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PALACE-BERL, F. Planejamento de fiarmacos anti-7. cruzi: Sintese de compostos
nitrofuranicos, avaliagdo da atividade bioldgica in vitro e estudos de relagdes estrutura-atividade.
2016. 375p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sédo Paulo,
Sdo Paulo, 2016.

RESUMO

A doenca de Chagas afeta cerca de 6 a 7 millhdes de pessoas no mundo,
principalmente América Latina. A busca de alternativas terapéuticas para esta enfermidade
tem grande relevancia para a sociedade, ja que as op¢des atuais sdao limitadas, sendo
disponivel apenas o benznidazol (BZD) e nifurtimox. Os derivados nitroheterociclicos sdo
considerados compostos bioativos com numero crescente de estudos na comunidade
cientifica contra seu agente etioldgico, o Trypanosoma cruzi. Neste sentido, o presente
trabalho tem por objetivo a identificacdo de derivados do S-nitrofurano com atividade
frente a diferentes cepas do 7. cruzi, assim como estudar possiveis modo de agdo desta
classe de compostos. Esta investigacdo envolve estudos computacionais com o propdsito
de construir modelos quantitativos de relagdes estrutura-atividade (QSAR multivariado)
que possam auxiliar na previsdo de novas estruturas com perfil farmacologico otimizado.
No presente trabalho foram realizadas as etapas de planejamento, sintese e identifica¢do de
36 compostos com resultados satisfatérios quanto a identificagdo estrutural, pureza e
rendimento, que foi da ordem de 70%. A determinagdo da atividade anti-7. cruzi in vitro
dos compostos obtidos foi realizada frente as cepas Silvio X10 cll, Y, Bug 2149 cl10 e
Colombiana na forma epimastigota do parasito. A maioria dos compostos analisados
apresentou maior capacidade de inibigdo de crescimento do parasito, comparado ao BZD:
Silvio X10 cll - ICsp =29,16 £2,90 uM, Y - ICso = 40,40 +3,37uM, Bug 2149 cl10 - ICsp =
30,63 +£3,21 uM, Colombiana - ICso = 47,91 £4,96 uM. O composto mais ativo (BSF-35)
apresentou os seguintes valores: Silvio X10 cll - ICso = 3,17 £0,32 uM, Y - ICs0 = 1,17
+0,12 uM, Bug 2149 cl10 - ICso = 1,81 +0,18 uM e Colombiana - ICso = 3,06 £0,23 uM.
Foram realizados célculos de propriedades moleculares das estruturas tridimensionais dos
compostos, seguido pela analise exploratoria de dados por andlise de agrupamentos
hierarquicos (HCA) e analise de componentes principais (PCA), possibilitando o
reconhecimento de padroes do conjunto. Considerando esta analise prévia, foram obtidos
modelos QSAR com abordagem multivariada, aplicando algoritmo OPS e método de
regressao por quadrados minimos parciais, PLS. Os melhores modelos gerados foram
obtidos considerando os compostos benzenos substituidos para as quatro cepas estudadas.
Os descritores que mais influenciaram na andlise foram o ClogP (coeficiente de parti¢ao) e
cargas CHELPG. Considerando as informacgdes obtidas, foram planejados e sintetizados
quatro novos compostos com objetivo de obter compostos mais ativos e validar os modelos
QSAR. Estes compostos apresentaram alta atividade frente a forma epimastigota das quatro
cepas estudadas. Os compostos mais ativos foram avaliados quanto a citotoxicidade frente
células LLC-MK. e apresentaram seletividade até 25 vezes superior ao BZD. Estudos in
vitro frente a forma amastigota da cepa Y em células U20S foram realizados com
metodologia fenotipica de andlise de alto conteudo (HCA’) e os compostos apresentaram
atividade até 64 vezes superior ao BZD e com seletividade de até 50 vezes superior a este
farmaco. Quanto a determinagdo da atividade dos compostos frente as enzimas tripanotiona
redutase (7cTR) e glutationa redutase (GR), os compostos analisados nao apresentaram
atividade relevante, indicando ndo ser este 0 mecanismo desta classe de compostos. Com
finalidade de explorar outro possivel mecanismo de acao dos compostos S-nitrofuranicos,
foi realizada a andlise de potencial de redu¢cdo da membrana mitocondrial, porém a morte
parasitaria nao foi atribuida a despolarizagao da membrana em estudos simultdneos com
iodeto de propidio.

Palavras chave: Trypanosoma cruzi, tripanotiona redutase, amastigota, nitro-compostos,
quimiometria, QSAR multivariado.
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PALACE-BERL, F. Design of anti-7. cruzi compounds: Synthesis of 5-nitrofuran derivatives, in
vitro biological activity and study of structure-activity relationships. 2016. 375p. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2016.

ABSTRACT

Chagas disease affects approximately 6-7 millions people worldwide, especially Latin
America. The search for therapeutic alternatives for this disease is of great relevance to
society, as current options are limited and there are only two available drugs: benznidazole
(BZD) and nifurtimox. The nitroheterocyclic derivatives are considered bioactive
compounds with increasing number of studies in the scientific community against its
etiologic agent, Trypanosoma cruzi. In this sense, this work aims to identify derivatives of
S-nitrofuran with activity against different strains of 7. cruzi, and to study possible mode
of action of this compounds. This research involves computational studies to obtain models
of quantitative structure-activity relationships (QSAR multivariate) that can help predict
new structures with optimized pharmacological profile. In this work were carried out the
design, synthesis and identification of 36 compounds with satisfactory results regarding the
structural identification, purity and yield (approximately 70%). The determination of anti-
T. cruzi activity in vitro of the compounds obtained was carried out with Silvio X10 cll, Y,
Bug 2149 CL10 and Colombiana strains of epimastigote form of the parasite. Most of the
compounds examined showed greater capacity of growth inhibition of the parasite
compared to the BZD (Silvio X10 CL1 - IC 50 = 29.16 £ 2.90 uM, Y - IC50 = 40.40 +
3,37uM, 2149 CL10 Bug - IC 50 = 30.63 + 3.21 uM, Colombiana - IC 50 =47.91 £ 4.96
uM). The most active compound (BSF-35) showed the following values: Silvio X10 cl1 -
IC50=3.17£032uM, Y -IC50=1.17+£0.12uM, Bug 2149 CL10-IC50=1, 81 £0.18
uM and Colombiana - IC 50 = 3.06 £ 0.23 uM. Calculations were performed for the
molecular properties of three-dimensional structures of the compounds, followed by
exploratory data analysis by hierarchical cluster analysis (HCA) and principal component
analysis (PCA), allowing the recognition of the set. Considering this preliminary analysis
were obtained QSAR models with multivariate approach, using OPS algorithm and
regression method of partial least squares, PLS. The best generated models were obtained
considering the benzyl substituted compounds for the four strains. The descriptors that most
influenced the analysis were ClogP (partition coefficient) and CHELPG charges.
Considering the information obtained, four new compounds were designed and synthesized
to obtain more active compounds and validate QSAR models. These compounds showed
high activity against epimastigote form of the four strains studied. The most active
compounds were evaluated for cytotoxicity against LLC-MK, cells and the compounds
selectivity values were up to 25 times higher than BZD. In vitro studies against amastigote
form of the Y strain in U20S cells were performed with phenotypic method of high content
analysis (HCA’) and the compounds showed activity to 64 times higher than BZD and
selectivity of up to 50 times. The activity of the compounds against trypanothione reductase
enzymes (7cTR) and glutathione reductase (GR) showed no significant activity, indicating
that this is not the mechanism of this class of compounds. In order to exploit another
possible mechanism of action of S-nitrofuran derivatives, analysis reduction of
mitochondrial membrane potential was held, however the cell death was not attributed to
membrane depolarization in simultaneous studies with propidium iodide.

