citotoxicidade relatados no Capitulo 1.
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Figura 2.10: Analise do ciclo celular de células HepG2 expostas ao composto 6
em concentracdo que varia de 3 a 96 UM durante 24 horas. Dados séo
madianas e intervalo interquantil, com valores minimos e maximos, de

experimentos conduzidos em quadruplicata. One Way ANOVA, A: células em

GO0/G1,; B: células em G2/M; C: células em S; D: células em Sub-G1, com DNA

fragmentado.
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2.4. CONCLUSOES

Os quinze compostos estudados foram divididos em duas séries, A e B,
dependendo do substituinte no anel furoxano. Estes foram analisados
baseados na influéncia do parametro eletrénico o de Hammet dos substituintes,
comparando compostos de ambas as séries. Influéncias eletrbnicas e estéricas
foram identificadas, porém, com maior intensidade das ultimas.

O composto 7 com 0 grupo nitro na posicdo para foi 0 mais potente
inibidor da cruzaina, embora tenha apresentado moderada atividade
tripanomicida. O oposto foi encontrado para o composto 6, com 0 grupo nitro
na posicao para, o qual teve a mais alta atividade tripanomicida e moderada
inibicdo da cruzaina. De forma geral, compostos com grupo metila ligado ao
anel furoxano mostraram-se mais ativos do que aqueles com grupo fenila.
Entretanto, a inibicdo da cruzaina ndo deve ser o Unico mecanismo de acao.

Os estudos quimiométricos (PCA e HCA) dos quinze compostos hibridos
bioisostéricos contendo grupos N-acilidrazona e furoxano, previamente
planejados e sintetizados, foram realizados para identificar quais s&o as
propriedades moleculares que mais influenciam na atividade biologica.
Propriedades estéricas/geométricas (PSA) e eletrbnicas (atomol e GAP-H-L)
foram encontradas como as de maior relevancia. Esses resultados estdo de
acordo com os dados experimentais.

Estudos de docking mostraram que a posi¢do do grupo nitro no ligante é
importante para a interacdo com a cruzaina. Quando este grupo esta na
posicdo meta, composto 7, ha ligacdo de hidrogénio importante com o residuo
de GIn-19 no sitio catalitico. Embora, pelos estudos de docking, ocorra a
interacdo dos ligantes com a cruzaina, outros mecanismos de acdo podem
estar envolvidos, como, por exemplo, a reducéo do grupo nitro, quando esta na
posicdo para, interferindo no sistema redox do parasita e, atuando de forma
sinérgica. Futuros estudos sdo necessarios para se obter dados mais robustos
qgue confirmem esta hipodtese.

Estudos adicionais de citotoxicidade do composto mais promissor, 6,
mostraram que ele n&o altera de forma significativa o ciclo celular em HepG2.
Esses resultados, juntamente com os anteriores (Capitulo 1), mostram que o

derivado 6 € um composto lider promissor para futuros estudos in vivo.
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CAPITULO 3

ESTUDO DA OTIMIZACAO ESTRUTURAL
DO COMPOSTO LIDER...
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3.1. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

No Capitulo 1, além dos quinze derivados de N-acilidrazona, foi,
também, sintetizado um derivado sulfonilidrazénico (17). Na Tabela 3.1, esta a

comparacao dos resultados entre os compostos 17, 6 e o farmaco referéncia.

Tabela 3.1: Comparacgéo entre a molécula 17, 6 e o benznidazol.

ESTRUTURA ATIVIDADE CITOTOXICIDA- iNDICE DE
TRIPANOMICIDA (ICsy,  DE (IC50 - uM)
MOLECULAR - uM) — FORMAS EM CELULAS SELETIVIDADE
AMASTIGOTAS HUMANAS -
HepG2

m} ‘e

1,50 £0,35 28,1 18,7
Benznidazol
(farmaco referéncia)
o
@0
o =N
,N ~ N /O
Q)Lﬁ N 2.88+0,38 80,9 28,09
O,N
6
S
@0
S N A O >96 >61,9
(’)’ ﬁ N 1,55+0,31 ’
17

O composto 17 apresentou atividade tripanomicida maior do que o
composto 6 e muito similar ao do Bzd, e, além disso, seu indice de seletividade
foi maior do que o 6 e trés vezes superior do que ao farmaco de referéncia,
mostrando, assim, um perfil de toxicidade bem inferior. A OMS (Organizacao

Mundial de Saude) preconiza que o indice de seletividade de um farmaco deva
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ser superior a 50, 0 que ressalta mais ainda a relevancia do valor obtido com o
composto 17.

Com esses resultados, o grupo sulfonilidrazona mostrou-se como
alteracdo importante a ser realizada no composto 6, portanto, com objetivo de
otimizar a sua estrutura, além da substituicdo bioisostérica do grupo
acilidrazona por sulfonilidrazona, variagdo do sistema anelar também seré

realizado (Figura 3.1).

©
@0
Het/Ar /2 =N
\//S\N’N\ \N/O
O H

Figura 3.1: Esqueleto molecular geral dos derivados sulfonilidrazénicos.

Na tentativa de aumentar o nimero de moléculas em estudo explorando
outro grupo liberador de NO e seu potencial tripanomicida, série contendo éster

nitrato (conhecido grupo liberador de NO) foi também planejada (Figura 3.2).

0]

N ONO
Het/Ar™ ~N j(\/ 2

o)
Figura 3.2: Esqueleto molecular geral dos derivados de éster nitrato.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. SINTESE (SERIE SULFONILIDRAZONA)

Os métodos de anélise estao descritos no ANEXO I. A Figura 3.3 mostra

a rota sintética utilizada.
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Vil (0] (@] @N/
c) 0] N
VI" Het/AI'\ // O
PNNSSN
O H
16-28
HetAr. > b) Het/Ar_
e I — /s \N’NHZ
(0] O H
XI XI-XXIV

Figura 3.3: Rota sintética para obtencao dos derivados
sulfonilidrazénicos. Condicdes reacionais: a) NaNO;(aq), AcOH/14 °C, 1 h; b)
N.H4 80% (aq), THF/0 °C, ¢) C,HsOH, H'/refluxo.

3.2.1.1. Procedimento geral para a sintese das sulf  onilidrazidas
intermediarias (XII-XXIV)

Het/Ar< /9 NoH4 H,O (80%)  Het/Ar S/p
J ~Cl > g “N”
THF/0 °C - t.a. H
2-3h

NH,

Esquema 3.1: Formacao das sulfonilidrazidas intermediarias.

A solucdo de 25 mmol de hidrazina hidrata (80%) e tetraidofurano (4
mL), sob agitacdo a 0 °C, adicionaram-se, bem lentamente, 10 mmol do
respectivo cloreto de sulfonila. Ap6s 2 a 3 horas do término da adi¢éo, a reacéo
foi cessada e juntaram-se 4 mL de 4gua ao meio reacional, mantendo-se sob
refrigeracdo durante 24 horas. Em seguida, o solido resultante foi filtrado e

lavado com agua gelada, resultando no produto puro final.
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3.2.1.2. Procedimento geral para a sintese das sulf  onilidrazonas (16-28)

S
O i EtOH, +H, 60 °C @Np
HeUANG NH2  + MH e huar R =N,
J N SR AL N s P
@O/ \O/ O// H N
Esquema 3.1I: Formacéao das sulfonilidrazonas.
Para a sintese das sulfonilidrazonas utilizou-se 0 mesmo procedimento
geral de sintese das N-acilidrazonas (item 1.2.1.4. do Capitulo 1).
3.2.2. SINTESE (SERIE ESTER NITRATO)
Os métodos de anélise estado descritos no ANEXO I. A Figura 3.4 mostra
a rota sintética utilizada.
o) a) 0
Ar/Het)J\OH > Ar/Het)J\H’NHZ
c) Q
- N ONO
+ ArfHet” ~N D

29-38

/o) Y\/CI b) - OY\/ONOZ

OH OH
XXV XXVI

Figura 3.4: Rota sintética para obtencdo dos derivados de éster nitrato.
Condicdes reacionais: a) CH30H, H,SOg/refluxo; N2H4 80% aq/60 °C; b)
AgNOg/Kl(cat), MeCN/100 °C; c) DCC/DMAP(cat), THF/t.a., 5 h.
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3.2.2.1. Sintese do intermediario acido 3-(nitrooxi ) propanoico

AgNO3 / Kl (cat.) o) ONO
»

OH MeCN, 100 °C OH

Esquema 3.11I: Formacao do acido intermediario.

A mistura de acido 3-cloro propanoico (18 mmol), nitrato de prata (73
mmol) e iodeto de potassio (50 mg, quantidade catalitica) foi mantida sob
agitacdo, utilizando acetonitrila (80 mL) como sistema solvente, durante 72
horas, sob refluxo. Na sequéncia, o meio reacional foi filtrado, utilizando silica
gel, e o material resultante foi concentrado sob pressédo reduzida para a

formagéo de um d6leo puro.

3.2.2.2. Procedimento geral para a sintese dos éste  res nitrato (29-38)

o)
HOJ\/\ONOZ o
. DCC / DMAP (cat) H
o N N
> Het/Ar)J\N WO O
j\ THF, ta.4-5h H 5
_NH
Het/Ar”™ “N” 2

Esquema 3.1V: Formacédo dos ésteres nitrato.

A mistura de hidrazida (2,5 mmol) e DMAP (25 mg, quantidade
catalitica), tendo THF anidro (30 mL) como sistema solvente, sob agitacdo e
temperatura ambiente, adicionou-se o acido 3-nitrooxi propanoico (2,5 mmol) e,
posteriormente, o agente condensante DCC (2,5 mmol). Apés 5 horas de
reacdo e o consumo total dos materiais de partida, realizou-se a extracao do
meio reacional, utilizando solu¢éo aquosa de cloreto de sodio (50 mL) e acetato
de etila (50 mL). A fase organica foi secada com sulfato de sddio anidro e
concentrada sob pressédo reduzida. O material resultante foi purificado por
coluna cromatografica, utilizando hexano/acetato de etila (0-80 %) como

sistema eluente.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. SINTESE (SERIE SULFONILIDRAZONA)

Durante o periodo de estagio sanduiche no exterior (University of
Pennsylvania — UPENN, EUA, sob supervisado do Prof. Gary Molander, abril de
2014 a marco de 2015) com intuito de otimizar o composto lider e aprender
novos tipos de reacdes (quimica de boro), uteis em Quimica Medicinal,
diversas tentativas sintéticas foram realizadas, porém, sem sucesso.

Inicialmente, o sistema furoxano foi submetido a reacGes fotorredox
cataliticas (Esquema 3.V) sendo um modelo para avaliar o comportamento
desse grupo nesse novo tipo de reacdo. Essa avaliacdo seria muito
interessante pela possibilidade de realizar outras variagbes estruturais no

nacleo furoxanico, porém, o sistema se mostrou de baixa reatividade.

Ir[dFCF3ppyl>(bpy)PFg (2 mol%)
Ni(cod), (3 mol%)
dtbbpy (3 mol%)
solvente (0,1 M)

cl aditivo
BF3K W hv
©/\ + o R > N

O/ O/N O/N\ /N

0,05 mmol 1,2 equiv.

- Acetona/sem aditivo; Acetona/MeOH (10%); Acetona/lutidina (3 equiv.)
- MeCN/sem aditivo; MeCN/MeOH (10%); MeCN/lutidina (3 equiv.)
- DMF/sem aditivo; DMF/MeOH (10%); DMF/lutidina (3 equiv.)

Esquema 3.V: Tentativas de reacdes fotorredox com sistema furoxano.

Na sequéncia, tentativas de reacdes de acoplamento convencional
foram realizadas utilizando o sistema benzofuraxano, o qual poderia apresentar
maior reatividade, pelo fato de o haleto estar ligado diretamente a um carbono
sp?, ao invés de sp*, como no caso do furoxano, porém, novamente, ndo se

obteve éxito (Esquema 3.VI).



o H c
\.-N_ BF3K
S
i\
o
B
Material de partida Catalisador
A (1,2 equiv) Pd(MeCN).Cl,
+C 2 mol%
A+C Pd(dppf)Cl..CH.Cl,
(1:1 equiv) 2 mol%
A+C Pd(OAc),
(1:1 equiv) 2 mol%
B (1,2 equiv) Pd(MeCN).Cl,
+C 2 mol%
B + C (1:1 equiv) Pd(dppf)Cl,.CH.Cl,
2 mol%
B+C Pd,(dba);
(1:1 equiv) 2 mol%
B+C Pd(OAc),
(1:1 equiv) 3 mol%
B (1.2 equiv) Pd(MeCN),Cl,
+C 2 mol%

condigOes reacionais

Ligante

Ruphos
4 mol%

PPh,
3 mol%

Ruphos
4 mol%

RuPhos
4 mol%

XPhos
6 mol%

RuPhos
4 mol%

Base

Cs,COs

3 equiv

CsCOs;
3 equiv

CsCOs;
3 equiv

Cs,COs

3 equiv
Cs,COs

3 equiv

Cs,COs

3 equiv

K2COs
2 equiv

Cs,COs
3 equiv

ou
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m’/
zT
;/ \2
2
O

Q-

\/CE/N\
o H o]
N _N ~ 7
S\\ ®N\O
S o

Solv/Temp/T empo

tBUOH/H,0 1:1
(0,275 M)

24 h-100°C
Dioxano/H,0 5:1
(0,275)

24 h-100 °C
THF/H,0 9:1 (0,275
M)
24h- 85°C
tBUOH/H20
1:1(0,275 M)
24 h - 100°C
Dioxano/H,0O 5:1
(0,275 M)
24h-60°C

Dioxane/H,0 5:1
(0,275 M)
24 h-60°C

CPME/H,0
19:1(0,275 M)
24h-60°C

tBUOH/H,0 1:1
(0,275 M)
24 h-60°C

Comentarios

Sem produto
por gc/ms e
RMN *H
Sem produto
por gc/ms e
RMN *H

Sem produto

Sem produto

Sem produto
por gc/ms,
mas C foi

encontrado.

Sem produto
por gc/ms e
MALDI.

Sem produto
por gc/ms e
MALDI. C foi
encontrado
por gc/ms
Sem produto
por gc/ms e
MALDI

Esquema 3.VI: Tentativas de reac¢des de acoplamento cruzado convencional

com o sistema benzofuroxano.
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Posteriormente, com objetivo de introduzir grupamentos alquilicos e
aromaticos na dupla ligacdo da imina, realizaram-se diversas tentativas de
boracdo de grupos sulfonilidrazonas (Esquema 3.VIl). Analogamente, nenhuma

das tentativas obtiveram éxito.

o
3 e
/ . . —
o =N, B,pin, (1,2 equiv.) ,C,) H bo)
I Ne < O MeOH (2,5 equiv.)/\952003 (15 mol%) N S, -N NN

N N
IS;:\N N VAN ©/o N
OH PPh3 (4 mol%) O/B\O
THF, 70 °C

@ I
o) — B,pin, (1,2 equiv.) 9 H /N\O
n 0O i 0
_Ne <\ MeOH (2,5 eqU|v./2éCSZCO3 (15 mol%) . S. N =\

ﬁ N N
O H PPh; (4 mol%) OH &
00

THF, 70°C

1) B,ypin, (1,2 equiv.)
MeOH (2,5 equiv.)/Cs,CO3 (15 mol%)

o)
0 \/@ PPh; (4 mol%) i
©/ ~ /N\ THF\’I7O OC - ©/6\N/

S
N x >
O H 2) KHF, (~4.5 M, 7 equiv.)

Esquema 3.VII: Tentativas de boracao da dupla ligacédo de imina.