Keywords: Trypanosoma cruzi, trypanothione reductase, amastigote, nitro compounds,
chemometrics, QSAR multivariate.
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PA: Pro-analyse (reagente grau analitico)

PAC: Perfil de amostragem conformacional
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APRESENTACAO

A demanda por novas opg¢des terapéuticas para o tratamento da doenca de Chagas ¢
alta, uma vez que ha apenas dois fArmacos disponiveis para o tratamento, benznidazol e
nifurtimox. Estudos de planejamento de compostos com atividade frente ao Trypanosoma
cruzi, agente etiologico da doenca de Chagas, possui grande relevancia social, pois

direcionam a busca por novos farmacos.

A tese aqui apresentada foi conduzida com o objetivo principal de planejar e obter

compostos derivados do 5-nitrofurano com atividade anti-7. cruzi.

O estudo dos compostos andlogos a nifuroxazida envolveu as etapas de
planejamento, sintese, identificacdo e avaliagdo da atividade frente a diferentes cepas de 7.
cruzi, além da construcdo de modelos quantitativos de relagdes estrutura quimica e
atividade biolégica com abordagem multivariada (QSAR) para auxiliar na previsdo de

novas estruturas com atividade otimizada.

O trabalho aborda fundamentacdo bibliografica, com breve relato sobre a doenga de
Chagas, alvos terapéuticos estudados em tripanosomatideos, compostos, farmacos e
tratamentos utilizados e em estudo para a doenga, utilizagdo dos compostos
nitroheterociclicos como potenciais farmacos anti-7. cruzi e planejamento e
desenvolvimento de farmacos com énfase em estudos de relagdes estrutura quimica e

atividade biologica.

O planejamento experimental foi embasado de literatura referente a nitrocompostos
frente ao 7. cruzi e com continuidade aos estudos iniciados no grupo de pesquisa. Foram
sintetizados e identificados 36 compostos e avaliada a atividade frente a forma epimastigota
das cepas Silvio X10 cll, Y, Bug 2148 cl10 e Colombiana, representativas das DTU mais

frequentes em pacientes.

Em segunda etapa do trabalho estdo descritos estudos de relagdes estrutura-
atividade, utilizando métodos quimiométricos como analise exploratéria de dados e
construcdo de modelos matematicos de previsdo (QSAR), com abordagem multivariada.
Dos resultados gerados foi possivel planejar novos compostos otimizados que apresentaram

maior atividade frente as cepas da forma epimastigota.
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Os estudos foram direcionados para avaliar a citotoxicidade destes compostos frente
a c¢lula LLC-MK,, assim como a atividade frente forma amastigota intracelular, utilizando

metodologia de andlise de alto contetdo.

Foram investigadas algumas propostas de modo de agdo desta classe de compostos
encontrados em literatura. Verificou-se neste estudo a inibicdo da enzima tripanotiona

redutase e a avalia¢ao de acdo na reducao do potencial de membrana da mitocondria.

Desta forma, este trabalho abrageu as etapas planejamento, sintese, avaliacdo de
atividade bioldgica, estudos de relagdes estutura-atividade para contru¢do de modelos com

capacidade preditiva e avaliagao de dois possiveis modo de agdo destas estruturas quimicas.



1 FUNDAMENTACAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Doenca de Chagas

1.1.1 Caracteristicas da doenca e epidemiologia

A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas ¢ classificada em um conjunto
de doencas denominadas negligenciadas, que inclui também a leishmaniose, a
esquistossomose além de outras 20 enfermidades. A doenca de Chagas ¢ considerada
endémica em 21 paises da América Latina (DNDi, 2016). Estudos epidemioldgicos desta
doenga estimam que existam cerca de 7 a 8 milhdes de pessoas contaminadas no mundo e
a mortalidade anual decorrente da doenca de Chagas ¢ de 12.000 pessoas (DNDi, 2016,
WHO, 2014). No Brasil estima-se que 4,6 milhdes (intervalo de confianga, IC de 95 %:
2,9-7,2 milhdes) de pessoas estejam contaminadas (DIAS et al., 2016, MARTINS-MELO
etal., 2012).

Atualmente estd ocorrendo aumento do nimero de casos em regides ndo endémicas
devido, principalmente, ao crescente indice da migracdo de individuos contaminados de
regioes endémicas para outras regides. As principais regioes ndo endémicas que apresentam
casos da doenca estdo na América do Norte, na regido do Pacifico ocidental (principalmente
Japdo e Austréalia) e na Europa. Estima-se que haja mais de 300.000 pessoas portadoras
desta doen¢a nos Estados Unidos, no Canad4 mais de 5.500, na Europa e na regido do
Pacifico ocidental mais de 80.000 (DNDi, 2012, WHO, 2010, COURA, VINAS, 2010).
Em revisdo sistematica realizada por Conners et al., (2016), foi verificado evidéncias de
que a prevaléncia da doenca de Chagas ¢ maior do que o esperado em alguns grupos de
migrantes e que estimativas de prevaléncia na triagem de doadores de sangue subestima o

impacto da doencga.

A transmissao vetorial ¢ a causa mais comum de infec¢ao, contudo, a doenga pode
ser transmitida ao homem por vias alternativas, como a contaminagdo laboratorial
acidental, a via oral, o transplante de orgdos, a transmissdo congénita, a transfusdo
sanguinea e o leite materno (JACKSON et al., 2009, NOBREGA et al., 2009,
LUNARDELLI et al., 2007).

Os sintomas da doen¢a de Chagas podem ser divididos em trés estagios principais,
a fase aguda, fase latente ou intermediaria e a fase cronica. A primeira ¢ caracterizada por

elevada parasitemia e poucas manifestacdes clinicas, como febre, linfoadenopatia e hepato-
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esplenomegalia. Esta fase pode apresentar manifestagdes locais indicando local da porta de
entrada do parasito, como o sinal de Romafia, o qual ocorre quando o parasito penetra pela
conjuntiva ocular formando edema bipalpebral unilateral, ou quando o parasito penetra por
lesdes na pele, apresentando o chagoma de inoculagdo. Estas manifestacdes aparecem em
50% dos casos agudos dentro de 4 a 10 dias apds contdgio (BRASIL, 2010, REY, 2002,
BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000). A fase latente ou intermediaria perdura
de 5 a 10 anos ou até por mais anos de forma assintomadtica. Esta fase ocorre apos as
manifestagdes da fase aguda e o parecimento das manifestagdes da forma cardiaca ou

digestiva (BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000).

A fase cronica corresponde a lenta destruicdo das células infectadas pelo parasito,
ocorrendo diminui¢do da parasitemia e tropismo por tecidos ricos em macréfagos, fibras
musculares esqueléticas, miocardiocitos, sendo dependente do tipo de cepa parasitaria e
imunidade do hospedeiro (REY, 2002, BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000).
De acordo com sua evolugdo, pode ser dividida em indeterminada e determinada.
Inicialmente, essa fase € assintomatica, sendo denominada fase indeterminada, nao
apresentando sinais de comprometimento cardiaco e/ou digestivo. A fase determinada,
sendo esta a fase cronica ou tardia com manifestacoes da doenga, desenvolve-se em 30 a
40% dos pacientes infectados. E uma fase altamente incapacitante ¢ pode levar & faléncia
do 6rgao acometido, tendo a morte como consequéncia. Pode se apresentar principalmente
como cronica cardiaca, provocando alteragdes cardiacas, como arritmias e cardiomiopatias,
ou como cronica digestiva, afetando o es6fago (megaeso6fago) ou o intestino (megacolon)
(RASSI JR, RASSI, MARIN-NETO, 2010, BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO,
2000).

A forma cronica da doenca de Chagas resulta em grande impacto social e
econOmico, incluindo o desemprego e diminui¢do da capacidade produtiva. Estima-se que
no Brasil R$ 2,9 bilhdes sdo perdidos em saldrios e produtividade industrial devido a
incapacidade de trabalhadores com doenca de Chagas (DNDi, 2016, MARTINS-MELO et
al., 2012). Em contexto global, a morbidade e mortalidade associadas a doenca de Chagas

tem um impacto economico anual de US $ 7,2 bilhoes (LEE et al., 2013).



1.1.2 Agente etiolégico: Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas ¢ uma infec¢do tecidual e hematoldgica causada pelo
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi da ordem Kinetoplastida, tamilia
Trypanosomatidae, género Trypanosoma (CHAGAS, 1909). Este parasito apresenta-se em
trés formas distintas durante seu ciclo evolutivo (figura 1): amastigota, epimastigota e
tripomastigota. A forma amastigota ¢ caracterizada pela pequena dimensdo, contorno
circular, ovéide ou fusiforme, ntcleo excéntrico e flagelo contido no bolso flagelar ndo
ultrapassando a borda celular. A forma epimastigota, apresenta-se alongada (fusiforme),
cinetoplasto discdide proéximo ao nticleo, bolso flagelar estreito abrindo-se lateralmente,
flagelo longo com membrana flagelar. A forma tripomastigota possui caracteristica
alongada e achatada, cinetoplasto arredondado e distante do nucleo, bolso flagelar proximo

ao nucleo. O flagelo percorre toda extensao celular (REY, 2002, BRENER, ANDRADE,
BARRAL-NETTO, 2000).

Seus vetores naturais pertencem ao grupo de insetos da ordem Hemiptera, familia
Reduviidae, subfamilia Triatominea, sendo o Triatoma infestans o vetor mais importante
da doenca, popularmente conhecido por “barbeiro” (ANTUNES, 1992). O ciclo evolutivo
do T. cruzi apresenta as formas do parasito em seus diferentes estdgios, como ilustrado na
figura 1. A forma infectante encontrada no inseto, tripomastigota metaciclico, ¢ introduzida
no hospedeiro mamifero a partir das fezes do inseto. Estas formas penetram nas células do
hospedeiro definitivo, transformam-se em amastigotas que se reproduzem por fissdo binaria
no citoplasma. As formas amastigotas se diferenciam em tripomastigotas que, apos ruptura
celular, migram para a corrente sanguinea e invadem novas células. Quando os
tripomastigotas sao ingeridos por um inseto triatomineo, transformam-se em epimastigotas
que se multiplicam no tubo digestivo do vetor. As formas epimastigotas diferenciam-se em
tripomastigotas metaciclicos na por¢do terminal do tubo digestivo, sendo aptos a
contaminar outro hospedeiro (CDC, 2014, REY, 2002, BRENER, ANDRADE, BARRAL-
NETTO, 2000).

O T. cruzi é um organismo dipldide que se multiplica por divisdo binaria. Como
consequéncia de sua evolucdo, estes parasitos apresentam grande diversidade genotipica
que se manifesta por diferencas no comportamento bioldgico como, por exemplo,
adaptacao a diversas espécies de triatomineos, variacdes na sensibilidade aos farmacos,

diferentes graus de viruléncia em animais experimentais e humanos, tropismo tissular
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preferencial e inducao de manifestagdes clinicas da doenga (WHO, 2010, ZINGALES et
al., 2009, ANDRADE,1985).

triatomineo

tripomastigotas
Sinais de porta Fase cronica
de entrada

Chagoma Cardiopatia

. ~ Megaesodfago
Sinal Romafia

Me‘gacéloﬁi

Fase aguda

Alta parasitemia

Figura 1. Ciclo evolutivo do 7rypanosoma cruzi.

Reproduzido com a permissdo de CDC, CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION.
Disponivel em: <http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html>. Acesso em: 05 Mar 2014.

O conceito de cepas para os estudos de amostras dos parasitos isolados de casos
humanos, de animais naturalmente infectados e¢ do inseto vetor foi estabelecido com
objetivo de sistematizar os dados acumulados de literatura. As amostras mantidas em
laboratdrio, por meio de passagens em animais susceptiveis ou em culturas in vitro foram
designadas cepas. Hoje podemos definir as cepas do 7. cruzi como populagdes multiclonais
complexas, que diferem nas suas caracteristicas fenoticas e bioldgicas € no comportamento

no hospedeiro infectado (BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000).

Diante da diversidade genética foi estabelecido em consenso internacional a
subdivisdo de 7. cruzi em seis grupos filogenéticos principais, nomeados como Discretas

Unidades de Tipagem, DTUs (Discrete Typing Units), e classificados de Tcl a TcVI



(ZINGALES et al., 2012, ZINGALES et al., 2009). Estudos realizaram a associagao entre
as DTUs, as manifestacdes clinicas da doenca e a prevaléncia em diferentes regioes,
conforme exposto na tabela 1. Uma das observacgdes destes estudos foi que as DTUs T¢I,

II, V e IV sdo as mais prevalentes em humanas em vérias regides da América Latina

(ZINGALES et al. 2012, GUHL, RAMIREZ 2011, MILES et al. 2009).

Tabela 1. Associagio entre as Discretas Unidades de Tipagem (DTUs) de
T. cruzi e a distribuicao geografica e manifestacoes da doenca de Chagas

DTUs Distribuicio Manifestacio da
Geografica doenca de Chagas
Tcl Américas do Sul, Cardiomiopatia
Norte e Central
Tell Cone Sul e casos Cardiomiopatia e megassindromes
esporadicos ao Norte
Tclll América do Sul Raro em humanos; forma clinica
pouco conhecida
TclV Américas do Sul edo  Causa secundaria de doenca de
Norte Chagas na Venezuela; casos
esporadicos em outras regioes da
América do Sul
TcV e TeVl Cone Sul Cardiomiopatia e megassindromes

DTU: Discrete Typing Units / Discretas’Unidades de Tipagem,;

(ZINGALES et al. 2012, GUHL, RAMIREZ 2011, MILES et al. 2009).

Entretanto estes estudos salientam que associagdes entre DTUs, caracteristicas
epidemiologicas e apresentacao clinica da doenca de Chagas sdo circunstanciais, devido
dificuldades apresentadas na identificagdo de DTUs em ocorréncias de infec¢des mistas,
assim como a coleta de DTUs em tecidos, além de interagcdes complexas com a resposta
imune do hospedeiro (ZINGALES et al. 2012, GUHL, RAMIREZ 2011, MILES et al.
2009). Apesar das dificuldades encontradas nestes estudos, os dados obtidos destas
associacgoes realizadas com DTUs sdo de grande valia para o entendimento da doenca e

busca de novos tratamentos.

1.2 Alvos terapéuticos em tripanosomatideos

Com os avangos no conhecimento genético do 7. cruzi (ZINGALES et al. 2012,
GUHL, RAMIREZ 2011, MILES et al. 2009, EL-SAYED et al., 2005), a busca por
quimioterapicos vem se embasando em enzimas como alvos para afetar vias metabodlicas
especificas e vitais ao parasito. Alguns alvos enzimaticos estudados, visando esta

estratégia, sdo as enzimas da via glicolitica, da biossintese de poliaminas, da biossintese de
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esterois, do metabolismo do folato, da biossintese de microtubulos, a DNA topoisomerase,
a hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase, a cisteina protease, a peroxido dismutase ¢ a

tripanotiona redutase (7cTR) (MELOS, ECHEVARRIA, 2012), como descritos abaixo:

Dentre as enzimas da via glicolitica de tripanosomatideos, destaca-se a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GADPH) e a glucose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH), pois as formas de 7. cruzi sao altamente dependentes da glicolise para a
producdo de ATP, e muitas enzimas glicoliticas apresentam caracteristicas proprias, o que

as diferenciam do hospedeiro (VERLINDE et al,, 2001).