Os demais resultados de otimizagdo do composto lider foram obtidos no
Brasil (LAPEN — FCF/USP). A caracterizacdo, até o momento, dos compostos
sintetizados esta disponivel no Anexo I. Treze derivados hibridos bioisostéricos
de sulfonilidrazonas e grupos furoxano (Tabela 3.11) foram sintetizados em trés
etapas (Figuras 3.3): a) formacdo das sulfonilidrazidas a partir de diferentes
cloretos de sulfonila (XI); b) cilcizacdo do crotonaldeido (VII); c) formagéo dos
compostos finais (sulfonilidrazonas 16-28). Os rendimentos das ultimas etapas
foram considerados 6timos, variando de 63% a 93%. Todos os compostos
finais foram caracterizados, até o momento, através da determinacdo da faixa
de fusdo, cromatografia em camada delgada (CCD), RMN *H, *C e
espectrometria de massas. Espectroscopia no infravermelho e analise

elementar estdo em andamento.
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Tabela 3.1 Estrutura dos compostos sulfonilidrazénicos sintetizados

°N
Het/Ar— S//O Nj: o
/] \N/ D N

O H

Compostos

=
17 < > %

18 \O <:> %

© O
20 g

21 CI4®7§

22 Br4®7§

23 F3CQ§
24 E < >

25 02N4©7§
. O

27 ; < > %
w0
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3.3.2. SINTESE (SERIE ESTER NITRATO)

A caracterizacdo, até o momento, dos compostos sintetizados esta
disponivel no Anexo |. Dez compostos contendo éster nitrato (Tabela 3.111)
foram sintetizados em trés etapas (Figuras 3.4): a) formacdo do acido 3-
(nitrooxi) propanoico (XIV) a partir do acido 3-cloro propanoico; b) formacéo
das hidrazidas; c) condensacéo para formacdo dos compostos finais (ésteres
nitrato 29-38). Os rendimentos da ultima etapa foram considerados razoaveis,
variando de 27% a 55%. Todos os compostos finais foram caracterizados, até o
momento, através de ponto de fusédo, cromatografia de camada delgada (CCD),
RMN 'H, *3C e espectrometria de massas. Infravermelho e andlise elementar

estao em andamento.
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Tabela 3.11I: Estrutura dos compostos contendo ésteres nitrato sintetizados

LM
-N ONO,
Het/A N
et/Ar N 1(\/
Compostos
29
[
o]

O
a9

:
32 %
33 CI4©7§

34 N @g
3 ow@%

W O
37 HZN@E
w O
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3.3.3. AVALIACAO BIOLOGICA (SULFONILIDRAZONAS E EST ERES
NITRATO)

Toda a parte de avaliacdo biologica desta etapa do trabalho estd em
andamento. A atividade tripanomicida (em amastigota), avaliacdo de
citotoxicidade e estudos de liberacdo de NO estdo sendo realizados no
Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio), sob coordenacdo do Prof. Lucio
Holanda Godim de Freitas Junior. Os estudos de permeabilidade celular em
Caco-2 estdo sendo efetuados pelo Dr. José Eduardo Gongalves, no
Laboratério de Permeabilidade de Farmacos em Culturas Celulares (LPFCC),
Departamento de Farméacia da FCF/USP, sob a responsabilidade da Profa.
Dra. Silvia Storpirtis.

3.4. CONCLUSOES

Os compostos otimizados planejados nos EUA nao foram obtidos com
sucesso, entretanto os derivados sulfonilidrazénicos (treze) e ésteres nitrato
(dez), sintetizados aqui no Brasil, foram obtidos com éxito, hum total de 23
novos compostos. Atividade tripanomicida, citotoxicidade, potencial de
liberacdo de NO e estudos de permeabilidades estdo sendo realizados pelos

respectivos colaboradores.
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ANEXO 1

Meétodos de analise e caracterizacao

estrutural dos compostos sintetizados
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1. METODOS DE ANALISE

Todas as reacOes foram monitoradas por cromatografia em camada
delgada (CCD), realizadas em cromatoplacas de silica-gel 60 GF (5-40 uM de
espessura), em fases moveis adequadas. A visualizacdo foi acompanhada
através de camera de luz ultravioleta e/ou permanganato de potassio. A faixa
de fusado foi mensurada utilizando o aparelho da Blchi modelo M-565 em tubo
de capilar aberto. Nos espectros no infravermelho os numeros de onda
maximos (max) foram indicados em cm™, em aparelho de espectrometria de
absorcdo no infravermelho MB100 Bomem. Espectros de RMN *H e *3C foram
realizados em espectrémetro de ressonancia magnética nuclear de 250, 300,
400 e 500 MHz, da BRUKER, com solventes deuterados adequados, no
IQ/UNICAMP e na FCF/USP. Andlise elementar (C, H e N) foi determinada
através do analisador da Perkin-Elmer modelo 2400, estando os valores dentro
dos valores tedricos permitidos (x 0,4%). Os espectros de massas de alta
resolucéo foram obtidos através dos aparelhos da Varian modelo 2100D e da
Bruker modelo MicroToF Daltonics, utilizando método de ionizacdo por
eletrospray (ESI).
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2. CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL — CAPITULO 1
(DERIVADOS N-ACILIDRAZONICOS)
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IntermediarioVIli

4-formil-3-metil-1,2,5-oxadiazol 2-6xido
Oleo amarelo, que solidifica quando mantido a baixa temperatura.
40% de rendimento.

o)

bw/%Ha
ol "N

@O/ N \O/

RMN H (300 MHz, CDCls, & = ppm): 10,09 (s, 1H-a); 2,37 (s, 3H-D).

FUROX-15-t

10.096
7.260
2.378

A

1.00= ﬁ“

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.0 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 7.0 65 f?? )5.5 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 -05
ppm’

FRUTTERO, R.; FERRAROTTI, B.; SERAFINO, A.; STILO, A. D.; GASCO, A.
Unsymetrically substituted furoxans: Part 11 [1].
Methylfuroxancarbaldehydes. J. Heterocyclic Chem., v. 26, p. 1345-1347,

1989.
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IntermediarioX

3-formil-4-fenil-1,2,5-oxadiazol 2-6xido
Solido de coloracdo amarela. 77% de rendimento.
b ® ©
b | °N-O
N-o
RMN H (250 MHz, CDCl3, & = ppm): 9,96 (s, 1H-a); 7,90 — 7,50 (m, 5H-b).
:«.’:’:‘r‘:‘:t'm

H'E
|

995

'L

Ta0
i & 1)
gt

7

T8

“THE

11 10 3 a - 6 5 ! 3 3
Criermical Sl {pen)
GASCO, A. M.; FRUTTERO, R.; SORBA, G.; GASCO, A. Unsymetrically
substituted furoxans: XIlll. Phenylfuroxancarbaldehydes and related
compounds. Liebigs Ann. Chem., p. 1211-1213, 1991.
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IntermediarioVV

3-nitrobenzidrazida
Solido de coloracédo branca. 74% de rendimento.
O
C
e N,NHzf
H
d b a
NO,
RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 10,13 (s, 1H-a); 8,62 (s, 1H-b); 8,34
(d, 1H-c, J=7,5 Hz); 8,24 (d, 1H-d, J=7,5 Hz); 7,75 (t, 1H-e, J=7,5 HZz); 4,60 (s,

2H-).

450

Crnemical Shif {ppem|

B

g G206
-4 823
ia

—10.13

7

2 L_.m JL I, Jlh
® e

T T T T T T T T T T T
g ] T ] 5 4 3 2
Chemical 3N {ppm)

HE, H.; WANG, W.; ZHOU, Y.; XIA, Q.; REN, Y.; FENG, J.; PENG, H.; HE, H.;
FENG, L. Rational design, synthesis and biological evaluation of 1,3,4-
oxadiazole pyrimidine derivatives as novel pyruvate dehydrogenase
complex E1 inhibitors. Bioorg. Med. Chem., v. 24, p. 1879-1888, 2016.
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IntermediarioV

4-nitrobenzidrazida

Solido de coloragcdo amarelo péalido. 86% de rendimento.
0
C
d
b N/NHz
H
C a

O3N b

RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 10,10 (s, 1H-a); 8,28 (d, 2H-b, J=7,5
Hz); 8,04 (d, 2H-c, J=7,5 Hz); 4,61 (s, 2H-d).
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400 H
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230 825 400 775
Cmemnizal 57 (oo
CME0-05
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‘n_' —
|| | ~—
L
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2= 4150 a i
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Chemical S5 {ppm)

JORGE, A. D.; PALACE-BERL, F.; MASUNARI, A. CECHINEL, C. A.; ISHII, M.;
PASQUALOTO, K. F. M.; TAVARES, L. C. Novel benzofuroxan derivatives
against multidrug-resistant Staphylococcus aureus strains: design using
topliss” decision tree, synthesis and biological assay. Bioorg. Med. Chem., v.
19, p. 5031-5038, 2011.
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Na andlise de RMN 'H dos compostos N-acilidrazénicos (1-15), os
hidrogénios ligados ao nitrogénio (N-H) apresentaram deslocamento quimico
entre 12,66 e 11,73 ppm. J& os hidrogénios que fazem parte da imina (N=C-H)
tiveram seus sinais entre 8,75 e 8,06 ppm. Na andlise de RMN *C as

carbonilas foram identificadas entre 154,0 e 172,7 ppm.
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Compostdl
3-metil-4-((2-(4-nitrobenzoil)hidrazona)metil)-1,2, 5-oxadiazol-2-6xido
Solido de coloragcdo amarelo pélido (p.f.: 199-200 °C). 77% de rendimento.
Anal. Elem. Calculado(%): C=45,77; H= 3,41; N= 23,72.
Encontrado: C=45,88; H= 3,42; N= 23,79.

f e
®,0
30
ENN’N\ SN
H b
o~d

RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,37 (s, 1H-a); 8,45 (s, 1H-b); 7,98
(sl, 1H-c); 7,35 (d, 2H-d, J=7,5 Hz); 6,72 (t, 1H-e, J=7,5 Hz); 2,36 (s, 3H-).
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RMN *3C (125 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 154,2-a; 154,0-b; 146,5-c; 145,9-d;
136,1-e; 116,2-f; 112,3-g; 111,6-h; 9,12-i.
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l.V. (método direto, cm™) 3433 (v N-H), 1668 (v C=0), 1589 (v C=N furoxano),
1465, 1282 (v N-O), 1265, 1168, 1135, 1020, 736.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C9H8N404 [M + H']: 237,0624. Encontrado: 237,0651.

CONE =30 COLLISION ENERGY =6 15:24:56 11-Sep-2012
110912_RAM2Z2A 22 (0.393) AM (Cen 4, 80.00, Ht,7000.0,0.00,0.70); Sm (SG, 2x4.00), Cm (1:41) TOF MS ES+
- 237.0651 4.81e3
100
:_}.E_‘_
259.0490
275.0231
2380727
0 miz

215 200 225 230 235 240 245 250 285 260 266 270 275 280 285 260



Composta?

4-((2-benzoilidrazona)metil)-3-metil-1,2,5-oxadiazo  1-2-0xido
Solido de coloracédo branca (p.f.: 207-209 °C). 86% de rendimento.
Anal. Elem. Calculado(%): C=53,66; H= 4,09; N= 22,75
Encontrado: C=53,83; H=4,11; N= 22,78.

NOE-diff (Compostd) — 300 MHz, DMSO-[g
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RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,36 (s, 1H-a); 8,48 (s, 1H-b); 7,91
(d, 2H-c); 7,59 (m, 3H-d); 2,39 (s, 3H-e).
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RMN *3C (62,5 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 163,3-a; 154,0-b; 136,0-c; 132,5-d;
132,2-e; 128,5-f; 127,7-g; 111,5-h; 9,0-i.
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l.V. (método direto, cm™) 3406 (v N-H), 1645 (v C=0), 1488 (v C=N furoxano),
1460, 1379 (v N-O), 1334, 1288, 1147, 1033, 941, 800, 738, 705.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C11H10N403 [M + H']: 247,0831.
Encontrado: 247,0828.

CONE =30 COLLISION ENERGY =6 15:47:26 11-Sep-2012
110912_RAM3A 32 (0.564) AM {Cen.4, 80.00, Ht,7000.0,0.00,0.70); Sm (SG, 2x4.00); Cm (1:34) TOF MS ES+
100+ A7.0628 8.38e3
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110912_RAM3A (0.034) Is (1.00,1.00) C11H11N403 TOF MS ES+
100+ 247 0831 B.65e12
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Compostd3
3-metil-4-((2-(2-fenilacetil)hidrazona)metil)-1,2,5 -oxadiazol-2-0xido
Solido de coloracédo branca (p.f.: 101-104 °C). 82% de rendimento.
Proporcao isomeros E/Z= 66:34.
Anal. Elem. Calculado(%): C= 55,38; H= 4,65; N= 21,53.
Encontrado: C=55,59; H= 4,66; N= 21,61.

c ¢ . e /g
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d H b
a

RMN H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,12 / 11,91 (s, 1H-a); 8,28 / 8,06 (s,
1H-b); 7,31-7,26 (m, 5H-c); 3,96 / 3,60 (s, 2H-d); 2,32 / 2,31 (s, 3H-¢).
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RMN %3C (62,5 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 172,7-a; 167,2-a; 154,0-b; 153,7-b;
136,0-c; 134,8-c; 131,7-d; 129,3-e; 128,3-f; 128,2-f; 126,7-g; 126,5-g; 111,6-h;
111,3-h; 41,1-i; 38,4-i; 9,2-j; 9,0-j.
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V. (método direto, cm™) 3170 (v N-H), 1687 (v C=0), 1614, 1463 (v C=N
furoxano), 1373 (v N-O), 1265, 1159, 1031, 802, 738, 703.

Arbtirany
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C12H12N403 [M + H']: 261,0988.
Encontrado: 261,0966.

CONE =20 COLLISION ENERGY =6 156:30:39 11-Sep-2012
110912_RAMA4B 54 (0.938) AM (Cen.4, 80.00, Ht,7000.0,0.00,0.70); Sm (SG, 2x4.00); Cm (2:76) TOF MS ES+
261.0966 3.02e4

1004

283.0850299.0580
.262.1071

D...............|....-.....................m!z
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 2310 320 330 340 350 360 370 380 350 400
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Compostat
4-((2-(4-bromobenzoil)hidrazona)metil)-3-metil-1,2, 5-oxadiazol-2-6xido

Sadlido de coloracdo amarelo palido (p.f.: 187-189 °C). 90% de rendimento.
Anal. Elem. Calculado(%): C= 40,64; H=2,79; N=17,23.
Encontrado: C=40,76; H= 2,80; N= 17,28.

Q@
‘L @0

o) —N

. £ L

:©)J\N/ NS N/

H b
d a
Br <

RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, d = ppm): 12,39 (s, 1H-a); 8,45 (s, 1H-b); 7,85 (d,
2H-c, J=5 Hz); 7,77 (d, 2H-d, J=5); 2,37 (s, 3H-e).
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RMN *3C (62,5 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 162,3-a; 153,8-b; 136,2-c; 132,2-d;
132,0-e; 129,6-f; 126,1-g; 111,5h; 8,9-i.
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l.V. (método direto, cm™) 3433 (v N-H), 1685 (v C=0), 1606, 1456 (v C=N
furoxano), 1263 (v N-O), 1145, 734.

Amirany
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C11H9N4O3Br [M + H']: 324,9936.
Encontrado: 324,9959.

CONE =20 COLLISION ENERGY =6 15:33:30 11-5ep-2012
110912_RAMBSA 3 (0.068) AM (Cen 4, 80.00, Ht, 7000.0.0.00,0.70); Sm (SG, 2x4_00); Cm (1:16) TOF MS ES+
— 326.9945 652

324.9959
:‘,'E_
3489787
364.9519
317.1209 328.0014 3711074
316.3289 ‘ 342.0284 349 9802

0 T T T ———— T T | T | T T T + T | miz
305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370
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Compostdb

4-((2-(4-clorobenzoil)hidrazona)metil)-3-metil-1,2, 5-oxadiazol-2-
oxido
Solido de coloragcdo amarelo pélido (p.f.: 165-168 °C). 91% de rendimento.
Anal. Elem. Calculado(%): C=47,07; H= 3,23; N=19,96.
Encontrado: C=47,25; H= 3,24; N= 19,95.