Enzimas da biossintese de poliaminas atuam regulando o crescimento e
diferenciagao celular. Na sintese destas moléculas, encontra-se a agao de duas enzimas, que
monstram-se alvos interessantes: a ornitina descarboxilase e a S-adenosil-L-metionina
descarboxilase. Outra fun¢do das poliaminas em tripanosomatideos é servirem como

substrato para a sintese da tripanotiona (BRUN et al., 1996).

As enzimas da biossintese de esterois mais estudadas em tripanosomatideos sao:
hidroximetilglutaril-coenzima A redutase, esqualeno epoxidase, C14a-esterol desmetilase
e esterol 24-C-metiltransferas. O 7. cruzi, de forma similar aos fungos, sintetiza ergosterol,
mas nao colesterol. Esta caracteristica os diferencia de mamiferos, e torna essas enzimas

alvos quimioterapicos (URBINA, 2009).

A enzima di-hidrofolato redutase (DHFR), outro alvo de interesse nos
tripanosomatideos, estd relacionada ao metabolismo dos folatos. A inibicdo da via dos
folatos impede a formagdo do tetra-hidrofolato, que ¢ essencial para a sintese das bases
nitrogenadas, sendo que a deficiéncia desses compostos purinicos e pirimidinicos pode
levar a inibi¢do da sintese de DNA, RNA e proteinas (SOARES-BEZERRA, LEON,
GENESTRA, 2004).

Enzimas da biossintese de microtibulos possuem papel importante para os
tripanosomatideos, uma vez que sua forma celular particular ¢ definida por seu
citoesqueleto interno. A diferenca estrutural entre as tubulinas de parasitos e mamiferos ¢
de aproximadamente 18%, destacando que estas enzimas sdo bastante abundantes em

tripanosomatideos e sua inibi¢do é vital aos parasitos (LIBUSOVA et al., 2004).



DNA topoisomerases sdo enzimas que catalisam mudancas na topologia da
molécula de DNA. O DNA do cinetoplasto dos tripanosomatideos tem gerado grande
interesse no meio cientifico como um alvo quimioterapico, sendo a enzima mais estudada
a DNA topoisomerase I, envolvida no relaxamento de rede do DNA do cinetoplasto

(SLUNT et al., 1996).

A hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase exerce papel importante para os
tripanosomatideos, pois recuperam purinas em seu ciclo de vida, uma vez que estes
parasitos sdo autotroficos para purino-nucleotideos, ndo sendo capazes de sintetiza-los

(FREYMANN et al., 2000).

A inibi¢do de enzimas cisteina-proteases ¢ bastante estudada na busca de
quimioterapicos. No 7. cruzi ¢ chamada especificamente de cruzaina e apresenta importante
papel no ciclo de desenvolvimento do parasito, pois estd envolvida na penetragdo do
parasito dentro das células hospedeiras, além de participar de sua nutricao e de mecanismos

de escape contra o sistema imune do hospedeiro (STEERT et al., 2010).

Outro alvo quimioterdpico ¢ a enzima superdxido dismutase, a qual catalisa a
formacao de oxigénio e peroxido de hidrogénio proveniente de radical superoxido através
de reacdes alternadas de reducdo ¢ de oxidacdo do metal em seu sitio ativo. Assim, a
inibicdo desta enzima provoca um estresse oxidativo no parasito pelo acimulo do ion

superoxido (TURRENS, 2004).

A enzima TcTR, coédigo EC 1.8.1.1, descrita em 1985, ¢ exclusiva em
tripanosomatideos e desempenha um importante papel na defesa antioxidante destes
parasitos (FAIRLAMB et al., 1985). A TcTR ¢ uma flavoproteina dissulfeto redutase,
classificada como oxirredutases, dependente de NADPH e catalisa a redugdo da
tripanotiona dissulfeto T(S)2 em tripanotiona ditiol T(SH)2, desencadeando assim, uma
cascata de eventos responsaveis pela neutralizacao de espécies reativas de oxigénio. Desta
forma, a 7cTR mantém um ambiente redutor no interior do parasito, protegendo-o do
estresse oxidativo. Inicialmente foi realizado um estudo comparando-se as enzimas do
parasito e a humana verificando-se que ha 42% de identidade entre estas enzimas (ncbi:
gi|307133762:5001-54909 — GR — Homo sapiens; gi|71405344:2956-4434 Trypanosoma
cruzi strain CL Brener). Porem estas enzimas possuem diferencas em seus sitios ativo,

sendo que a 7cTR apresenta a cavidade mais lipofilica que a GR. A 7cTR apresenta
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residuos carregados negativamente e regides hidrofobicas em seu sitio ativo, a GR
apresenta residuos de arginina, carregados positivamente (PITA, PASCUTTI, 2011,
OLIVEIRA et al, 2008). A figura 2 ilustra os aminoacidos de ligacdo com o substrato das

enzimas e na figura 3 ilustra os substratos das duas enzimas e principais diferencas.

Blumenstiel et al. (1999) determinou a inibicdo das enzimas 7cTR e GR frente a
compostos derivados nitrofuranos e naftoquinonas. Dentre os compostos avaliados pelos
autores encontra-se o composto-protdtipo, NF, apresentando inibi¢do na concentragdo de

100 pM de 85 % para a enzima 7cTR e 75 % para a GR.

O Seq'uén’ci'a idéntica ® Aminodcidos de ligagdo apenas com substrato da TR
B Amino4cidos de ligagdo com substrato da GR Aminodcidos de ligacdo com substrato da TR

Figura 2. Alinhamento das sequéncias de proteinas primarias de glutationa redutase
humano (GR) e 7. cruzi tripanotiona redutase (7cTR). Os aminoacidos idénticos sao
indicados por caixas em torno das sequéncias. As linhas tracejado representam os
aminoacidos que ndo sdo encontrados na sequéncia comparada. Os destaques cinzentas
escuras e claras representam provaveis regides de ligagdo nas enzimas GR e 7c¢TR,
respectivamente. Os pontos pretos representam os residuos de aminoacidos que sao os locais
de ligagdo provaveis ou sdo os sitios de ligacao ndo-ligante para a enzima humana. (JORGE
et al.,2013)
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Figura 3. Comparacio entre as estruturas da glutationa e tripanotiona,
substratos da GR e 7cTR, respectivamente (Oliveira et al., 2008).

Outros alvos terapéuticos vém sendo estudados e revisados em literatura (MELOS,
ECHEVARRIA, 2012), assim como a busca de compostos estruturalmente especificos ou
inespecificos, mas com alta capacidade antiparasitiaria (GONZALEZ, CERECETTO,
2011).

1.3 Tratamentos da doenca de Chagas

Para o tratamento da doenca de Chagas sdo disponiveis atualmente apenas dois
farmacos, benznidazol (BZD) e nifurtimox (NFX) figura 2. No entanto, o benznidazol, N-
benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida, apresenta eficacia somente na fase aguda da doenga,
onde prevalece a forma tripomastigota do parasito e seus estudos na fase cronica da doenga
foram avaliados no programa BENEFIT (BENznidazol Evolution For Interruping
Trypanosomiasis) organizado pela iniciativa Medicamentos para Doengas Negligenciadas
(DND:i: Drugs for Neglected Diseases iniciative) (DNDi, 2016). O BZD apresenta reagdes
adversas, como dermatite por hipersensibilidade, depressio da medula Odssea e
polineuropatia periférica que, muitas vezes, limita ou at¢ impede o seu uso (SOARES
SOBRINHO et al,2007). Outro farmaco disponivel ¢ o nifurtimox, 4-(5-
nitrofurfurilideno)-amino- 1, 1-dioxido-3-etiltiomorfolina, porém seu uso foi descontinuado
no Brasil devido a reagdes adversas mais graves. Acredita-se que o nifurtimox atue por

biorredu¢ao do grupo nitro, por a¢ao de nitrorredutases, formando radical instavel, o nitro
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anion, que reage e produz metabolitos de oxigénio, como o anion superdxido, o peroxido
de hidrogénio e o radical hidroxila (WILKINSON et al., 2011, SOARES SOBRINHO et
al.,2007, URBINA et al.,2003). O T. cruzi ¢ parcialmente deficiente em mecanismos de
desintoxicacao de radicais livres, tornando-o susceptivel a tais intermediarios (PIACENZA

et al., 2013, WILKINSON et al., 2011).

Com objetivo de apoiar atividades de pesquisa e desenvolvimento (P&D) em
doenca de Chagas, a DNDi estabeleceu uma Plataforma em Pesquisa Clinica de Chagas
(CCRP: Chagas Clinical Research Plataform). A plataforma retine parceiros, especialistas
e partes interessadas para prestar apoio na avaliagdo e desenvolvimento de novos
tratamentos para a doenca de Chagas. Dentre os parceiros, destacam-se a Organizacao Pan
America de Saude, (PAHO: Pan American Health Organization) e o Departamento de
Controle de Doengas Negligenciadas Tropicais da Organizacdo Mundial de Satde

(OMS/WHO: World Health Organization) (DNDi, 2015 — Portifolio).

Uma das conquistas realizadas pelo CCRP foi a pesquisa de implementagdo para
melhorar as caracteristicas desfavoraveis do BZD, desenvolvida por meio de uma parceria
entre a DNDi e o LAFEPE, em que gerou uma nova formulagao para uso pediatrico deste
medicamento. A nova formulag¢ao possui dose do comprimido reduzida de 100 mg para
12,5 mg e ¢ desintegrado rapidamente em liquido, o que facilita sua administragdo em
criangas de até dois anos. Estas crian¢as adquirem a doenga, normalmente, por transmissao
congénita e, em 90% dos casos, podem eliminar o parasito se tratadas no primeiro ano de
vida (DNDi, 2016). Outra parceria da DNDi foi realizada com a empresa farmacéutica Eisai
(Eisai Company, Ltda., Toquio, Japao), tendo como resultado um composto denominado
E1224, um pro-farmaco do ravuconazol (antifingico triazolico de nova geracao) e inibidor
da biossintese de ergosterol, assim como o posaconazol, de mesma classe quimica, figura
4. Estudos clinicos em pacientes cronicos foram concluidos com estes dois derivados,
porém pouco eficiente em testes clinicos com pacientes (MORAES et al., 2014, DNDi,
2016). Outras classes quimicas citadas no portifélio DNDj, incluso no CCPR, sdo: 0 K777,
um derivado vinilsulfona que inibe cisteina proteases (cruzipaina) (KERR et al., 2009); os
derivados de nitroimidazol; e derivados de fenarimol (fungicida), figura 4, (DNDi, 2015 —
Portifolio).

Na busca de tratamento ou controle da doenga de Chagas, outra abordagem bastante

reportada ¢ o estudo de vacinas. Estes estudos abragem desde a imunizagdo com parasitas
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atenuados de cepas ndo patogénicas a vacinas de proteinas recombinantes, além disso ha
estragégias multivalentes com a combina¢ao de varios candidatos antigénicos. Estes

estudos foram reportados, at¢ o momento, em fase pré-clinica de desenvolvimento

(BEAUMIER et al., 2016).

Na literatura encontram-se varios estudos com estruturas quimicas diferenciadas
para o combate do 7. cruzi. Dentre elas, o alopurinol (figura 4), um derivado da hipoxantina,
apresentou atividade frente ao 7. cruzi (GALLERANO et al., 1990, COURA, CANCADO,
2007, SOUZA et al., 1998). Um estudo foi realizado para avaliar os efeitos do tratamento
da fase cronica da doenga de Chagas com a associagdo dos antiparasitarios alopurinol e
BZD, demonstrando que a combinacao dos farmacos induziu resposta imunologica,
indicado por uma reducdo da carga parasitdria e redug¢do de efeitos adversos (PEREZ-
MAZLIAH et al., 2013). Outro estudo com esta caracteristica foi a associacdo do BZD com
a clomipramina (figura 4), farmaco utilizado no tratamento da depressao e com alto poder
de inibi¢ao da enzima tripanotiona redutase (JONES et al., 2010). Neste estudo a associagdo
BZN e clomipramina apresentou menos efeitos colaterais do que o tratamento apenas com
BZN, porém o efeito protetor da clomipramina nos tecidos estudados ndo foi explicado,

sendo necessarias investigacoes experimentais especificas (STRAUSS et al., 2013).

O medicamento amiodarona, figura 4, um agente antiarritmico utilizado para o
tratamento sintomatico de pacientes chagésicos cronicos, também foi estudado contra a
proliferacdo das formas amastigotas de 7. cruzi, sem afetar a viabilidade da célula
hospedeira. Esta atividade resulta de um duplo mecanismo de acdo, com a interrupgao da
homeostase do Ca’? e bloqueio da biossintese do lanosterol (VEIGA-SANTOS et al.,
2012).

Outra estrutura analisada frente a 7. cruzi é a naftoquinona triazélica. Um de seus
derivados (figura 4) apresentou atividade contra a forma tripomastigota de 7. cruzi com
ICso de 17,3 uM, sendo mais potente que a quinona sem o nucleo triazolico (JUNIOR et
al., 2008). Em outro trabalho com naftoquinonas obteve-se atividade tripanocida contra
forma tripomastigota de 7. cruzi de um de seus derivados (figura 4) com ICso de 7,8 pM

(DA SILVA et al., 2013).
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Figura 4. Estruturas quimicas dos farmacos de referéncia benznidazol e nifurtimox e
outros compostos e farmacos relatados em literatura quanto a atividade anti-
Trypanosoma cruzi.
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Derivados sulfonamidas t€ém sido descritos como potenciais agentes tripanocida.
DA SILVA et al. (2007) sintetizou o derivado N-quinolin-8-il-arilsulfonamida (figura 4),
que exibiu atividade tripanocida sobre 7. cruzi. Em outro trabalho, Pagliero e colaboradores
(2010) relataram o derivado 1-(4-nitro-benzenossulfonil)-2-metil-1,2,3,4- tetra-
hidroquinolina (figura 2), com atividade anti-7. cruzi com ICso de 11,44 uM (PAGLIERO
etal., 2010).

Moreira et al. (2014), relatam atividade frente as formas tripomastigotas e
epimastigota de 7. cruzi de derivados tiazolidinonas. O derivado mais ativo (figura 4)
apresentou ICso de 4 uM frente a forma tripomastigota da cepa Y e 3,9 uM frente a forma
epimastigota da cepa Dm28c. Estes derivados foram avaliados quanto a inibicao da enzima

cruzipaina, porém sem resultados promissores deste derivado.

Moraes e colaboradores (2014) avaliaram alguns nitroheterociclicos, BZD, NFX
(figura 4A), fexinidazol sulfona (figura 4) e um derivado do oxaboral AN4169 (grupo
oxaborol - figura 4) em comparacao com inibidores da biossintese do ergosterol, entre eles
0 posaconazol e ravuconasol (figura 4). Neste estudo as avaliagdes biologicas
compreenderam dois ensaios frente a um painel de 7. cruzi com representatividade em cada
DTU. Assim foram avaliadas a poténcia e eficacia da dose-resposta in vitro contra o painel
de T. cruzi e um ensaio de tempo de morte (time-kill). Os compostos nitroheterociclicos e
o derivado do oxaborol demonstraram efeito tripanocida rapidamente, com capacidade de
erradicacdo da infeccdo, porém com menor poténcia. Diferente dos inibidores do

ergosterol, que apesar de mais potentes, nao erradicou a infecgdo (MORAES et al., 2014).