Cl d
RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,41 (s, 1H-a); 8,46 (s, 1H-b); 7,95
(d, 2H-c, J=7,5 Hz); 7,65 (d, 2H-d, J=7,5); 2,38 (s, 3H-e).
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RMN *3C (62,5 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 162,3-a; 154,0-b; 137,2-c; 136,4-d;
131,2-e; 129,6-f; 128,7-9; 111,6-h; 9,1-i.
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l.V. (método direto, cm™) 3413 (v N-H), 1622 (v C=0), 1593 (v C=N furoxano),
1490, 1332 (v N-O), 1265, 1147, 1099, 1039, 856, 740, 678.
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T T T T T T T T T T T T T T T
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C11H9N4O3CI [M + H']: 281,0441.
Encontrado: 281,0460.

CONE =30 COLLISION ENERGY =6 15:4%:36 11-Sep-2012
110912_RAMSE 17 {0.307) AM (Top,4, Ht 7000.0,0.00,0.70): Sm (SG, 2x4 00} Cm (11:25) TOF MS ES+
o 3030298 605

2810460
" 319.0050
288 2927
5
283 0462 bl i
285.0428
295 1091 _ 316.3290
— 301 1470
o ( Fgej 111 Fos_oase- ‘ ‘
0 T | + 1 T T T T + miz

275 280 285 290 295 200 305 310 315 220
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Compostdb

3-metil-4-((2-(4-nitrobenzoil)hidrazona)metil)-1,2, 5-oxadiazol-2-6xido
Solido de coloracdo amarela (p.f.: 99-102 °C). 72% de rendimento.
Propor¢ao isomeros E/Z= 85:15.
Anal. Elem. Calculado(%): C=45,37; H= 3,11; N= 24,05.
Encontrado: C=45,55; H= 3,51; N= 24,13.

©
‘L ©0
0 —N
d N e
i@)LN/ NS N/
H b
ON~ ¢ @

RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,62 (s, 1H-a); 8,49 (s, 1H-b); 8,40
(d, 2H-c, J=7,5 Hz); 8,15 (d, 2H-d, J=7,5 Hz); 2,39 (s, 3H-e).

50 238
Chesmiical Sl {pgen
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RMN *3C (62,5 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 163,2-a; 153,9-b; 136,9-c; 132,3-d;
132,2-e; 128,5-f; 127,5-g; 111,5-h; 8,9-i.
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l.V. (método direto, cm™) 3423 (v N-H), 1654 (v C=0), 1602, 1541 (v C=N
furoxano), 1352 (v N-O), 1325, 1284, 1141, 1114, 1037, 709.

T T T T T T T . T x T . . . T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
WamrTEEr {o-1)
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o, {J

Encontrado: 314,0513.

CONE=20 COLLISION ENERGY =6
270912_RAM 8B 2 25 (0.444) AM (Med,4, Ht,7000.0,0.00,0.70); Sm (SG, 2x4.00); Cm (2:57)

2920690
314.0513
317.1176
309.0967
301.1433

288.2915| 293.0735
302 3050 311.0786 318 3036
2902729 (2931809 ‘ i |321.1324

154

Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C11H9N505 [M + Na']: 314,0501.

15:48:15 27-5ep-2012
TOF MS ES+
597

330.0241

I

D T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
288 200 292 254 206 298 300 302 304 306 308 310 32 314

316 318 320 322 324 326 328 330 332
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Composto/
3-metil-4-((2-(3-nitrobenzoil)hidrazona)metil)-1,2, 5-oxadiazol-2-6xido

Salido de coloragéo branca (p.f.: 94-96 °C). 67% de rendimento.
Propor¢ao isobmeros E/Z= 81:19.
Anal. Elem. Calculado(%): C=45,37; H= 3,11; N= 24,05.
Encontrado: C=45,55; H= 3,12; N= 24,46.

e @
®,0
i jN
c 0
N ,
d NS
H b
C C a
NO,

RMN H (400 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,66 / 12,49 (s, 1H-a); 8,75 (s, 1H-b);
8,50-8,35 (m, 3H-c); 7,87 (t, 1H-d, J=5 Hz); 2,39 (s, 3H-e).
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RMN *3C (62,5 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 161,3-a; 153,9-b; 147,8-c; 137,2-d;
134,2-e; 133,8-f; 130,5-g; 126,9-h; 122, 3-i: 111,6-j; 9,1-k.
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V. (método direto, cm™) 3446 (v N-H), 1656 (v C=0), 1533 (v C=N furoxano),
1355 (v N-0O), 1328, 1265, 1153, 1101, 1045, 736.

BE

Amitrary

T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 00 200 1500 1000 500
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C11H9N505 [M + H']: 292,0682.
Encontrado: 292,0698.

CONE=30 COLLISION ENERGY =6 15:39:12 11-8ep-2012
110912_RAMSA 2 {0.051) AM (Top4, HL.7000.0,0.00,0.70); Sm (SG, 2x4.00); Cm {2:111) TOF MS ES+
i 292.0698 1.36e3

#1288.2927
295.1091
293.0775
289.3047
296.1111297 1149

288 289 290 291 282 293 294 295 296 297 298 209 300
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CompostdB
3-metil-4-((2-(2-(fenilamino)benzoil)hidrazona)meti  1)-1,2,5-oxadiazol-2-
oxido
A Ultima etapa da reacdo foi realizada in situ (sem purificacdo da hidrazida). O
produto final foi purificado por meio de coluna cromatogréafica tendo como
sistema eluente diclorometano / metanol (0-5%), obtendo um sdélido de
coloracdo amarelada. (p.f.: 180-182 °C). 6% de rendimento.

Anal. Elem. Calculado(%): C= 60,53; H= 4,48; N= 20,76
Encontrado: C=60,76; H= 4,49; N= 20,82.
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RMN *H (DMSO-Dg, 250 MHz) & (ppm): 12,33 (s, 1H-a); 9,17 (s, 1H-b); 8,40 (s,
1H-c); 7,89 (sl, 1H-d); 7,41-6,89 (m, 8H-e); 2,36 (s, 3H-f).
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RMN *3C (125 MHz, DMSO-Dg & = ppm): 165,2-a; 153,8-b; 144,8-c; 141,0-C;
135,8-c; 132,8-c; 129,1-c; 122,0-c; 119,7-c; 118,1-c; 116,8-c; 115,3-c; 111,4-d;

69,6-¢e; 8,9-f.
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l.V. (método direto, cm™) 3313 (v N-H), 1674 (v C=0), 1589 (v C=N furoxano),
1450, 1380 (v N-O), 1265, 1218, 1170, 736.

i
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4000 3500 000 500 200 1500 1000 500
Waenamber (cm-1)
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C17H15N503 [M + H']: 338,1253.
Encontrado: 338,1264.

CABO78
200712_RAMSB_B (D.034} Is (1.00,1.00) C1TH16N503 _
100 338.1253
339.1261
D’ T T T
200712_RAMIB_B 6 (D.119) AM (Top.4, Ar,7000.0,0.00,0.70); Sm (SG, 2x4.00), Cm (2:39) TOF MS ES+
338.1264 5.76e3
100
L RS
339.1406
T T — miz
338 338 340
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Compostd
3-((2-(furano-2-carbonil)hidrazona)metil)-4-fenil-1  ,2,5-oxadiazol-2-6xido

Salido de coloragéo branca (p.f.: 199-201 °C). 74% de rendimento.
Anal. Elem. Calculado(%): C= 56,38; H= 3,38; N=18,78.
Encontrado: C=56,56; H= 3,39; N= 18,84.

RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, d = ppm): 12,19 (s, 1H-a); 8,33 (s, 1H-b); 7,94-
7,57 (m, 6H-c); 7,25 (sl, 1H-d); 6,65 (s, 1H-e).
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RMN *3C (125 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 156,0-a; 153,9-b; 146,5-c; 145,9-d;
133,0-e; 131,2-f; 128,9-g; 125,7-h; 120,1-h"; 115,9-h"; 112,7-h"; 112,2-i.

DHE0-E
SEE
58K
[
]
& &
T 152 14 136 128 120 112
4, Chremmics] Shid {poem)
o
|
g |z i !
2 = g
TP !
MLU U |

LM it i ) A Ml Bk ) B ] Bl R Bt At At it Mt B il A A R A M il I i) B s
i 18] 150 140 13 120 112 130 2a ] 70 4] ] 4 k5] 2 10 a
Chernical Sl {ppe)




165

l.V. (método direto, cm™) 3139 (v N-H), 2912, 1668 (v C=0), 1606 (v C=N
furoxano), 1467, 1407, 1338 (v N-O), 1205, 1155, 1027, 912, 761.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C14H10N404 [M + H']: 299,0780.
Encontrado: 299,0806.

6.00000000
061212_RAM13B (0.034) Is (1.00,1.00) C14H11N404 TOF M3 ES+
299.0780 (0.0 mDa) 8.35e12
1004
W =

300.0809 (0.0 mDa)

07 T T T T T T

061212_RAM13B 4 (0.085) AM (Cen 4, 80.00, Ar,8500.0,0.00,0.70);, Sm (SG, 2x4.00); Cm (4:6) TOF M3 ES+
100~ 2950806 1.26e3

3000815
301.1348
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Compostal0

3-((2-(4-clorobenzoil)hidrazona)metil)-4-fenil-1,2, 5-oxadiazol-2-6xido
Solido de coloracédo branca (p.f.: 205-207 °C). 62% de rendimento.
Anal. Elem. Calculado(%): C=56,07; H= 3,23; N= 16,35.
Encontrado: C= 56,28; H= 3,24; N= 16,41.

Cl

RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, 6 = ppm): 12,29 (s, 1H-a); 8,37 (s, 1H-b); 7,94-
7,59 (m, 9H-c,d).
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RMN 3C (125 MHz, DMSO-Ds, & = ppm): 161,9-a; 155,9-b; 137,1-c; 133,4-d;
131,2-d"; 131,2-d"; 129,6-d"; 129,0-¢; 128,7-€"; 125,6-e"; 112,8-€".
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l.V. (método direto, cm™) 3240 (v N-H), 3068, 1662 (v C=0), 1562 (v C=N
furoxano), 1546, 1454, 1425, 1299 (v N-O), 1265, 1153, 860, 736.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C16H11CIN4O3 [M + H']: 343,0598. Encontrado: 343,0583.

6.00000000

061212_RAM14B (0.034) Is (1.00,1.00) C16H12CIN4O3 TOF M5 ES+
1004 343 0596 (0.0 mDa) 620e12

W =4
345.0574 (0.0 mDa)
344,0627 (0.0 mDa)
3460600 (0.0 mDa)
o T T T T T T T T T
061212_RAM14B 11 (0.204) AM {Cen,4, 80.00, Ar,8500.0,0.00,0.70); Sm (SG, 2x4.00); Cm (2:33) TOF MS ES+
100 343.0583 1.60e4

=

345.0576

3440623

346 0565
345 3988 3470522

340 341 342 343 344 45 346 247 348



171

Compostall

3-((2-(4-bromobenzoil)hidrazona)metil)-4-fenil-1,2,  5-oxadiazol-2-
oxido
Solido de coloracédo branca (p.f.: 206-208 °C). 57% de rendimento.
Anal. Elem. Calculado(%): C= 49,63; H= 2,86; N=14,47.
Encontrado: C=49,78; H= 2,87; N= 14,51.

Br

RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,29 (s, 1H-a); 8,36 (s, 1H-b); 7,95-
: PP
7,59 (m, 9H-c,d).
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RMN C (100 MHz, DMSO-Dg 8 = ppm): 162,1-a; 156,0-b; 133,4-c; 131,6-d;
131,5-d"; 131,3-d"; 129,7-d"; 129,0-e; 128,7-e"; 126,1-e"; 125,6-e"; 112,8-f.
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l.V. (método direto, cm™) 3429 (v N-H), 3236, 1662 (v C=0), 1564 (v C=N
furoxano), 1546, 1452, 1425, 1265 (v N-O), 1153, 736.

T T T T T T T T T T T T T T T
4000 2500 3000 2500 2000 1500 1000 300
Waerumer (om-1)
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C16H11BrN40O3 [M + H']: 387,0093. Encontrado: 387,0051

Ricl_LCD
041012_RAM15A_A 25 (0.444) AM (Cen 4, 0.00, Ar,8300.0,0.00,0.70); Sm (SG, Zx4.00}; Cm (18:26) TOF MS ES+
100+ 387.0051 3.55%e3
389.0017
Fe|
388.0130 350.0084
0 T T T 1 1 T
041012_RAM154_A (0.034) Is (1.00,1.00) C16H12BrN403 TOF MS ES+
1004 387.00493 380.0074 4.15e12
W =
388.0122 3800102
1, T T T 1 — miz

384 SéS 386 387 388 389 390 391
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Compostal 2

3-((2-(3-nitrobenzoil)hidrazona)metil)-4-fenil-1,2, 5-oxadiazol-2-6xido
Solido de coloracédo branca (p.f.: 187-189 °C). 63% de rendimento.
Proporcao isomeros E/Z= 80:20.
Anal. Elem. Calculado(%): C= 54,39; H= 3,14; N= 19,82.
Encontrado: C=54,61; H= 3,15; N= 19,89.

NO,
RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,53 / 12,33 (s, 1H-a); 8,74 (s, 1H-b);
8,46-7,20 (m, 9H-c,c’,d,d").
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RMN *3C (125 MHz, DMSO-Dg 5 = ppm): 160,9-a; 156,0-b; 147,7-c; 134,2-d;
134,1-e; 133,8-e; 131,3-e"; 130,4-e"; 129,0-e; 128,7-f; 126,8-f"; 125,6-f;
122,3-"; 112,8-g.

=
f
=
r=
H
)
B
& =
a =
T T T T T T T T T T
5] ‘N_ 134 a2 13 128 126 124 122
Fj'% ] Creemical Sh fpom
n B
g8 2
TR =
| |
s e T
160 150 140 130 120 113 100 =] toi] i) ] %0 4] i | b 10

Chiemical Saif {poe)
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l.V. (método direto, cm™) 3234 (v N-H), 3066, 1662 (v C=0), 1564 (v C=N
furoxano), 1454, 1348 (v N-O), 1265, 738.

T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 000 500 2000 1500 1000 300
Wasersamber fom-1)
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C16H11N505 [M + H']: 354,0838.
Encontrado: 354,0807.

6.00000000
061212_RAM16B (0.034) Is (1.00,1.00) C16H12N505 TOF MS ES+
o 354 0838 (0.0 mDa) 811812
[
355.0866 (0.0 mDa)
¢ T T T
061212_RAM16B 17 (0.306) AM (Cen 4, 80.00, Ar,8500.0,0.00,0.70); Sm (SG, 2x4.00); Cm (2:20) TOF MS E5+
354 0507 503e3
100
=
3550760
353.0902 353 2646 355.2689




Compostal3

3-((2-benzoilidrazona)metil)-4-fenil-1,2,5-oxadiazo  |-2-6xido
Sdlido de coloragéo branca (p.f.: 206-208 °C). 70% de rendimento.

Anal. Elem. Calculado(%): C=62,33; H= 3,92; N=18,17.
Encontrado: C=62,55; H= 3,93; N= 18,21.

RMN H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,25 (s, 1H-a); 8,36 (s, 1H-h); 7,9
7,58 (m, 10H-c,d).

B
T

Tk

DMIBC-0E

—1225
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RMN 3C (125 MHz, DMSO-Ds, & = ppm): 163,0-a; 156,0-b; 133,0-c; 132,5-d:;
132,2-d"; 131,2-d"; 129,0-d"; 128,7-¢; 128,6-"; 127,7-e"; 125,7-e; 112,8-.

Dh'SIG-GE-
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B
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a E% T T T T T T T
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l.V. (método direto, cm™) 3442 (v N-H), 1652 (v C=0), 1596, 1564 (v C=N
furoxano), 1357 (v N-O), 1282, 1155, 979, 736.

g

d

5

T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1300 1000 300
Wasenumber (om-1)
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C16H12N403 [M + H']: 309,0988.
Encontrado: 309,0957.