Considerando a busca de compostos anti-7. cruzi baseado em um alvo, Holloway et
al. (2009) realizaram um estudo de busca sistematica, high-throughput screening (HTS),
para identificar inibidores da 7cTR. Dentre os compostos reportados como inibidores da
TcTR na literatura encontram-se analogos do substrato tripanotiona, analogos da
espermidina, peptideos poliaminas, derivados de imipraminas, derivados de fenotiazinas,
derivados de mepacrina, derivados de aminodifenil sulfide, carmustina, ajoene, derivados
do nitrofurano, derivados de naftoquinonas e complexos triciclicos de platina. Foram
destacados neste trabalho cinco classes quimicas como potenciais inibidores da 7c¢TR:
aril/alquil piperidinas, benzidril, heterociclos nitrogenados, indols conjugados e
iminobenzimidazol (HOLLOWAY et al., 2009). Considerando este mesmo alvo,

Blumenstiel e colaboradores (1999) realizaram uma triagem de nitrocompostos frente as
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enzimas 7cTR e lipoamida desidrogenase de 7. cruzi. Os farmacos mais promissores
encontrados na época foram a nifurprazina, nifuroxime (figura 4) e nifuroxazida (NF),
(figura 4) (BLUMENSTIEL et al,1999). Mais recentemente Duyzend et al. (2012)
sintetizou analogos da tripanotiona, substrato da 7cTR. O mais ativo (figura 4) apresentou
Ki de 2 uM, sendo inibidores da 7cTR muito promissores (DUYZEND et al, 2012).
Yamanaka et al. (2013) analisou derivados de diaminas alifaticas frente a leishmania e 7.
cruzi. Obtiveram um analogo promissor anti-7. cruzi, o N-decil-1,6-hexanodiamina (figura
4), o qual apresentou ICsode 1,6 pM frente a forma amastigota intracelular da cepa Y. Foi
verificado para este mesmo composto a inibi¢do da 7c¢TR, porém sem atividade
significante. Outro aspecto avaliado foi o potencial de despolarizagdo da membrana
mitocondrial da forma epimastigota de 7. cruzi, constatando-se que houve a despolarizagao
em 6 h de exposi¢do ao composto, indicando um possivel mecanismo pelo qual atua este

composto (YAMANAKA et al., 2013).

No grupo de pesquisa de Tavares e colaboradores foram avaliados anadlogos da NF
(figura 4) frente formas epimastigotas da cepa Y de 7. cruzi. Paula et al. (2009) relatou que
andlogos da NF, derivados azometinicos, com a por¢do 5-nitrofurano foram mais ativos do
que os compostos com a por¢ao S-nitrotiofeno (figura 4) frente a formas epimastigotas de
T. cruzi. Em outro trabalho, Ishii et al. (2011) demonstrou que derivados oxadiazolinicos
com por¢do S-nitrotiofeno (figura 4) foram ativos frente ao 7. cruzi. Derivados
benzofuroxanicos (figura 4) foram planejados, sintetizados e avaliados frente ao 7. cruzi,
cepa Y, por Jorge et al., 2013. Estes derivados demonstraram atividade anti-7. cruzi
superior ao BZD (JORGE et al., 2013). Derivados oxadiazolinicos € azometinicos com
porcdo S-nitrofurano, figura 4, foram investigados frente a forma epimastigota da cepa Y
de T. cruzi obtendo-se atividade superior ao BZD para as duas variagdes estruturais. Foi
identificado um composto com atividade anti-7. cruzi promissora, o 4-butil-[N'-(5-
nitrofuran-2-il)metileno]benzidrazida com ICso de 1,05 uM, o qual teve seu estudo

continuado no presente trabalho (PALACE-BERL et al., 2013).

1.4 Compostos nitroheterociclicos

Derivados nitroheterociclicos apresentam atividade antimicrobiana de amplo
espectro de acdo, agindo sobre bactérias Gram-negativas, Gram-positivas além de
apresentarem atividade frente a fungos, 7. cruzi, micobactéria e utilizagdo como anti-

hipertensivo (ZORZl et al., 2014, ZHU et al, 2014, JORGE et al., 2013, ISHII et al., 2011,
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SRIRAM et al., 2010, TAVARES et al., 1998, CERECETTO et al, 1998, BRENER,
1961). Muitos farmacos contendo o grupo nitro em sua estrutura sdo utilizados na
terapéutica humana e veterinaria. Destacando-se os nitrofuranos, verifica-se que alguns
farmacos possuem em comum as por¢des azometinica e S5-nitro-2-furano em suas
estruturas, como o NFX (Lampit®, Roche), utilizado no tratamento da doenca de Chagas e
estudado frente ao Trypanosoma brucei, agente etioldgico da doenga do sono (DND, 2014,
WHO/OMS, 2014); nitrofurantoina (Macrodantina®, Mantecorp), farmaco antibacteriano
oral utilizado no tratamento de infeccdo urinaria; nitrofurazona, (Furacin®, Mantecorp)
antibacteriano topico; nifuroxazida (NF) (Passifuril®, Millet Roux), antibacteriano oral
utilizado principalmente para infec¢des intestinais; furazolidona (Giarlam®, UCI-Pharma),
antibacteriano utilizado para infec¢des intestinais, possuindo também atividade contra o
parasito Giardia lamblia (LEMKE, WILLIAMS, 2008, MERCK, 1996, KOROLKOVAS,
BURCKHALTER, 1988). Estes farmacos se encontram ilustrados da figura 5.

Os efeitos toxicos mais comuns relacionados aos nitrocompostos sao estomatite,
anorexia, diarreia e nauseas além de dermatites, polineurites e discrasias sanguineas,
quadros que podem ser agravados em decorréncia de hipersensibilidade e da dose
empregada (KOROLKOVAS, FRANCA, 2011, PAULA, SERRANO, TAVARES, 2009,
COURA, CASTRO, 2002). Apesar de tais caracteristicas, esta classe de compostos vem
sendo estudada com a finalidade de identificacio de analogos terapeuticamente
promissores que apresentem maior seletividade e reducdo da toxicidade (ZORZI et al.,
2014, ZHU et al, 2014, JORGE et al., 2013, ISHII et al., 2011, SRIRAM et al., 2010).
Muitas vezes, devido a falta de opcdes terapéuticas, os nitrocompostos sdo eleitos como
farmacos de primeira escolha, apesar de seus efeitos adversos, como o BZD para a doenca
de Chagas (DND1, 2015). Neste contexto, recentemente o NFX foi utilizado com sucesso
no tratamento de casos terminais da doenca do sono e foi incluso na Lista de Medicamentos

Essenciais (WHO/OMS, 2014).
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Figura 5. Farmacos nitrofuranicos utilizados na
terapéutica humana. Em destaque por¢cdo em comum
das estruturas dos farmacos.

O interesse por nitroheterociclicos no combate de tripanosomatideos data da década
de 50, em que identificaram a nitrofurazona (figura 5) como um composto-protdtipo
promissor para tratamento da doenga de Chagas e da doenca do sono (EVENS,
NIEMEGEERS, PACKCHANIAN, 1957, PACKCHANIAN, 1955, DODD, 1946). O
farmaco NFX foi introduzido na terap€utica em 1965 pela Bayer e o BZD na década
seguinte como alternativa para o tratamento da doenga de Chagas. Recentemente a agao
destes compostos foi esclarecida, verificando-se que compostos nitroheterociclicos

possuem caracteristicas de pro-farmacos (WILKINSON et al., 2011).

Anteriormente o mecanismo citotoxico do NFX foi atribuido a produgdo de anions,
de superoxido e de nitro radicais, enquanto que o modo de agdo do BZD era mais obscuro
(POZAS et al., 2005, VIODE et al.,1999, SQUELLA et al., 1996). A atividade tripanocida
de compostos nitro-heterociclico ¢ agora conhecido por depender de uma enzima
nitrorredutase presente em parasitos (NTR). Esta enzima estd ausente nas células de
mamifero, sendo esta uma diferencga que constitui a base para a seletividade desta classe de
compostos. O papel desta enzima na ativacdo do farmaco tem sido geneticamente e
bioquimicamente validado pela supressdo do gene da NTR em tripanosomatideos e
verificacao da suscetibilidade destes aos farmacos NFX ¢ BZD (WILKINSON et al., 2008).
A NTR catalisa a reducao de 2 elétrons de compostos nitroheterociclicos no interior do
parasito, produzindo metabolitos toxicos sem significativa geracdo de superoxido

(WILKINSON et al., 2011, WILKINSON et al, 2008). Na figura 6 encontra-se o



19

mecanismo de reducdo de nitrofuranos pela agdo de NTR do tipo I e II presentes em

tripanosomatideos.
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Figura 6. Reducio de nitrofuranos por nitrorredutases do tipo I e tipo II.
Adaptado de Wilkinson et al. 2011.

A reducdo de nitrofuranos por nitrorredutases do tipo I e tipo II ocorre por reagdes
mediadas por nitrorredutases tipo I (NTR I), em que, inicialmente, o grupo nitro, no caso
nitrofurano (ArNO3), sofre uma série de redugdes de dois elétrons, originando o derivado
hidroxilamino (ArNHOH) por meio de um intermediario instavel nitroso (ArNO). A
hidroxilamina pode ser metabolizada por vérias vias propostas: (i) Formacdo de um ion
nitrenium (ArNeH), (i) redugdo para a forma de amina (ArNH>), ou (7ii) clivagem do anel
furano e formando, em seguida, nitrilas (-C=N) saturados e insaturados de cadeia aberta.
Em contraste, as NTRs tipo II efetuam a redu¢do de um elétron do grupo nitro (ArNO»),
levando a formagao de um radical nitro instavel (ArNO»+"). Na presenca de oxigénio, esta,
em seguida, reage e conduz a geracao de superoxido (O2¢7) e a regeneragdo do pro-farmaco

nitrofurano (WILKINSON et al., 2011, WILKINSON et al., 2008).

1.5 Planejamento e desenvolvimento de farmacos — estudos das relagoes estrutura-
atividade

A pesquisa de novos principios biologicamente ativos vem se desenvolvendo ao
longo das décadas e abordagens ao nivel molecular enriquecem e direcionam os estudos.
Desde o século XIX o desafio de relacionar caracteristicas de ions, atomos e moléculas e

suas respostas bioldgicas originou os estudos de relagcdes entre a estrutura-quimica e
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atividade bioldégica (MONTANARI, 2011, BORMAN, 1990). Considera-se de extrema
relevancia entender as forgas de interagao entre fArmacos que se ligam em seus respectivos
alvos moleculares (receptores, enzimas, proteinas transportadoras, DNA, canais i6nicos,
etc) e desencadeiam a resposta biologica. Entre as forcas envolvidas nas interagdes
farmaco-receptor, ou ligante-alvo, que sdo as mesmas que ocorrem entre compostos
organicos, estdo as ligagdes covalentes (pouco comuns em farmacos; entre 40 a 110
kcal/mol); interagdes iOnicas (eletrostaticas; 5 a 10 kcal/mol); ligagdes de hidrogénio (2 a
10 kcal/mol); interagdes ion-dipolo e dipolo-dipolo (I a 7 kcal/mol); interagdes
hidrofobicas (1 kcal/mol) e interacdes de van der Waals (0,5 a 1 kcal/mol). Para o
entendimento de tais interagdes, propriedades moleculares, relacionadas diretamente a
estrutura quimica, sdo utilizadas nos estudos das relagdes estrutura-atividade envolvidos no
processo de desenvolvimento de farmacos. As propriedades moleculares podem ser de
carater constitucional, intrinseco, fisico-quimico, topoldgico, geométrico, eletronico,
hidrofobico, misto, e sdo expressas por descritores calculados e obtidos experimentalmente

(FERREIRA, KIRALJ, 2011).

A descoberta de novos fArmacos pode ocorrer ao acaso (intuitivamente), ou a partir
de estratégias mais direcionadas, como o planejamento racional de firmacos, que considera
as bases moleculares da doenca no processo de desenvolvimento e utilizam-se as
informagdes estruturais do alvo terapéutico e do efetor para direcionar a resposta bioldgica
desejada (BARREIRO, FRAGA, 2005, SILVERMAN, 2004, (WERMUTH, 2008,
BARREIRO, FRAGA, 2005, SILVERMAN, 2004).

No desenvolvimento de farmacos baseado em um composto-protdtipo, com
finalidade de otimizagdo, sdo realizadas modificacdes na estrutura considerando-se a
atividade bioldgica ja conhecida. Estas alteragdes podem ser realizadas por modificacdo de
volume e forma e da conformacao do composto, alterando-se, por exemplo, o tamanho de
cadeias alquilicas ou os anéis (ciclos), o grau de insaturagdes ou a quantidade de grupos
ciclicos ou anéis (BARREIRO, FRAGA, 2008, LEMKE, WILLIAMS, 2008, THOMAS,
2003).

Considerando-se as estratégias para o desenvolvimento de farmacos baseada nas
relagdes entre estrutura quimica e atividade biologica, pode-se seguir abordagens
qualitativas ou quantitativas. A abordagem qualitativa compreende os estudos das relagdes

estrutura entre estrutura quimica e atividade biologica (REA ou SAR, structure-activity



21

relationships) e considera a influéncia de modificagdes na estrutura quimica de compostos
sobre a resposta bioldgica em questdo. Os estudos quantitativos (Quantitative structure-
activity relationships), por sua vez, envolvem a constru¢do de modelos matematicos de
previsdo, para direcionar as modificagdes moleculares de interesse na resposta bioldgica
(LEMKE, WILLIAMS, 2008, BARREIRO, FRAGA, 2008, WERMUTH, 2008,
THOMAS, 2003).

Os modelos de Hansch-Fujita foram os precursores da abordagem quantitativa,
onde se verificou a relacdo da atividade biologica de compostos organicos com parametros
fisico-quimicos. O modelo de Free-Wilson demonstrou que, em uma série de compostos, a
contribuicao para a atividade biologica ¢ aditiva e dependente somente do tipo e da posi¢ao
do substituinte (LEMKE, WILLIAMS, 2008, WERMUTH, 2008, KUBINYI, 1993). A
analise de Hansch, ou QSAR-2D, ou QSAR classico, se aplica em estudos de séries de
compostos que apresentam estruturas quimicas semelhantes e as modificagdes estruturais
sdo realizadas por grupos substituintes em posicoes definidas (KUBINYI, 1993). Ja os
estudos de relagcdes quantitativas estrutura-atividade em trés dimensdes (QSAR-3D)
consideram as propriedades moleculares 3D relacionadas a estereoquimica e configuracao
de conjuntos de compostos e suas possiveis interagdes com a biomacromolécula alvo (sitio
de interacao hipotético) (CRAMER et al, 1988). Isso implica no fato de que a conformagao
selecionada para o estudo de QSAR passa a exercer papel fundamental na obtencdo dos

dados finais (KUBINYI, 1997).

Outro avango foi a abordagem quantitativa na quarta dimensao, QSAR-4D, descrita
por Hopfinger e colaboradores (HOPFINGER et al., 1997), em que se utiliza como
descri¢do da estrutura molecular um perfil de amostragem conformacional (PAC) ao invés
de apenas uma tUnica conformacdo e os descritores sdo de ocupagdo, nao campos
moleculares. Tal abordagem contempla a liberdade conformacional aos modelos de QSAR-

3D.