CABO78
200712_RAM1TA_C 17 (0.307) AM (Top,4, Ar,7000.0,0.00,0.70); Cm (1:36) TOF MS ES+
1004 309.0857 1.29e4|
=
310.1100
0 T T
200712_RAM1TA_C (0.034) Is (1.00,1.00) C16H13N403 TOF MS ES+
8 217
100, 309.0958 8.18e12
LR
30017
T T miz
309 310




Compostal4

3-((2-(4-nitrobenzoil)hidrazona)metil)-4-fenil-1,2, 5-oxadiazol-2-6xido

Sdlido de coloracdo amarelada (p.f.: 194-196 °C). 70% de rendimento.
Anal. Elem. Calculado(%): C=54,39; H= 3,14; N=19,82.
Encontrado: C=54,60; H= 3,15; N= 19,89.

O,N

183

RMN H (250 MHz, DMSO-Ds, 8 = ppm): 12,46 (s, 1H-a); 8,36-7,24 (m,

10H-b,c,d).
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\

(0]
d f C)
OoN :

RMN 3C (125 MHz, DMSO-Ds, & = ppm): 162,0-a; 156,5-b; 150,0-c; 136,6-d:;
134,7-e; 131,8-f; 129,7-f; 129,5-g; 129,2-g"; 126,1-g"; 124,2-g"; 113,3-h.
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||r Iy 1257
123
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L L M BAAAmas s seand s iass omas tanss nanas ot
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Chemical AR (oo
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.V. (método direto, cm™) 3238 (v N-H), 3076, 1666 (v C=0), 1602, 1556 (v C=N
furoxano), 1517, 1473, 1454, 1427, 1299 (v N-O), 1265, 1157, 867, 738.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C16H11N505 [M + H']: 354,0838.
Encontrado: 354,0860.

CABO78
200712_RAMITE (0.034)1s {1.00,1.00) C16H12N505 TOF M3 ES+
100 354.0838 811212
E=
3550866
o T T
200712_RAM1TE 2 (0.171) AM (Top.4, Ar,7000.0,0.00,0.70); Sm (SG, 2x4.00); Cm (1:39) TOF MS ES+
354.0860 1.16e4]
1004
LEES
355.0881
T miz
354 355
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Compostals5

4-fenil-3-((2-(2-fenilacetil)hidrazona)metil)-1,2,5 -oxadiazol-2-0xido

Sdlido de coloracdo amarelada (p.f.: 178-181 °C). 17% de rendimento.
Propor¢cao isomeros E/Z= 79:21.
Anal. Elem. Calculado(%): C=63,35; H=4,38; N= 17,38.
Encontrado: C= 63,59; H= 4,39; N= 17,43.

RMN H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 11,99 / 11,73 (s, 1H-a); 8,16 / 8,13 (s,
1H-b); 7,85-6,96 (m, 10H-c,d); 3,64 / 3,53 (s, 2H-e).
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RMN *3C (125 MHz) & (ppm): 172,5-a; 155,9-b; 146,9-c; 134,8-c; 131,0-d;
129,2-d; 129,0-d"; 129,0-d"; 128,7-e; 128,6-e"; 128,2-e"; 128,1-e"; 126,4-€";
113,0-f; 40,0-g; 36,1-0.

:.‘-h'S‘:-Chcﬁ

T T T T T T T T
1= 1258 127 126 b
Chemical ShiR {ppe)

17251
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l.V. (método direto, cm™) 3423 (v N-H), 1683 (v C=0), 1627, 1593 (v C=N
furoxano), 1450, 1429 (v N-O), 1265, 738.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C17H14N403 [M + H']: 323,1144.
Encontrado: 323,1136.

6.00000000
061212_RAM18A (0.034) Is (1.00,1.00) C17TH15N403 TOF M3 ES+
100+ 3231144 (0.0 mDa) 8.09e12
=]

324.1174 (0.0 mDa)

o T T
061212_RAM1BA 13 (0.238) AM (Cen,4, 8000, Ar,8500.0,0.00,0.70); Sm (SG, 2x4.00); Cm (2:52) TOF MS ES+
e 323.1136 44823
W

3241174
3229778
3232303 323 6509 3240055 AU IDS
[t miz

33 324
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3. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL — CAPITULO 3
(DERIVADOS SULFONILIDRAZONICOS)
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Na analise de RMN *H dos intermediarios sulfonilidrazidicos (XII-XXIV) o
deslocamento quimico dos hidrogénios ligados ao nitrogénio (N-H), (N-H,) e
ligados aos anéis aromaticos apresentaram valores entre 8,73-8,17 ppm, 4,36-

3,99 ppm e 8,53-7,12 ppm, respectivamente.



193

IntermediarioXI|

benzenossulfonoidrazida

Solido de coloracdo branca. 60% de rendimento.

RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 8,36 (s, 1H-a); 7,81 (d, 2H-b, J=7,2
Hz); 7,68-7,57 (m, 3H-c); 4,08 (s, 2H-d).

hidrofenil-t

2.500 DMSO-d6

—4.086

g

2.00¢
3.151

222 —
~

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
25 120 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 7.0 6.?1 ( 6.(% 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
ppm
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IntermediarioXll|

4-metilbenzenossulfonoidrazida

Solido de coloracdo branca. 89% de rendimento.

RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 8,26 (s, 1H-a); 7,69 (d, 2H-b, J=8,1
Hz); 7,40 (d, 2H-c, J=8,1 Hz); 4,02 (s, 2H-d); 2,39 (s, 3H-e).

parametil-r %
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— = T ~ o o
O ON = o o
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— — N o [ao]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
125 12.0 115 110 105 100 95 90 85 80 75 7.0 65( 6.5) 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
ppm!
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IntermediarioX|V

4-metoxibenzenossulfonoidrazida

Solido de coloracdo branca. 83% de rendimento.

RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 8,17 (s, 1H-a); 7,73 (d, 2H-b, J=8,7
Hz); 7,12 (d, 2H-c, J=8,7 Hz); 3,99 (s, 2H-d); 3,84 (s, 3H-e).

metoxi-sulfo-+

—8.172
7.749
7.720
2.500 DMSO-d6

e

7132
-7.103
—3.996
~3.840

3.021 L
—

1.004
1.971
1.981
2.01

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 7.0 6.5fl p 6.0] 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
ppm’
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IntermediarioXVV

[1,1'-bifenil]-4-sulfonoidrazida

Solido de coloracdo branca. 65% de rendimento.

RMN *H (300 MHz, DMSO-Ds, & = ppm): 8,40 (s, 1H-a); 7,88 (s, 4H-b); 7,74 (d,
2H-c, J=8,4 Hz); 7,54-7,41 (m, 3H-d); 4,14 (s, 2H-e).

bifenilhidraz-t

2.500 DMSO-d6

403
882
753
725
542
515
490
463
435
415
—4.143

2,041 ——-

1.00=
4,01
2.127
3.1841

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
25 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 7.0 6.5fl (6.0 ) 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0
ppm
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IntermediarioXVI

naftaleno-2-sulfonoidrazida

Solido de coloracdo branca. 87% de rendimento.

e e
b d
L
b f
. e S.. _NH,

J N
RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, d = ppm): 8,45 (s, 2H-a); 8,14 (t, 2H-b, J=9,3
Hz); 8,04 (d, 1H-c, J=7,8 Hz); 7,82 (d, 1H-d, J=8,7 Hz); 7,73-7,64 (m, 2H-e);

4,13 (s, 2H-1).
NAFTSULFH-2-B-+ %
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IntermediarioXVII

4-clorobenzenossulfonoidrazida

Solido de coloracdo branca. 90% de rendimento.

C

cl b
j@\ //O
S....NH, d

b/
Jg N
a

RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 8,44 (s, 1H-a); 7,80 (d, 2H-b, J=8,4
Hz); 7,67 (d, 2H-c, J=8,4 Hz); 4,17 (s, 2H-d).

- ©0
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IntermediarioXVIl|

4-bromobenzenossulfonoidrazida

Solido de coloracdo branca. 92% de rendimento.

o3

Br b
\c©\ /O
S.. _NH, d

RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 8,45 (s, 1H-a); 7,82 (d, 2H-b, J=8,4
Hz); 7,72 (d, 2H-c, J=8,4 Hz); 4,17 (s, 2H-d).

parabromo-t

2.500 DMSO-d6

—8.454
—4.173
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—
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ppm
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IntermediarioXIX

4-(trifluorometil)benzenossulfonoidrazida

Solido de coloracédo branca. 57% de rendimento.
b

FaC b
@/,0 c
e

(@)

RMN H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 8,62 (s, 1H-a); 8,03-7,97 (m, 4H-b);

4,27 (s, 2H-c).

PCF3SULF-+ S
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IntermediarioXX

4-fluorobenzenossulfonoidrazida

Solido de coloracdo branca. 85% de rendimento.

C
F b
?@\ /O
d
S

RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, d = ppm): 8,38 (s, 1H-a); 7,85 (t, 2H-b, J=8,7
Hz); 7,43 (t, 2H-c, J=8,7 Hz); 4,13 (s, 2H-d).

fluorhidraz-t

2.500 DMSO-d6

—4.138

T
80 79 78 77 76 7.5 74 7.3
f1 (ppm)
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IntermediarioXXI|

4-nitrobenzenossulfonoidrazida

Solido de coloracdo amarelo palido. 85% de rendimento.

RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 8,73 (s, 1H-a); 8,42 (d, 2H-b, J=8,7
Hz); 8,05 (d, 2H-c, J=8,7 Hz); 4,34 (s, 2H-d).
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IntermediarioXXI|

3-nitrobenzenossulfonoidrazida

Solido de coloracdo branca. 57% de rendimento.

e
d c
/@\ O
//
ON™ 7 S| NH,f
0]

RMN H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 8,70 (s, 1H-a); 8,53 (s, 1H-b); 8,51 (d,
1H-c; J=8,4 Hz); 8,21 (d, 1H-d, J=7,5 Hz); 7,90 (t, 1H-e, J=8,4 Hz); 4,32 (s, 2H-

3-nitroHID-F 8
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IntermediarioXXIl|
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4-(tert-butil)benzenossulfonoidrazida

Solido de coloracdo branca. 78% de rendimento.

e
e
o
b
e
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S. _NH,d
b /,
o N
a

RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 8,27 (s, 1H-a); 7,23 (d, 2H-b, J=8,4
Hz); 7,61 (d, 2H-c; J=8,4 Hz); 4,06 (s, 2H-d); 1,31 (s, 9H-e).

TERBU-SULF-t

2.500 DMSO-d6
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IntermediarioX X1V

5-bromotiofeno-2-sulfonoidrazida

Solido de coloracdo amarelo palido. 31% de rendimento.

b c

RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 8,56 (s, 1H-a); 7,41 (d, 1H-b, J=4,2
Hz); 7,36 (d, 1H-c, J=4,2 Hz); 4,36 (s, 2H-d).
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Na andlise de RMN 'H dos compostos sulfonilidrazonicos (16-28), o
deslocamento quimico dos hidrogénios das iminas (C=N-H) e das metilas (CHs)
apresentaram valores entre 8,80-7,92 ppm e 2,24-2,16 ppm, respectivamente.
Ja na anélise de RMN *3C o deslocamento quimico das metilas foi observado

entre 8,0 e 9,0 ppm.



3-metil-4-((2-(fenilsulfonil)hidrazono)metil)-1,2,5

Compostal6

Salido de coloragéo branca (p.f.: 118-120 °C). 72% de rendimento.

d
d c
0]
d {/
c //S‘N’N\
H
a

-oxadiazol 2-6xido
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RMN H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,41 (s, 1H-a); 7,93 (s, 1H-b); 7,87

set20lcdH1

(d, 2H-c, J=9,6 Hz); 7,71-7,61 (m, 3H-d); 2,16 (s, 3H-¢€).
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RMN *3C (125 MHz, DMSO-Dg 5 = ppm): 153,0-a; 138,3-b; 135,3-c; 133,6-d;
129,5-e; 127,1-f; 111,27-g; 9,0-h.

set21ledH1 (SH-B-Furox-13C)
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI- TOF-MS) calculado para
C10H10N404S [M - H']: 281,0423.
Encontrado: 281,0332.

Intens. § -MS, 1.0-1.1min #(61-68)
x105

] 281.0332
1.25 ]

1.00
0.75 4
0.50
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Compostal7

3-metil-4-((2-tosilidrazono)metil)-1,2,5-oxadiazol ~ 2-6xido

Sdlido de coloragéo branca (p.f.: 157-159 °C). 83% de rendimento.
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RMN H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,32 (s, 1H-a); 7,92 (s, 1H-b); 7,75
(d, 2H-c, J=9,9 Hz); 7,43 (d, 2H-d, J=9,9 Hz); 2,39 (s, 3H-e); 2,17 (s, 3H-f).
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RMN 3C (62,5 MHz, DMSO-Dg & = ppm): 153,2-a; 144,1-b; 135,4-c; 135,0-d;
129,9-e; 127,2-f; 111,2-g; 21,04-h; 9,0-i.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C11H12N404S [M + Na']: 319,0477.
Encontrado: 319,0490.

CONE =30 COLLISION ENERGY =6

15:52:58 27-5ep-2012

270912_RAM 7A 42 {0.734) AM (Med 4, Ht,7000.0,0.00,0.70); Sm {(SG, 2x4.00); Cm (4:44) TOF M3 ES+
i 297 0666 7.87e3
319.0490
a.!_?_
3350244
314.0981
I i 320.0580
{ 336.0343
L B o L B B e R B R LR L R H..,....,...-|----,....,....,....,....,....,...m,n'z
250 260 270 280 280 300 310 320 330 340 350 360 370 380




213

Compostal8

4-((2-((4-metoxifenil)sulfonil)hidrazono)metil)-3-m  etil-1,2,5-oxadiazol 2-
oxido

Sadlido de coloracéo branca (p.f.: 148-150 °C). 82% de rendimento.
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RMN H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,22 (s, 1H-a); 7,91 (s, 1H-b); 7,79 (d,
2H-c, J=9 Hz); 7,15 (d, 2H-d, J=9 Hz); 3,83 (s, 3H-e); 2,18 (s, 3H-f).
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RMN 3C (75 MHz, DMSO-Dg & = ppm): 163,0-a; 153,2-b; 134,7-c; 129,7-d;
129,4-e; 114,6-f; 111,2-g; 55,7-h; 9,0-i.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI- TOF-MS) calculado para

C11H12N405S [M - H']: 311,0528.
Encontrado: 311,0453.
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Intens. ] “MS, 0.2-0.6min #(13-35)
x10 311.0453
3_
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] !\ 313.0440
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Compostal9

4-((2-([1,1'-bifenil]-4-ilsulfonil)hidrazono)metil)  -3-metil-1,2,5-oxadiazole 2-
oxido

Sadlido de coloragéo branca (p.f.: 151-153 °C). 93% de rendimento.

RMN H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,44 (s, 1H-a); 7,95 (d, 5H-b, J=7,5
Hz); 7,73 (d, 2H-c, J=7,5 Hz); 7,53-7,44 (m, 3H-d); 2,20 (s, 3H-€).
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RMN 3C (75 MHz, DMSO-Dg & = ppm): 153,1-a; 144,9-b; 138,2-c; 136,9-d;
135,2-e; 129,1-; 128,6-g; 127,8-h; 127,6-i; 127,0-j; 111,2-k; 9,0-I.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C16H14N404S [M + Na']: 381,0736.

Encontrado: 381,0637.
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Intens. |
x10]
150

1.25-5
1.00-5
0.75-5
0.50-5

025

0.00]
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Composta20

3-metil-4-((2-(naftaleno-2-ilsulfonil)hidrazono)met  il)-1,2,5-oxadiazol 2-
oxido

Sadlido de coloracdo amarelo palido (p.f.: 174-176 °C). 85% de rendimento.
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RMN H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,47 (s, 1H-a); 8,80/8,57 (s, 1H-h);
8,32-8,13 (m, 2H-c); 8,05 (d, 1H-d, J=8,1 Hz); 7,94 (s, 1H-e); 7,85 (d, 1H-f,
J=8,1 Hz); 7,76-7,66 (m, 2H-g); 2,16 (s, 3H-h).
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RMN 3C (75 MHz, DMSO-Dg, 6 = ppm): 153,1-a; 135,2-b; 135,2-c; 134,5-d;
131,6-e;129,5-f; 129,3-g; 129,2-h; 128,6-i; 127,8-j; 127,7-k; 122,2-1; 111,1-m;
8,9-n.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C14H12N404S [M + Na']: 355,0579.
Encontrado: 355,0475.

Intens. +MS, 1.5-1.7min #(83-92)

x105 1
2.0 355.0475
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Composta?l

4-((2-((4-clorofenil)sulfonil)hidrazono)metil)-3-me  til-1,2,5-oxadiazol 2-6xido

Sdlido de coloracdo amarela (p.f.: 158-160 °C). 82% de rendimento.
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RMN H (250 MHz, DMSO-Ds, & = ppm): 12,46 (s, 1H-a); 7,94 (s, 1H-b); 7,86
(d, 2H-c, J=8,4 Hz); 7,72 (d, 2H-d, J=8,4 Hz); 2,17 (s, 3H-e).
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RMN 3C (75 MHz, DMSO-Dg & = ppm): 152,1-a; 137,5-b; 136,0-c; 134,7-d;
128,6-e; 128,1-f; 110,2-g; 8,0-h.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para

C10H9CIN40O4S [M + Na']: 339,0033.
Encontrado: 338,9934.

Intens.
x105

+MS, 1.6-1.9min #(86-102)

1.0
0.8
0.6
0.4
340.9909
0.2
335.9847 343.0722
336.9838 339.9957
336.4854 337.9850 341.9930 345.0706
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Composta??2

4-((2-((4-bromofenil)sulfonil)hidrazono)metil)-3-me  til-1,2,5-oxadiazol 2-
oxido

Sdlido de coloracdo amarelo palido (p.f.: 165-167 °C). 87% de rendimento.
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RMN H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,47 (s, 1H-a); 7,95 (s, 1H-b); 7,87
. 5=pp
(d, 2H-c, J=8,7 Hz); 7,78 (d, 2H-d, J=8,7); 2,18 (s, 3H-¢).
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RMN 3C (75 MHz, DMSO-Dg & = ppm): 153,1-a; 137,5-b; 135,7-c; 132,6-d;

129,1-e; 127,5-f; 111,2-g; 9,0-h.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C10H9BrN404S [M + Na']: 382,9528.
Encontrado: 382,9435.
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Composta?23

3-metil-4-((2-((4-(trifluorometil)fenil)sulfonil)hi  drazono)metil)-1,2,5-
oxadiazol 2-6xido

Salido de coloragéo branca (p.f.: 161-163 °C). 88% de rendimento.
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RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,65 (s, 1H-a); 8,05 (dd, 4H-b, J=4,5
Hz); 7,97 (s, 1H-c); 2,18 (s, 3H-d).
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RMN 3C (75 MHz, DMSO-Dg & = ppm): 153,0-a; 142,1-b; 136,1-c; 133,2-d;
128,1-e; 126,7-f; 126,7-g; 111,2-h; 9,0-i.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C11H9F3N404S [M + Na']: 373,0297
Encontrado: 373,0190.

230

373.0190

374.0222

372.0017 375.0263
371.1668

+MS, 5.2-6.1min #(275-322)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
371 372 373 374 375

T
376




231

Composta?4

4-((2-((4-fluorofenil)sulfonil)hidrazono)metil)-3-m  etil-1,2,5-oxadiazol 2-
oxido

Sdlido de coloracgédo laranja palido (p.f.: 170-172 °C). 86% de rendimento.
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RMN H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 12,42 (s, 1H-a); 7,94-7,90 (m, 3H-b);
7,48 (t, 2H-c, J=8,7 Hz); 2,17 (s, 3H-d).
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RMN 3C (75 MHz, DMSO-Dg & = ppm): 166,4/163,0-a; 153,1-b; 135,5-c; 134,5-

d; 130,2/130,2-e; 116,8/116,5-f; 111,2-g; 8,9-h.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C10H9FN404S [M + Na']: 323,0329.
Encontrado: 323,0230.
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Intens.
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Composta?2b

3-metil-4-((2-((4-nitrofenil)sulfonil)hidrazono)met  il)-1,2,5-oxadiazol 2-6xido

Solido de coloracdo amarelo palido (p.f.: 160-162 °C). 87% de rendimento.
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RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 8,45 (d, 2H-a, J=8,7 Hz); 8,11 (d, 2H-
b, J=8,7 Hz); 7,98 (s, 1H-c); 2,19 (s, 3H-d).
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RMN *3C (75 MHz) & (ppm): 153,0-a; 150,1-b; 143,5-c; 136,4-d; 128,8-e; 124,7-
f; 111,2-g; 9,0-h.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI- TOF-MS) calculado para
C10H9N506S [M - H']: 326,0274.
Encontrado: 326,0206.

Intens. -MS, 2.3-2.6min #(135-153)
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322 324 326 328 330 332 m/z
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Composta?26

3-metil-4-((2-((3-nitrofenil)sulfonil)hidrazono)met  il)-1,2,5-oxadiazol 2-6xido
Sdlido de coloracdo amarelo palido (p.f.: 167-169 °C). 91% de rendimento.

c Q@
b c d N/O
!
OoN > //S\N,N\ N
O H a

RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, d = ppm): 8,54 (d, 2H-a); 8,28 (d, 1H-b, J=8,7
Hz); 7,95 (t, 2H-c, J=8,7 Hz); 2,18 (s, 3H-d).

MNO2furox-t

— 2.500 DMSO-d6

—2.189

2.05%
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RMN *3C (75 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 153,0-a; 147,9-b; 139,5-c; 136,7-d;
133,1-e; 131,6-f; 128,1-g; 122,0-h; 111,2-i; 8,9-j.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C10HI9N506S [M + Na+]: 350,0274.

Encontrado: 350,0180.

Intens.

+MS, 1.7-1.9min #(92-102)

x1047]

1 350.0180
1.5
1.04 347.0090
0.5+

352.1011 354.0971
347.5097 351.0202
348.0094
1 349.1684 353.1039 355.0773
346 347 348 349 350 351 352 353 354 355 mz
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Compostd?7

4-((2-((4-(tert-butil)fenil)sulfonil)hidrazono)metil)-3-metil-1,2,5  -oxadiazol 2-
oxido

Solido de coloracdo amarelo palido (p.f.: 171-173 °C). 85% de rendimento.
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a

RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg & = ppm): 12,35 (s, 1H-a); 7,92 (s, 1H-b); 7,79 (d,
2H-c, J=8,7 Hz): 7,66 (d, 2H-d, J=8,7 Hz); 2,17 (s, 3H-e); 1,29 (s, 9H-f).
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RMN 3C (75 MHz, DMSO-Dg & = ppm): 156,6-a; 153,2-b; 135,5-c; 134,8-d;
127,0-e; 126,3-; 111,2-g; 34,9-h; 30,6-i; 8,9-].
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI- TOF-MS) calculado para
C14H18N404S [M - H+]: 337,1049.
Encontrado: 337,0974.

Intens. -MS, 0.0-0.4min #(3-25)

337.0974

338.0998

339.0956
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Composta?28

4-((2-((5-bromotiofeno-2-il)sulfonil)hidrazono)meti  1)-3-metil-1,2,5-oxadiazol
2-6xido
Sdlido de coloracgédo laranja palido (p.f.: 159-161 °C). 63% de rendimento.
b d_ g
BI‘/@ //O /Nb
S //S\N’N SN
O H a

RMN *H (250 MHz, DMSO-Dg, d = ppm): 7,99 (s, 1H-a); 7,56 (d, 1H-b, J=4,2
Hz); 7,40 (d, 1H-c, J=4,2 Hz); 2,24 (s, 3H-d).
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RMN 3C (75 MHz, DMSO-Dg & = ppm): 153,1-a; 139,1-b; 136,3-c; 134,0-d;
131,6-e; 120,4-f; 111,2-g; 9.0-h.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C8H7BrN404S2 [M + Na']: 388,9092.
Encontrado: 388,8997

Imen;‘i- +MS, 1.8-2.1min #(94-112)
o 388.8997 390.8980

2.04

1.5+

392.9764 394.9774

1.0
1 386.8900

387.8902

0.5+
g 385.8916

391.9018

393.9791 395.9788

396.9705

389.9040

0.0 1
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4. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL — CAPITULO 3
(DERIVADOS ESTERES NITRATO)



IntermediarioXXVI

Acido 3-(nitrooxi)propanoico
Oleo de coloracéo amarela. 86% de rendimento.
0]

HoJ\bACONo2

a
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RMN H (300 MHz, CDCls, & = ppm): 10,31 (s, 1H-a); 4,72 (t, 2H-b, J=6,3 Hz);

2,81 (t, 2H-c, J=6,3 Hz).
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KUTTY, S. K.; BARRAUD, N.; PHARM, A.; ISKANDER, G.; RICE, S. A;
BLACK, D. S.; KUMAR, N. Design, synthesis, and evaluation of fimbrolide-
nitric oxide donor hybrids as antimicrobial agents. J. Med. Chem., v. 56, p.

9517-9529, 2013.
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Na analise de RMN *H dos compostos derivados de ésteres nitrato (29-
38), o deslocamento quimico dos hidrogénios ligados aos nitrogénios (N-H) e
da ponte etilénica (C,H,4) apresentaram valores entre 10,83-9,87 ppm e 4,79-
2,62 ppm, respectivamente. J4 na andlise de RMN C os deslocamentos
quimicos das carbonilas e das pontes etilénicas foram identificados entre

168,0-156,9 ppm e 69,5-30,6 ppm, respectivamente.
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Composta?9

3-(2-(furano-2-carbonil)hidrazinil)-3-oxopropil nit  rato
Sadlido de coloragdo amarelo palido (p.f.: 106-108 °C). 52% de rendimento.
b
Q@ H

_N_ _~_ _oNo,
a \H/\g/
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RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 10,27 (s, 1H-a); 10,03 (s, 1H-b); 7,88
(s, 1H-c); 7,22 (d, 1H-d, J=3,3 Hz); 6,65-6,64 (m, 1H-e); 4,75 (t, 2H-f, J=6 Hz);
2,68 (t, 2H-g, J=6 Hz).
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RMN *3C (75 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 167,9-a; 156,9-b; 146,0-c; 145,7-d;
114,5-e; 111,8-f; 69,5-g; 30,7-h.

<

FURONO2-C 0

&2

(@]

o)

>

® = T 0 @©Q ]
7 T =B 8 1 a —
: ) oK 3 & 2 2 B
B i Y e @ @ o
— — — — W m [
| | ! I | |

T r T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)



251

Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C8HIN306 [M + Na']: 266,0491.
Encontrado: 266,0386.

Intens. | +MS, 2.3-3.2min #(123-173)
X1°4: 266.0386

267.0409

2(IS3 2é4 265 2é6 2(IS7 2é8 2é9 2%0 2;1 2%2 mz
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Composta30

3-(2-benzoilidrazinil)-3-oxopropil nitrato

Sdlido de coloragéo branca (p.f.: 119-121 °C). 48% de rendimento.
0] b

C H e
N ONO
d - 2
N
d [ a )

RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 10,39 (s, 1H-a); 10,09 (s, 1H-b); 7,87
(d, 2H-c, J=6,9 Hz); 7,60-7,46 (m, 3H-d); 4,77 (t, 2H-e, J=6 Hz); 2,71 (t, 2H-f,
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RMN *3C (75 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 167,8-a; 165,3-b; 132,3-c; 131,7-d;
128,4-e; 127,4-f; 69,5-g; 30,7-h.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C10H11N305 [M + Na+]: 276,0699.
Encontrado: 276,0588.

Intens. |
x1041

+MS, 2.0-2.5min #(107-135)
276.0588

\ 277./i612
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Composta3l

3-0x0-3-(2-(2-fenilacetil)hidrazinil)propil nitrato

Saolido de coloragéo branca (p.f.: 150-152 °C). 42% de rendimento.
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RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 10,13 (s, 1H-a); 10,02 (s, 1H-b); 7,30-
7,19 (m, 5H-c); 4,72 (t, 2H-d, J=6 Hz); 3,46 (s, 2H-e); 2,62 (t, 2H-f, J=6 Hz).
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RMN *3C (75 MHz, DMSO-Dg 8 = ppm): 168,7-a; 167,2-b; 135,6-c; 128,9-d;
128,1-e; 126,4-f; 69,5-g; 33,3-h; 30,6-I.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C11H13N305 [M + Na']: 290,0855.
Encontrado: 290,0751.

Intens. +MS, 2.5-2.9min #(134-156)
X105 | 290.0751
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Composta3?2

3-(2-(2-naftoil)hidrazinil)-3-oxopropil nitrato

Sdlido de coloragéo branca (p.f.: 158-160 °C). 39% de rendimento.
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d_ = N. 1 _oNo
d - 2
OO Ny
" e a O
d e’

RMN H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 10,55 (s, 1H-a); 10,17 (s, 1H-b); 8,50
(s, 1H-c); 8,04-7,92 (m, 4H-d,d"); 7,64-7,58 (m, 2H-e,e’); 4,79 (t, 2H-f, J=5,7
Hz); 2,74 (t, 2H-g, J=5,7 Hz).
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RMN *3C (75 MHz, DMSO-Dg 8 = ppm): 167,8-a; 165,4-b; 134,3-c; 132,0-d;
129,6-e; 128,8-f; 128,0-g; 128,0-h; 127,8-i; 127,6-j; 126,8-k; 123,9-I; 69,5-m;
30,7-n.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C14H13N305 [M + Na']: 326,0855.
Encontrado: 326,0746.

Intens. 4
x105

2.05
1.55
1.05
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0.0

+MS, 1.6-2.1min #(87-112)
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Composta33

3-(2-(4-clorobenzoil)hidrazinil)-3-oxopropil nitrat o

Sadlido de coloracgédo laranja palido (p.f.: 152-154 °C). 37% de rendimento.
0] b

c H e

N ONO

d - 2

N
¢ a 0]

Cl 5

RMN H (300 MHz, DMSO-Ds, & = ppm): 10,49 (s, 1H-a); 10,12 (s, 1H-b); 7,89
(d, 2H-c, J=8,7 Hz); 7,58 (d, 2H-d, J=8,7 Hz); 4,77 (t, 2H-e, J=5,7 Hz); 2,71 (t,

2H-f, J=5,7 Hz).
| o
CIONO2-+ e
Q
%]
=
N © Q
a N N =M (= — o
< =R\l ] DN M=o
S oS G @ inin NN~ NK S0
— NSNS <+ < < NN NN
(.

L
\
L
V4
%
\

I

2 2

2.03] L—
2.074 [;—*

001

[

S o N -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
125 120 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 7.0 ?iS( (';.O 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 O«
ppm!



262

RMN 3C (75 MHz, DMSO-Dg & = ppm): 167,8-a; 164,3-b; 136,6-c; 131,0-d;
129,3-e; 128,5-f; 69,5-g; 30,7-h.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C10H10CIN305 [M + Na']: 310,0309.
Encontrado: 310,0208.

+MS, 2.1-2.4min #(114-128)
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Composta34

3-(2-(4-bromobenzoil)hidrazinil)-3-oxopropil nitrat 0

Salido de coloracéo branca (p.f.: 161-163 °C). 43% de rendimento.
o) b
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d - 2

NTY
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RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 10,49 (s, 1H-a); 10,12 (s, 1H-b); 7,81
(d, 2H-c, J=8,4); 7,72 (d, 2H-d, J=8,4 Hz); 4,76 (t, 2H-e, J=6 Hz); 2,70 (t, 2H-f,
J=6 Hz).
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RMN *3C (75 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 167,8-a; 164,4-b; 131,5-c; 131,4-d;
129,4-e; 125,6-f; 69,5-g; 30,6-h.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C10H10BrN305 [M + Na']: 353,9804.
Encontrado: 353,9690.
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Composta3s

3-(2-(4-nitrobenzoil)hidrazinil)-3-oxopropil nitrat o

Sdlido de coloragéo branca (p.f.: 151-153 °C). 54% de rendimento.
b
i N _°__ONO
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RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 10,76 (s, 1H-a); 10,24 (s, 1H-b); 8,34
(d, 2H-c, J=8,7 Hz); 8,10 (d, 2H-d, J=8,7 Hz); 4,77 (t, 2H-e, J=5,7 Hz); 2,73 (t,

OH-f, J=5,7 H2).
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d
O N7d

RMN 3C (75 MHz, DMSO-Dg & = ppm): 167,7-a; 163,8-b; 149,3-c; 137,9-d;
128,9-e; 123,6-f; 69,5-g; 30,7-h.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C10H10N407 [M + Na']: 321,0549.
Encontrado: 321,0441.

Intens.
8000

6000

4000

2000+

+MS, 2.0-2.2min #(106-119)
321.0441
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Composta36

3-(2-(3-nitrobenzoil)hidrazinil)-3-oxopropil nitrat o

Sdlido de coloracdo amarelo palido (p.f.: 134-136 °C). 33% de rendimento.

O b
5 N 9 ono
f - 2
N Y
d c a )
NO,

RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 10,83 (s, 1H-a); 10,26 (s, 1H-b); 8,69
(s, 1H-c); 8,43 (d, 1H-d, J=7,5); 8,31 (d, 1H-e, J=7,5 Hz); 7,82 (t, 1H-f, 7,5 Hz);
4,78 (t, 2H-g, J=6 Hz); 2,73 (t, 2H-h, J=6 Hz).

MNO20ONO2-t

2.500 DMSO-d6
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RMN 3C (75 MHz, DMSO-Dg & = ppm): 167,8-a; 163,3-b; 147,8-c; 133,7-d;
133,7-€; 130,3-f; 126,4-g; 122,2-h; 69,5-i; 30,7-j.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C10H10N407 [M + Na']: 321,0549.
Encontrado: 321,0448.

Imenss._ +MS, 1.9-2.5min #(102-135)
x10 321.0448

0.8

0.6

0.4+

0.2

322.0477
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Compostd3?7

3-(2-(4-aminobenzoil)hidrazinil)-3-oxopropil nitrat o

Sdlido de coloracgao laranja (p.f.: 125-127 °C). 27% de rendimento.

O a
b H e

c _N ONO,
N
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c

RMN *H (300 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 9,87 (s, 2H-a); 7,58 (d, 2H-b, J=6,6
Hz); 6,56 (d, 2H-c, J=6,6 Hz); 5,68 (s, 2H-d); 4,76 (d, 2H-e, J=5,4 Hz); 2,67 (d,

2H-f, 5,4 Hz).
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A d
HoN ;

RMN *3C (75 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 167,9-a; 165,4-b; 152,1-c; 129,0-d;
118,8-e; 112,5-f; 69,6-g; 30,7-h.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para

C10H10N4O7 [M + Na']: 291,0808.
Encontrado: 291,0701.

Intens.
X105

1.254

1.00 4

0.75]
050

0,25:

291.0701
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+MS, 1.9-2.7min #(104-143)

0.00

25‘36

25‘38 ' 25‘)0 ' 25‘)2 ' 25‘)4

2‘:!36

2‘:!38

mz



276

Composta38

3-(2-(2-aminobenzoil)hidrazinil)-3-oxopropil nitrat o

Solido de coloracao laranja palido (p.f.: 120-122 °C). 55% de rendimento.

0] b
e N. " ono
f - 2
CCrYY
d a
< NH3

RMN H (300 MHz, DMSO-Ds, & = ppm): 10,03 (s, 1H-a); 9,94 (s, 1H-b); 7,53
(d, 1H-c, J=8,1 Hz); 7,17 (t, 1H-d, J=8,1 Hz); 6,72 (d, 1H-e, J=7,5); 6,51 (t, 1H-f,
J=7,5); 6,37 (s, 2H-g): 4,77 (t, 2H-h, J=6 Hz); 2,69 (t, 2H-i, J= 6 Hz).
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o)
S N _ONO
h a - b 2
g 2" NH,

RMN *3C (75 MHz, DMSO-Dg, & = ppm): 168,0-a; 167,8-b; 149,8-c; 132,3-d;
128,1-e; 116,4-f; 114,6-g; 112,3-h; 69,5-i; 30,7-.
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Espectro de massas de alta resolucéo: (ESI+ TOF-MS) calculado para
C10H10N4O7 [M + Na']: 291,0808.
Encontrado: 291,0707.

Intens.
x105]

3.0{
2.55
2.0{
1.5{
1.05

05

004

291.0707

292.0734

+MS, 1.4-1.9min #(74-99)
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ANEXO 11

Propriedades moleculares e/ou

descritores calculados (Capitulo 2)
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Tabela All.1: Propriedades moleculares e/ou descritores caloslda série dos derivados de gruges

acilidrazona e furoxano

Descritores Natureza do

descritor

Método/Programa

Contribuicdo da energia de estiramento intramo#écul Termodin&mico

(EstreTcH

Contribuicdo da energia de flexdo intramoleculgg{E) Termodindmico
Contribuicdo da energia torsional intramoleculainie) Termodinamico
Contribui¢éo da energia de Lennard-Jongg)(E Termodinamico

Contribuicdo da energia de van der Waals intranutdec ~ Termodin&mico
(EvdW)

Contribuicdo de energia eletrostatica intramolecula Termodinamico
(ECHARGE)

Contribuicdo da energia de ligacdo de hidrogénioTermodindmico
intramolecular (k)

Contribuicdo de energia de solvatacdo intramolecula Termodindmico
(ESOLV)

Energia potencial total (Soma de todas as contdims de  Termodinamico
E) (Eror)

Simulacao de
dindmica molecular

MOLSIM 3.2

Area da superficie de van der Waals - aprox. (3.A.1 Estérico/Geométrico
Superficie de acessibilidade ao solvente - aprok.4-A Estérico/Geométrico
para molécula de agua — (S.A.2)

Area da superficie de Van der Waalgrid - 50 pontos no Estérico/Geométrico
cubo (S.A.3)

Superficie de acessibilidade ao solvente — 1.4 Fa p&stérico/Geométrico
molécula de agua e 50 pontos no cubo (S.A.4)

Volume — 50 pontos no cubo (Volume 1) Estérico/Intrinseco
Volume — 1.4 A para molécula de agua e 50 pontos rEstérico/Intrinseco
cubo (Volume 2)

Energia de hidratacdo — 1.4 A para molécula de 4gua  Estérico/Intrinseco

Coeficiente de particao - agnadctanol (LogP1) Hidrofébico
Refratividade molar (Refractivity) Estérico/Hidrofobico
Polarizabilidade Estérico/Eletrbnico
Angulo diedro (Dihedral 1) Geométrico
Angulo diedro (Dihedral 2) Geomeétrico
Angulo diedro (Dihedral 3) Geométrico

Distancia interatbmica Geomeétrico

Método semiempirico
AM1
HyperChem 7.0
para Windows
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Tabela All.1: (Cont.) Propriedades moleculares e/ou descritores calusildd série dos derivados de
gruposN-acilidrazona e furoxano

Descritores Natureza do Método/Programa
descritor
Constante de dissociacao acida (pKa) Intrinseco
Coeficiente de particdo-aguadctanol — pH 7.2 (LogD1) Hidrofobico
Coeficiente de particao-agumadctanol — pH 1.5 (LogD2) Hidrofébico
Coeficiente de particdo - agnadctanol — pH 5 (LogD3) Hidrofobico
Coeficiente de particao-agumadctanol — pH 6.5 (LogD4) Hidrofébico
Soma dos graus de arestas do grafico molecular{gad Topolégico

Soma harmdnica das médias geométricas dos grané de  Topolégico

de cada aresta (Randic index)

Soma realizada de todas as ligacGes na ausénckh de Topolégico
(Balaban index)

Soma das médias dos elementos fora da diagonal da Topolégico
reciproca molecular da matriz da molécula (Hanadgx)

Célculos da indice de hyper wiener da molécula @dyp  Topolégico
Wiener index)

Célculos do indice de Szeged da molécula (Szegkex)n Topolégico Marvin 4.1.8
Média da distancia topolégica dos atomos — metade d Topoldgico
soma de todas as distancias dos atomos na molécula

(Wiener index)

Célculo do nimero do comprimento da distancia edtre  Topolégico
ligagcbes na molécula (Wiener polarity)

Area de superficie polar (PSA) Estérico/Geométrico
Superficie molecular de van der Waals calculad8AM  Estérico/Geométrico
Area de acessibilidade ao solvente calculada —daesan Estérico/Geométrico
raio do solvent de 1.4 A ara molécula de agua (ASA)

Area de acessibilidade ao solvente de todos oso&teom Estérico/Geométrico
carga parcial positiva (ASA+)

Area de acessibilidade ao solvente de todos ososteom Estérico/Geométrico
carga parcial negativa (ASA-)

Area de acessibilidade ao solvente de todos oso&torEstérico/Geométrico
hidrofobicos (ASA_H)

Area de acessibilidade ao solvente de todos oso&torEstérico/Geométrico
polares (ASA_P)

Coeficiente de particdo - agnadctanol (LogP2) Hidrofébico
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Tabela All.1: (Cont.) Propriedades moleculares e/ou descritores calusildd série dos derivados de
gruposN-acilidrazona e furoxano

Descritores Natureza do descritor Método/Programa
Energia do orbital molecular preenchido de mai@rgia Eletrénico
(HOMO)
Energia do orbital molecular n&o-preenchido de meno Eletrénico
energia (LUMO)
EnergiaHOMO-EnergiaLUMO (GAP H-L) Eletrénico
Carga potencial eletrostatica total calculada Eletrénico
(CHELPG TOT)
Momento dipolar do eixo x (DMX) Eletrénico Gaussian 03W
Momento dipolar do eixo y (DMY) Eletrénico (Método B3LYP/6-
Dipole moment axis z (DMZ) Eletrénico 31G**)
Momento dipolar total (DMT) Eletrénico
Carga potencial calculada para o atomo 1 (Atom 1) Eletrénico
Carga potencial calculada para o &tomo 2 (Atom 2) Eletrénico
Carga potencial calculada para o atomo 3 (Atom 3) Eletrénico
Carga potencial calculada para o &tomo 4 (Atom 4) Eletrénico
Carga potencial calculada para o atomo 5 (Atom 5) Eletrénico
Carga potencial calculada para o &tomo 6 (Atom 6) Eletrénico
Carga potencial calculada para o atomo 7 (Atom 7) Eletrénico
Carga potencial calculada para o &tomo 8 (Atom 8) Eletrénico
Carga potencial calculada para o atomo 9 (Atom 9) Eletrénico
Carga potencial calculada para o &tomo 10 (Atom 10) Eletrénico
Potencial de liberacédo de 6xido nitrico (NO-relegki Intrinseco
1 R 10 ,3
o} — \
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ANEXO III

Ficha da Pos-Graduacao
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Fanus - sistema Administrativo da Pés-Graduagio

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmaceéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9138 - 67255912 - Ricardo Augusto Massarico Serafim

Emall: ricardosarafim@usp br

Data de Nascimento: 041021987

Cédula de Identidade: R - 44 6852295 - 5P

Local de Nascimento: Estado de S0 Paulo

Macionalidade: Brasilakra

Graduagao: Farmaciutico - Universidade Catdlica de Santos - 530 Paulo - Brasil - 2009

Mestrado: Mestre em Ciéncias - Area: Insumos Farmacéullcos - Faculdade de
Ciédnclas Farmacéuticas - Universidade de 530 Paulo - 530 Paulo - Brasil -
2011

Curso: Doutarado

Programa: Farmaco & Madicamantios

Area: Insumos Farmacéulicos

Data de Matricula: 1EM022012

Inicio da Contagem de Prazo: 1e2f2012

Data Limita para o Depdsito: 16022016

Orientador: Profia). Dr{a). Elizabeth kgne Ferraira - 16/02/2012 até o presante. Email:
haludan@usp br

Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado am 160272012

Data de Aprovacao no Exame de

Qualificagdo: Aprovado em 18M11/2013

Data do Deposito do Trabalho:

Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacao da

Banca:

Data de Aprovacao da Banca:

Data Maxima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Histarico de Ocorréncias: Primeira Malricula em 16022012

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagio USP (Resolugdo n® 5473 em vigor de 18/09/2008 até
19/04/2013).

Uttima ecorréncia: Matricula de Acompanhamento em 040202016
Impresso em: 12/02/2016 14:47.50
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Janus - sistema Administrativo da Pés-Graduacio

Universidade de Sao Paule
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9138 -6725591/2 - Ricardo Augusto Massarico Serafim

:"'.:'.::.== MHome !' :-.:r:.':i'r!';i'l." .: 1 eriminog I aonc _ KC. SItuacart
.l .-' T | =
Thpicos Avangados em Farmacos a
FBF5808- Medicameantos (Planejamento de
12 Farmacos: As Bases para o 020072012 OBOT2012 30 2 100 A N Concluida
Desenvolviments de Candidatos a
Ant-reoplasicos )
Preparacio Pedagdgica PAE Pré-
EDMS102 (¢ a0 idade de Educagso - 13/03/2013 230472012 &0 & - - N malricula
Universidade de S&o Paulo) indeferida
QFL5933 Fundamentos da Quimica Orgdnica
B {Instituto de Quimica - Universidade 18/0372013  01/0Tr2013 150 10 100 B M Concluida
de S3o0 Paula)
ENCSAS3- Pratica Padagdgica no Ensing
4 Superior (Escola de Enfermagem - 120082013 111172013 S & B0 A N Conclulda

Universidade de Sao Paulo)

FBF5794- Topicos Gerals de Farmaco a

214 Medi o 110902013 191172013 0 2 100 A N Concluida

Disciplinas: 0 20 20

Estagios:
Total: ] 20 20

Creéditos Atribuidos a Tese: 167

Cenceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T
- Transferéncia.

Umi(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 04/02/2016
Impressoem: 12022016 14:47:50
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Janus - Sistema Administrative da Pés-Graduacio

Universidade de S3o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9132 - 6725591/2 - Ricardo Augusto Massarico Serafim

43287 Elizabeth Igne Ferreira FCF-UusP Presidente

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 04/02/2016
Impresso em: 12/02/2016 14:47:50
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ANEXO IV

Curriculo Lattes



288

Dados gerais  Formaci Atuacio es  Bancas +

Ricardo Augusto Massarico Serafim

Endereco para acessar este CV: hitp://lattes.cnpq.br/3759511385945393

Ukima atualizaga do curriculo em 01/02/2016

Possui graduagio em Farmacia pela Universidade Catdlica de Santos - UNISANTOS (2008) e mestrado em Farmaco e Medicamentos pela Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S3o Paulo - FCF/USP (2011). Atualmente € Professor das disciplinas de Planejamento de Farmacos e Quimica
Farmacéutica no curso de Farmacia da Faculdades Oswaldo Cruz (desde 2011) e doutorando em Farmaco e Medicamentos pela Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S3o Paulo - FCF/USP (a partir de 2012). Realizou estagio sanduiche (abril 2014 - margo 2015) na University of Pennsylvania
(UPENN - EUA). Atua nos seguintes temas: Quimica Medicinal, Planejamento de Farmacos, Sintese Orgénica, Antichagdsicos Potencials, Liberadores de Oxido
Nitrico, Modificagbes Moleculares e Modelagem Molecular. (Texto informado pelo autor)

Identificacdo

Nome
Ricardo Augusto Massarico Serafim
Nome em citagbes bibliograficas

SERAFIM, R. A. M;SERAFIM, RICARDO AUGUSTO MASSARICO

Endereco

Endereco Profissional

Universidade de 530 Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacuticas, Departamento de Farmddia - Bloco 13 (Superior).
Prof. Lineu Prestes

Butanta

05315-970 - Sao Paulo, SP - Brasil

Telefone: (11) 30913687

URL da Homepage: www.ficf.usp.br

Formagcdo académica/titulacdo

2012

Doutorado em andamento em Farmaco e Medicamentos.

Universidade de S3o Paulo, USP, Brasil.

com periodo sanduiche em University of Pennsylvania (Orientador: GARY MOLANDER).

Titulo: ANTICHAGASICOS POTENCIAIS: SINTESE £ MODELAGEM MOLECULAR DE HEBRIDOS DE HIDRAZONAS E LIBERADORES DE OXIDO NITRICO,

orientador: ) £117aBETH 16 FERREIRA.

Bolsista do(a): Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES, Brasil.

Palavras-chave: Planefamento de Férmacos; Sintese Organica; Antichagdsicos Potendais; Hibridacio Malecular; Liberadores de Oxido Nitrico; Modelagem Molecular.
Grande drea: Ciéncias da Salde

2009 - 2011

Mestrado em Farmaco e Medicamentos.

Universidade de 530 Paulo, USP, Brasil.

Titulo: ANTICHAGASICOS POTENCIALS: ESTUDOS SOBRE A SINTESE DE PRO-FARMACOS RECIPROCOS DE BIOISGSTEROS DO HIDROXIMETILNITROFURAL E DE LIBERADOR DE OXIDO
NITRICO Ano de ObtencSo: 2011.

Orientador: @) ELIZABETH 1GNE FERREIRA.

Bolsista do(a): Fundacio de Ampars 4 Pesquisa do Estado de S3o Paulo, FAPESP, Brasil.

Palavras-chave: Antichagésicos Potenciais; Latendiagio; Onido Mitrico.

Grande area: Ciéndas da Salde

Grande Area: Ciéndas da Salide [ Area: Farmécia / Subdrea: Quimica Farmacutica / Especialidade: Sintese Orgénica.

2005 - 2008

Graduac3o em Farmadia.

Universidade Catélica de Santos, UNISANTOS, Brasil.

Titulo: PROPOSTA DE DESENVOLVIMENTO DE UM SIMBIOTICO COM ACED VASODILATADORA.
Orientador: ANTONLO JOSE CALIXTO DE SOUZA.
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Formagao Complementar

2010 - 2010

Dinamica Molecular Basica. (Carga hordria: 6h).
L drio Nacional de C a0 Cientifica, LNCC, Brasil.

2010 - 2010

Introd. to In-Process Particle Characterization. (Carga horaria: 3h).
Mettler Toledo, METTLER TOLEDO, Brasil.

2010 - 2010

Planejamento de Candidatos a Novos Farmacos.
Sociedade Brasileira de Quimica, SBQ, Brasil.

2010 - 2010

New Approaches in Drug Discovery. (Carga horaria: 16h).
Universidade de S3o Paulo, USP, Brasil.

2010 - 2010

Calculos Quinticos de Estrutura Eletranica. (Carga hordria: 6h).
Laboratdrio Nacional de Computacao Cientifica, LNCC, Brasil.

2010 - 2010

V Escola de Modelagem Molecular em Sist. Bioldg..
Laboratdrio Nacional de Computac3o Clentifica, LNCC, Brasil.

2010 - 2010

Interfaces-Quimica e Biologia nas areas de PN e QM.
Sociedade Brasileira de Quimica, S8Q, Brasil.

2009 - 2009

Extens3o universitaria em 1 Curso de Verdo de Farmacologia do 1CB / USP-5P. (Carga hardria: 77h).
Universidade de S3o Paulo, USP, Brasil.

2009 - 2009

Aplicacio da Met. QSAR-4D usando o prog. LQTA-QSAR. (Carga horaria: 20h).
Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, Brasil.

Biotecnologia. (Carga horaria: Bh).
Universidade Catdlica de Santos, UNISANTOS, Brasil.

2007 - 2007

Interagbes Medicamentosas.
Conselho Regional de Farmacia do Estado de S30 paulo, CRF-5P, Brasil.

2006 - 2006

Espectrometria por absorcio atdmica. (Carga hordria: 6h).
Universidade Catdlica de Santos, UNISANTOS, Brasil.

2006 - 2006

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). (Carga hordria: 6h).
Universidade Catdlica de Santos, UNISANTOS, Brasil.

2005 - 2005

Extensdo universitéria em Inflamacdo.Fisiopatologia-Terapia Multidisciplinar. (Carga horaria: 32h).
Universidade Catdlica de Santos, UNISANTOS, Brasil.

2005 - 2005

Curso de Fitoterapia Herbarium.
Herbarium Fitoterapicos, HERBARIUM, Brasll.
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Atuacdo Profissional

Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, Brasil.

Vinculo institucional

2012 - 2012

Vinculo: Estagio - Doutorado Sandulche, Enquadramento Funclonal: Aluno Espedal, Regime: Dedicacio exdusiva.

Realizou estagio sanduiche (nacional) no Laboratdrio de Quimica Organica Sintética (LQOS) do Instituto de Quimica - 1Q/UNICAMP sob supervisdo do Prof. Dr. Luiz Carlos Dias. Suas atividades
estao vinculadas com sintese de moléculas potencialmente ativas contra T. cruzi.

Faculdades Oswaldo Cruz, FOC, Brasil.

Vinculo institudonal

2011 - Atual

Vinculo: Celetista formal, Enquadramenta Funcional: Professor, Carga hordria: 7

Atividades

02/2013 - Atual

Ensino, Farméacia, Nivel: Graduacio

Disciplinas ministradas
Plansjamento de Farmacos

04/2011 - Atual

Ensino, Farmacia, Nivel: Graduacio

Disciplinas ministradas
Quimica Farmacéutica (teoria e pratica)

Universidade de S30 Paulo, USP, Brasil.

Vineulo institucional

2012 - Atual

Winculo: Pés-Graduacio (DOUTORADQO), Enquadramento Funcional: Aluno [ Pesquisader, Regime: Dedicacio exclusiva.

Outras informacdes

Reallza suas atiidades no Laboratdrio de Planejamento e Sintese de Quimioterapicos Potencialmente Ativos contra Endemias Tropicals (LAPEN) - Departamento de Farmacia - FCF / USP

Vinculo institucional
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2015 - 2015

Vinculo: Estagiario, Enquadramenta Fundional: Monitor de Quimica Farmacfutica, Carga horéria: 6

Outras informacbes

Monitor de Quimica Farmaciutica (disciplina Integrado I) no Programa de Aperfeicoamento de Ensino (PAE) na Faculdade de Ciéndias Farmaceuticas - FCF/USP.

Vinculo institucional

2009 - 2011
Vinculo: Pds-Graduando (MESTRADO), Enquadramento Fundaonal: Aluno / Pesguisador, Regime: Dedicac3o exclusiva.
Outras informacbes

Realiza suas atividades no Laboratdrio de Planejamento e Sintese de Quimioterdpicos Potendalmente Ativos contra Endemias Tropicais (LAPEN) - Departamento de Farmédia - FCF / USP
Universidade Catdlica de Santos, UNISANTOS, Brasil.

Yinculo institudonal

2007 - 2008

Vinculo: Estaglo, Enquadramento Funcional: Monitor da Disciplina de Quimica Farmac@utica, Carga hordria: &

Instituto de Pesquisas Cientificas - UNISANTOS, IPECI, Brasil.

Yinculo institudonal

2006 - 2008
Vinculo: Estagidrio, Enquadramento Funcional: Estagiario / Pesquisador, Carga hordria: 20
Outras informacdes

Iniciacdo Clentifica

University of Pennsylvania, UPENN, Estados Unidos.

Vinculo institucional

2014 - 2015
Vinculo: Doutorade Sanduiche, Enquadramento Funcional: Estagio, Regime: Dedicacio exclusiva.
Outras informagBes

Realizou estégio sanduiche (exterior) onde trabalhou no desenvolvimento e sintese de aminometiitrifluorboratos derivados de aminoaddos e condigBes para a sua utilizacdo em reacdes de
acoplamento cruzado utilizando uma variedade de haletos de arila 2 heteroarila, sob orientacdo do Prof. Gary Molander
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Projetos de pesquisa

2012 - Atual

Antichagasicos potenciais: sintese e modelagem molecular de hibridos de N-adilidrazonas e liberadoras de dxido nitrico

Situagdo: Em ar H P
Alunos envolvidos: Doutorado: (1) .

Integrantes: Ricardo Augusto Massarico Serafim - Coordenador { Elizabeth Igne Ferreira - Integrante.

2011 - Atual

Design and of ¢ itic agents potentially active in Chagas' disease

Projeto certificado pelo(a) coordenader(a) Elizabeth Igne Ferreira em 13/09/2012,

Descricgo: Tese de doutorado inserida neste projeto: O projeto faz parte do Programa Trust in Science, da GlaxoSmithkline, e dedica-se & identificacBo de candidatos a farmacos
antichagasicos, partindo-se de derivados de sintese e seledonados por triagem virtual. Compreende ensalos in vitro em tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi; ensaios de inibicdo na
cruzalna; determinacdo da cinética de inibic3o enzimatica dos compostos ensaiados, com vistas a compreens3o do respectivo mecanismo de acao; triagem virtual de novas coleges de

c ensaios de per ede Fo is, compr o scale up da producdo da enzima recombinante & dos COMPOStos MAis promissores..

Situacdo: Em 0; Juisa.
Alunos envolvidos: Graduacio: (1) / Mestrado académico: (1) / Doutorado: (1) .

Integrantes: Ricardo Augusto Massarico Serafim - Integrante / Elizabeth Igne Ferreira - Coordenador [ Leoberto Costa Tavares - Integrante / Carlota O. Rangel-Yagui - Integrante / Adriano D.
Andricopulo - Integrante / Gustave Henrique Goulart Trossini - Integrante / Antonia Tavares do Amaral - Integrante / Silvia Storpitis - Integrante / Ana Paula de Melo Loureiro - Integrante.
Financiador{es): GLAXOSMITHKLINE - Auwdlia financeiro.

2009 - 2011

Antichagasicos Potencials: Estudos Sobre a Sintese de Pri-Farmacos Reciprocos de Biolsdsteros do Hidrodimetiinitrofural e de Liberador de Oxdo Nitrico

Descrigdo: Projeto vinculado com o temdtico FAPESP - Antichagasicos potenciais derivados de compostos nitro-heterocidlicos (Processo: 01/01192-3; Coordenadora: Hizabeth Igne Ferreira)..
SituacSo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Mestrado académico: (1) .

Integrantes: Ricardo Augusto Massarico Serafim - Integrante / Elizabeth Igne Ferraira - Coordenador,
Financiador{es): Fundacio de Ampars & Pesquisa do Estado de S30 Paulo - Bolsa.

2007 - 2008

Avaliacio do Teor de Urdnio em Amostras de Sedimentos da Regido Estuaring de Santos e S3o Vicente - SP

Situag3o: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envalvidos: Graduaco: (1) / Doutorado: (1).

Integrantes: Ricardo Augusto Massarico Serafim - Integrante / Luiz Paulo Geraldo - Coordenador.
Financlador(es): Universidade Catdlica de Santos - Bolsa.
Nimero de producies C, TRA: 2

Areas de atuacdo

1,
Grande &rea: Ciéncias da Salde / Area: Farméda / Subérea: Quimica FarmacButica.
¥

Grande 4rea: Cléncias da Satide / Area: Salide Coletiva / Subdrea: Meio Ambiente.
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Idiomas

Inglés

Compreende Raroavelmente, Fala Razoavelmente, LE Bem, Escreve Razoavelmente.

Prémios e titulos

2016
Highlighted paper (category - Metal-mediated synthesis): Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 254-258, SYNFACTS - Highlights in Current Syrthetic Organic Chemistry.
2009

Orador da XVI1 Turma de Formandos de Farmada (matuting) da Universidade Catdlica de Santos - UNISANTOS, em 06 de Janeiro de 2009., UNISANTOS.

Producdes

Producao bibliografica

Artigos completos publicados em periddicos

Ordenar por

Ordem Cronolbgica v

1

w EL'KHATIB, MIRNA ; SERAFIM, RICARDO AUGUSTO MASSARICO ; MOLANDER, GARY A. . a-Arylation/Heteroarylation of Chiral o-Aminomethyltriflunrohorates by Synergistic
Iridium Photoredox/Nicke! Cross-Coupling Catalysis. Angewandte Chemie (International ed. Print) acR, v. 55, p. 254-258, 2016.

2

SERAFIM, R. A. M.; GONCALVES, 1. E. ; SOUZA, F. P. ; LOUREIRO, A. P. M. ; STORPIRTIS, 5. ; KROGH, R. ; ANDRICOPULG, A. D. ; DIAS, L C. ; FERREIRA, E. I. . Design, synthesis and
biclogical evaluation of hybrid bicisoster derivatives of N-aoylhydrazone and furoxan groups with potential and selective anti-Trypanosoma cruzi activity. European Journal of Medicinal
Chemistry JCR, v. B2, p. 418-425, 2014,

3

SERAFIM, R. A. M.; PRIMI, M. C. ; TROSSINI, G. H. G. ; FERREIRA, E. L . Nitric Oxide: State of the Art in Drug Design. Current Medicinal ChemistryJCR, v. 19, p. 386-405, 2012.

GERALDO, L P. ; SERAFIM, R. A. M. ; CORREA, B. A. M. ; YAMAZAKI, Y. M. ; PRIMI, M. C. . Uranium content and dose for sediment and soil samples from the estuarine
system of Santos and Sao Vicente, SP, Brazil, Radiation Protection DosimetryJCR, v. 140, p. 96-100, 2010.

Textos em jornais de noticias/revistas

L

SERAFIM, R. A. M.; PRIMI, M. C. . Se for natural, ndo faz mal?. Jornal O Debate, p. 44 - 44, 29 jan. 2010.

2

SERAFIM, R. A. M,; VIEIRA, M. R. 5. . Uso Indiscriminado de Antibiéticos. Jornal O Debate, p. 5A - 5A, 28 ago. 2009.

3.

SERAFIM, R. A. M.; PRIMI, M. C. ; VIEIRA, M. R.S. . Interacio entre Madicamentos e Nutrientes, Jornal O Tempo, p. 4 - 4, 01 maio 2009.
4,

SERAFIM, R. A. M.. Os perigos inerentes & automedicacio. Jomal O Debate, p. § - 5, 26 maio 2006.
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Resumos expandidos publicados em anais de congressos

SERAFIM, R. A. M.; CORREA, B. A. M. ; YAMAZAKI, Y. M. ; PRIMI, M. C. ; GERALDO, L. P. . Investigation of the uranium content in sediment and soil samples from the Santos and 530 Vicente
estuary region, SP. In: International Nudear Atlantic Conference (INAC), 2009, Rio de Janeiro. Baok of Abstracts, 2009.

Resumos publicados em anais de congressos
: ¥

SEGRETTL, N. D. ; SERAFIM, R. A. M. ; MIYATA, M. ; FRANZBLAL, 5. G. ; FERREIRA, E. L . Design, synthesis and biological assay of bioisoster derivatives of sulfonylhydrazone and furoxan as
potential FabH inhibitors. In: IV Symposium on Drug Design and Development for Neglected Diseases, 2015, S3o Paulo. Book of abstracts IV Sympesium on Drug Design and Development for
Neglected Diseases, 2015.

2

SERAFIM, R. A. M.; PASQUALOTO, K. F. M. ; FERREIRA, E. L. , Molecular dynamics simulations of a set of 1,2-dihydro-4-quinazolinamine derivatives as potential I-NOS inhibitors. In: IT
International Symposium on Drug Discovery, 2011, Araraquara. Book of abstracts, 2011.

3.

SERAFIM, R. A. M.; TROSSINL G. H. G. ; FERREIRA, E. L. . Avaliac3o tedrica de inibicdo da cruzaina de T. cruzi por pré-farmacos do NFOH e seus bicisdsteros contendo liberadares de dxido
nitrico. In: 338 Reunido Anual da Sodedade Brasileira de Quimica - RASBQ, 2010, Aguas de Linddia - SP. Livro de Resumos da 332 RASEQ, 2010.

4

SERAFIM, R. A. M.; TROSSINI, G. H. G. ; FERREIRA, E. L. . Avaliac3o tedrica de pré-farmacos reciprocos do NFOH e seus biisdsteros contendo liberadores de dxido nitrico com potencial
atividade antichagésica. In: V Escola de Modelagem Molecular em Sistemas Bioldgicos, 2010, Petrépalis. V EMMSB, 2010.

5.

SERAFIM, R. A. M.; MACHADD, F. C. ; FERREIRA, F. A_S. ; SDUZA, A. ). C. . Design and synthesis of mutual prodrug of valsartan and nitric oxide donor with potential vasodilator activity, In:
V1 Congresso Paulista de Farmacéuticos, 2010, S30 Paulo. Livro de Resumos, 2010.

SERAFIM, R. A. M.; TROSSINI, G. H. G. ; FERREIRA, E. 1. . Theoretical evaluation of Trypanosoma cruzi cruzain inhibition of NFOH prodrugs and their bicisosters containing nitric oxide
releasing groups. In: XV Semana Farmacéutica de Ciénda e Tecnologia - FCF/USP, 2010, S50 Paulo. Livro de Resumeos, 2010.

7.

SERAFIM, R. A. M.; BIGATAO, H. M. ; TROSSINI, G. H. G. ; FERREIRA, E. 1. . Comparision between traditional and solvent-free synthesis of nitrofurazone and its bioisosters with antichagasic
activity. In: 5th Brazilian Symposium on Medicinal Chemlistry - BrazMedChem, 2010, Ouro Preto -MG. Baok of Abstracts, 2010.

SERAFIM, R.A.M.; CORREA, B.A. M. ; PRIML M. C. ; GERALDO, L P. . Imestigacdo do Teor de Uranio em Amastras de Sedimentos e Solos da Regido do Estudrio de Santos de S3o Vicente -
SP. In: IV Simpdsio Internacional de Meio Ambiente, 2009, Rio de Janeiro. Livro de Resumos do IV Simpdsio Intermnacional de Meio Ambiente, 2009, p. 261-261.

9.

SERAFIM, R. A. M.; TROSSINI, G. H. G. ; FERREIRA, E. 1. . Design and molecular modeling study of the mutual prodrugs of NFOH and its bicisoster and nitric oxdide releasing whit potencial
antichagasic activity. In: XIV Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia - FCF/USP, 2009, Sao Paulo. Livro de Resumos, 2009.

10.

SERAFIM, R. A. M.; GERALDO, L. P.. Investigac3o do Teor de Urdnio em Sedimentos da Regido do Estudrio de Santos e 530 Vicente - SP. In: 111 Jornada de Iniciaco Cientifica da UNISANTOS,
2008, Santos. Liwo de Resumos da 111 Jornada de Iniciac3o Cientifica da UNISANTOS, 2008.

11,

SERAFIM, R. A. M.; GERALDO, L. P. . Avaliacio do Teor de Uranio em Amostras de Sedimentos da RegiSo Estuarina de Santos e 530 Vicente - SP. In: II Jomada de Iniciacio Cientifica da
UNISANTOS, 2007, Santos. Anais da Il Jornada de Iniclaco Cientifica da UNISANTOS, 2007,
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Apresentacdes de Trabalho
1

SERAFIM, R. A. M.; GERALDO, L. P. . Avaliacio do Teor de Urdnio em Amostras de Sedimentos e Solos da RegiSn Estuarin de Santos e S0 Vicente -SP. 2009, (Apresentacio de
Trabalho/Outra).

2

SOUZA, A. ). C. ; FERREIRA, F. A. 5. ; MACHADO, F. C. ; SERAFIM, R. A. M. . Proposta de Desanvolvimento de um Simbidtico com Agdo Vasodilatadora. 2008. (Apresentacio de
Trabalho/Outra).

3.
SERAFIM, R. A. M.; GERALDO, L. P. . Investigac3o do Teor de Uranio em Sedimentos da Regido do Estudrio de Santos e 530 Vicente - SP. 2008. (Apresentacio de Trabalho/Outra).

4,

SERAFIM, R. A. M.; GERALDO, L P.. Avaliacio do Teor de Urdnio em A de Sedi os da RegiSo Estuarina de Santos e 530 Vicente - SP. 2007, (Apresentacgo de Trabatho/Outra).

Demais tipos de producgdo técnica

1.

SERAFIM, R. A. M.. Modelagem Molecular Aplicada ao Desenvolvi oe de Farmacas e Medic . 2015. (Aula ia (c.h.: 9h) - Curse de Pds-Graduago "Lato
Sensu” do ICTQ em Campinas).

2.

SERAFIM, R. A. M.. Modelagem Molecular no Planejfamento Radonal de Novos Farmacos. 2015. (Palestra ministrada (XVILL JOFARMA - Universidade S50 Judas Tadeu).
3.

SERAFIM, R. A. M.. O Fantéstico Mundo da Quimica Medicinal. 2015. (Seminaric do Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas - IPECIJUNISANTOS).

4.

SERAFIM, R. A. M.. Modielagem Molacular Aplicada a0 Flanejamento de Farmacos e Medicamentos. 2013, (Aula ministrada (ch.: 9h) - Curso de Pés-Graduacio "Lato Sensu” do ICTQ em S3o
Paula).

5

SERAFIM, R. A. M.. Modelagem Molecular Aplicada ac Planejamento de Farmacos e Medicamentos. 2013, (Aula ministrada (ch.: 9h) - Curso de Pés-Graduag3o "Lato Sensu” do ICTQ em
Campinas).

6.

SERAFIM, R. A. M.. Planejamento de Farmacos para Doanca de Chagas. 2013, (Palestra Ministrada (I Simpésio de Ciéncias Farmaciuticas do Centro Universitério S3o Camilo)).
7.

SERAFIM, R. A. M.; PRIMI, M. C. . Profissional Farmaciutico - Perspectivas da Profiss3o. 2012. (Palestra ministrada: Curso de Farmécia - UNISANTOS).

8.

SERAFIM, R. A. M.. Modelagem Molecular no Planejamento Radional de Farmacos. 2010. (Palestra ministrada - IV Jornada Cientifica da Salde (UNISANTOS)).

Demais trabalhos

i

SERAFIM, R. A. M.. Projeto Verso UNISANTOS 2006. 2006 (Projeto comunitario) .

2

SERAFIM, R. A. M.. Dia da Cidadania - NECOM / UNISANTOS. 2006 (Projeta comunitario) .
3

SERAFIM, R. A. M.. Dia da Crianca - NECOM / UNISANTOS. 2005 (Projeto comunitario]) .
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Bancas

Participacio em bancas de trabalhos de conclusdo

Trabalhos de conclusdo de curso de graduagao
7

GIAROLLA, 1.; SEGRETTL, N. D.; PARISE FILHO, R.; SERAFIM, R. A. M., Partidpacao em banca de Eugen Mendes Nesadal de Souza.Candidatos a novos agentes antitumorais: sintese de
analogos capsalcindides. 2015. Trabalho de Conduséo de Curso (Graduagio em Farmécia e Bioquimica) - Universidade de S50 Paulo.

2.

JACOBO, R. P.; SERAFIM, R. A. M.. Participac3o em banca de M. L A. C. Bordon; P. Gasparetto; A. M. Kim; L M. Batista.Efeito dos inibidores de fosfolipase A2 citosdlica, secretdria e caldo
sobre o Aimento da infeccdo causada por Leishmania (Leishmania) amazonensis (IN VITRO). 2011. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagdo em Farmada) -
Faculdades Oswaldo Cruz.

3

SDUZA, A. ). C.; CIRIND, F. S.; SERAFIM, R. A. M.. Participacio em banca de Gabriel P. Garcia; Larissa 5. Nardes; Natanael D. Segretti.Proposts de desenvolvimento de um pré-férmaco com
acdo anti-hipertensiva e antilipémica. 2009. Trabalho de Conclusdo de Cursa (Graduag3o em Farmada) - Universidade Catdlica de Santos.

Participacao em bancas de comisstes julgadoras

Outras participacoes
5

SERAFIM, R. A. M.. "Espaco Cientifico” - Semana Farmacfutica. 2012. Faculdades Oswaldo Cruz.

Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposicoes e feiras

1.

1V Sympasium an Drug Design and Development for Neglected Diseases e. 2015, (Simpésio).

2.

XIII National Meeting of Medicinal Chemistry Professors.Design, synthesis and biological assay of derivatives of irazone and furaxan as potential FabH inhibitors, 2015,
(Encontra).

3

111 International Symposium on Drug Discovery. 2013, (Simpdsio).

4.

Simpésio de Dendrimeros: importanda no contexto da nanotemologia. 2012 (Simpdsio).

L8

111 Brazil-Spain Warkshop on Organic Chemistry. 2012, (Outra).

6.

11 Simpésio de Planej e D Ivimento de Novos Farmacos para Dosncas Negligendiadas. 2011, (Simpésio)

7.

11 International Symposium on Drug Discovery.Molecular dynamics simulations of a set of 1,2-dihydro-4-qui il ine derivatives as patential i-NOS inhibitors. 2011. (Simpdsio).
8.

3° Simpdsio "Molecular Simulation” - IQ/USP. 2011. (Simpésia).
9.

Programa de Semindrios da Comiss3o de Pesquisa (FCF/USP) - Palestra: IrradiacSo de micro-ondas em sinteses organicas, 2011 (Outra).
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10.

Programa de Semindrios da Comiss3o de Pesquisa (FCF/USP) - Palestra: Produtos N is como Protétipos para Agoni Nicotinicas, 2011, (Outra).

11,

Programa de Seminarios da ComissSo de Pesquisa (FCF/USP) - Palestra: New Methods for Organic Synthesis Using Zinc and Palladium. 2011, (Outra).

12,

XV1 Cangresso Paulista de Farmacéuticos. Design and synthesis of mutual pradrug of valsartan and nitric oxide donor with patential vasodilator activity. 2010. {Congresso).
13.

XLV Semana Universitaria Paulista de Farmadia e Bloguimica (SUPFAB) - FCF/USP.Thearetical evaluation of Trypanosoma cruzi cruzain inhibition of NFOH prodrugs and their bicisosters
containing nitric oxide releasing groups. 2010. (Simpdsia).

14,

Sth Brazilian Symposium on Medicinal Chemistry - BrazMedChem Comparision between traditional and solvert-frae of nit and its bi with antichagasic activity.
2010. (Simpésio).

15.

332 Reunido Anual da Seciedade Brasileira de Quimica - RASBQ.AvaliagSo tedrica de inibicBo da cruzaina de T. cruzi por pré-firmaces do NFOH e seus bicisdsteras contendo liberadores de
dxido nitrico. 2010. (Outra).

16.

Simpdsio Internacional Comemorativo do Centendrio da Descoberta da Doenca de Chagas. 2009. (Simpdsio).

17.

1 Simpdsio de ) & Deser i de Novos Farmacos para Doengas Negligenciadas - USP e as Redes Temdticas. 2009. (Simpdsio).

18.

V Encantro de Trabalhos Cientificos - UNISANTOS Proposta de Des de um dtico com Ac3o ra. 2008. (Encontra).

19.

111 Jornada de Iniciacdo Cientifica - UNISANTOS. Imvestigac3o do Teor de Urdnio em Sedi da RegiBo do Estudrio de Santos e S3o Vicente - SP. 2008, (Outra).

11 Jarmada Cientifica da Sadide - UNISANTOS. 2008. (Outra).

21.

XV Congresso Paulista de Farmacduticos. 2007. (Congresso).

22,

VII Seminario Internacional de Farmacuticos. 2007. (Seminario).

23.

11 Encontro de Estudos Ambientais da UNISANTOS AvaliacBo do Teor de Uranio em Sedimentos da Regi3o Estuaring de Santos e S30 Vicente - SP. 2007. (Encontro).
24.

1 Jomada Cientifica da Satide - UNISANTOS. 2007. (Outra).

25,

11 Jornada de Iniciacdo Cientifica da UNISANTOS. Avaliac3o do teor de Urdnio em amostras de sedimentos da regido estuarina de Santos e 530 Vicente - SP. 2007. (Outra).
26.

Fitoharmanios e suas aplicaches terapduticas. 2007. (Outra).

27.

1 Cangressn Brasileiro de Engenharia de Tecidos e Estudos das Células-Troneo e Terapia Celular. 2006. (Congresso).
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28.
International Symposium on Drug Discovery and IX National Meeting of Medical Chemistry Professors. 2006. (Simpdsia).
29.
X1 Jornada FarmacButica da Universidade Catdlica de Santos. 2006, (Outra).
30.
XIV Congresso Paulista de Farmacuticos. 2005. {Congresso).
31.
V1 Semindrio Internacional de Farmacia. 2005, (Semindrio).
32.
Palestra de Primeiros Sacorros, 2005, (Dutra).
Organizacao de eventos, congressos, exposicoes e feiras
i
SERAFIM, R. A. M.. IV Symposium on Drug Design and Development for Neglected Disease. 2015. (Outra).
2
SERAFIM, R. A. M.. XIII National Meeting of Medicinal Chemistry Professars. 2015. (Outra).

3.

SERAFIM, R. A. M.. [1I Simpdsio de Plansj ito e D lvi de Novos Farmacos para Doencas Negligendladas, 2013. (Outra).
4.

FERREIRA, E. . ; ANDRICOPULO, A. D. ; TROSSINI, G. H. G. ; POLIDORO, A. ; VAZ, B. A. ; BRITO, C. L ; SILVA, F. T. ; GIAROLLA, 1. ; PRIMI, M. C. ; SEGRETT, N. D. ; SERAFIM, R.A. M. ;
SANTOS, 5. 5. ; OTELO, V. ; RANGEL-YAGUI, C. O. . II Simpésio de Planejamento e Desenvolvimento de Novos Farmacos para Doencas Negligendadas. 2011, (Outro).

5.

FERREIRA, E L. ; TAVARES, L C. ; RANGEL-YAGUI, C. 0. ; ANDRICOPULO, A. D. ; TROSSINI, G. H. G. ; RANDO, D. G. ; PASQUALOTO, K. F. M. ; SERAFIM, R. A. M. ; ANDRADE, C. H. ; BRITO, C.
L ; BIGATAQ, H. M. ; GIAROLLA, ). ; BOTELHO, K C. A. ; TURRA, K. M. ; SCOTTIL, L. ; GUIDO, R. V. C.; OTELO, V. .1 iodef & Deser de Novos Farmacos para
Doencas Negligenciadas - USP e as Redes Temdticas. 2009. (Outro).

6.
SERAFIM, R. A. M.. [1 Jornada Cientifica da Saide - UNISANTOS. 2008, (Outro).
7.
SERAFIM, R. A. M.. [ Jormada Cientifica da Salide - UNISANTOS, 2007, (Outro).

8.

SERAFIM, R. A. M.. XI1 Jornada Farmacgutica da Universidade Catélica de Santos. 2006, (Outra).

9.

SERAFIM, R. A. M.. I Encontro de Trabalhos Cientificos da Universidade Catdlica de Santos. 2005. (Outro).
10.

SERAFIM, R. A. M.. Palestra de Primeiros Socomros. 2005, (Outro).
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Orientacbes

Orientacies e supervisoes em andamento
Iniciacao cientifica
1.

Filipe Gomes Pemichelle. Antichagasicos potencials: planejamento e sintese de compostos liberadores de dxido nitrico contendo ésteres nitrato. Inicio: 2015. IniciacSo cientifica (Graduando
em Farmécia e Bioguimica) - Universidade de Sao Paulo. (Orientador).

Orientacdes e supervisoes concluidas
Trabalho de conclusdo de curso de graduagao

1.

Martins, P.; Maeda, C.; Paz, J.; Parizoto, J.; Almeida S.. Avancos e aplicacBes da nanotecnologia no tratemento do cancer. 2012, Trabalho de Condusdo de Curso. (Graduacdo em Farmacia) -
Faculdades Oswaldo Cruz. Orientador: Ricarde Augusto Massarico Serafim.

Inovacdo

Projetos de pesquisa

Outras informacoes relevantes

- S6cio da 580 (Sociedade Brasileira de Quimica) na Divis3o de Quimica Medicinal, desde 2818.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pos-Graduacéo

Informacdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacao oral do seu trabalho, com duracao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a argiliicido oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a argliicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a argilic3o por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovacdo ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argilicao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Ddvidas poderao ser esclarecidas junto a Secretaria de Pos-
Graduacdo: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prastes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - S30 Paulo - 5P
Fone: (11) 3081 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarmai@uesp.br
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