Nos estudos de SAR e QSAR a utilizagdo de métodos multivariados ¢ bastante
aplicada. Em estudos de SAR, métodos de andlise exploratéria ndo supervisionados sio
utilizados com a finalidade de reconhecimento de padrdes no conjunto de dados, como
exemplo a andlise de componentes principais (principal component analysis, PCA) e
analise de agrupamentos hierarquicos (hierarchical clusters analysis — HCA) (FERREIRA,
2002).

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl



22

Para a constru¢do dos modelos matematicos nos estudos de QSAR podem ser
utilizados diferentes métodos de regressao. O método de regressao linear multipla (MLR,
Multiple Linear Regression), por exemplo, apesar de sua simplicidade e facilidade de
interpretagdo dos resultados, apresenta a desvantagem de ser sensivel a presenca de
colinearidade entre as variaveis independentes (descritores). Este método se adapta ao
tratamento de dados através do método classico descrito por Hansch-Fujita (HANSCH,
LEO, 1995; KUBINYT, 1993). Como alternativa, os métodos de regressdo que utilizam a
andlise de componentes principais como fundamento ndo apresentam a limitacdo
relacionada a colinearidade, como ocorre no método de regressdao por minimos quadrados
parciais (PLS, Partial Least Square) (FERREIRA, 2002). Na analise QSAR multivariada
por PLS o numero de descritores ou variaveis independentes ¢ maior ou igual ao nimero
de compostos do conjunto investigado. O método de regressao PLS agrupa os descritores
que apresentam informagdes semelhantes em uma unica variavel latente (VL), ou
componente PLS, e utiliza as VL disponiveis e ndo intercorrelacionadas para a construgao
do modelo de QSAR. Assim, além de evitar a colinearidade o método de regressdo PLS
auxilia também como ferramenta prévia de sele¢do de varidveis para a constru¢dao de

modelos QSAR (FERREIRA, 2002).

Para auxiliar no processo de desenvolvimento de farmacos utilizam-se os métodos
de modelagem molecular. Modelagem molecular ¢ definida como “a investigagdao das
estruturas e das propriedades moleculares utilizando a quimica computacional e as técnicas
de visualizagdo grafica a fim de fornecer uma representacao tridimensional do sistema
estudado” (SANT’ANNA, 2002). A aplicagao dos métodos e programas de modelagem
molecular na pesquisa farmacéutica de novos farmacos contribuiu para o desenvolvimento
do campo de estudo denominado planejamento racional auxiliado por computador, CADD
(Computer-Aided Drug Design), onde a informagao estrutural 3D do alvo, do ligante, ou
do complexo, sdo consideradas no processo de planejamento e desenvolvimento de novos
candidatos a farmacos (COHEN, 1996, SANT’ANNA, 2002, WERMUTH, 2008). As
estratégias do CADD sdo definidas de acordo com a disponibilidade ou ndo da informacao
estrutural 3D da biomacromolécula alvo. De forma geral, quando a estrutura 3D do alvo
esta disponivel desenvolve-se o planejamento direto, que se subdivide em: (i) SBDD
(structure-based drug design) ou, planejamento baseado na estrutura (estruturas 3D do
efetor e o alvo disponiveis); e (ii) planejamento de novo (somente estrutura 3D do alvo

disponivel). Quando ndo se tem a informagdao 3D do alvo, a abordagem ¢ denominada



23

indireta e a estratégia mais utilizada ¢ o planejamento baseado na estrutura de analogos,

LBDD (ligand-based drug design) (COHEN, 1996; WERMUTH, 2008).

A escolha das estratégias do CADD e a aplicacdo de métodos de modelagem
molecular e abordagens de QSAR adequados contribuem para direcionar o processo de
planejamento e desenvolvimento de farmacos, reduzindo (i) o nimero de compostos a
serem sintetizados, (ii) a quantidade de ensaios experimentais e (iif) a utilizagdo de animais

de experimentacdo, além de agregar valor ao produto final.
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2 JUSTIFICATIVA

Diante das informagdes expostas, devido a consideravel parcela da populacao
acometida pela doenca de Chagas e as reduzidas opcdes terapéuticas, a busca por novos
agentes quimioterapicos deve ser incentivada com a finalidade de encontrar alternativas
para o tratamento da doenca e com reducdo de efeitos adversos. Os investimentos
destinados a pesquisa e desenvolvimento (P&D) de farmacos para doencas negligenciadas,
em 2015, foi de US$ 3,377 bilhdes, porém, este valor representa apenas 6,59% do
investimento total em P&D de farmacos neste mesmo ano (US$ 51,2 bilhdes em P&D em
2015), o que ilustra o baixo interesse financeiro direcionado para estas doencas (PARMA,
2015, MORAN et al., 2015). Do montante de US$ 3,377 bilhdes, apenas US$ 8,3 milhdes
foram destinados a doenca de Chagas, o que representa 0,25 % do investimento em doencgas
negligenciadas e 0,016% do investimento total em P&D de novos farmacos (MORAN et
al., 2015). Como resultado, nos ultimos 25 anos apenas 1% de todos os medicamentos
desenvolvidos no mundo foram para tratar as doengas negligenciadas (DNDi, 2016). Estes
dados evidenciam a necessidade de investimento na busca de alternativas terapéuticas para
a doenga de Chagas. Diante do cendrio de investimento mundial em doengas
negligenciadas, estudos académicos voltados a busca de alternativas terapéuticas para a
doenga de Chagas possui grande relevéncia nacional, uma vez que, estima-se que
aproximadamente 4 milhdes de brasileiros estejam contaminados, dados levantados em
consenso cientifico no II consenso brasileiro de doenca de Chagas em 2016 (DIAS et al.,
2016). Considerando que os dois farmacos disponiveis para o tratamento desta doenca sao
nitrocompostos, BZD e NFX, a busca de compostos otimizados desta classe ¢ visada no
meio cientifico, principalmente tratando-se de anti-tripanosomatideos (MORAES et al.,

2014).
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3 OBJETIVO

Este trabalho visa estudar compostos nitrofuranicos com estrutura andloga a
nifuroxazida com atividade anti-7. cruzi, envolvendo as etapas de planejamento, sintese,
identificacdo e avaliagdo da atividade frente a diferentes cepas de 7. cruzi, construgdo de
modelos quantitativos de relagdes estrutura quimica e atividade biologica com abordagem
multivariada (QSAR multivariado) para auxiliar na previsao de novas estruturas com perfil
farmacoldgico otimizado, além de investigar possiveis mecanismos de agdo destes
compostos, a fim de identificar compostos com potencial aplicagdo no tratamento da

doenca de Chagas.
Objetivos especificos:
- Planejar a modificacdo molecular de compostos nitrofuranicos;
- Sintetizar e identificar os compostos planejados;

- Determinar a atividade anti-7. cruzi in vitro dos compostos obtidos frente as cepas

Silvio X10 cll, Y, Bug 2149 cl10 e Colombiana do parasito em sua forma epimastigota;

- Construir as estruturas tridimensionais e calcular as decritores de cda composto do

conjunto estudado;

- Construir, avaliar e interpretar os modelos QSAR com abordagem multivariada,

aplicando algoritmo OPS e método de regressao por quadrados minimos parciais, PLS;

- Prever compostos mais ativos baseados nos modelos QSAR, obté-los e avaliar quanto

a atividade biologica;

- Determinar a atividade anti-7. cruzi in vitro dos compostos obtidos frente a cepa Y da

forma amastigota do parasita;
- Avaliar a citotoxicidade dos compostos frente as células LLC-MKo;

- Determinar a atividade dos compostos frente as enzimas tripanotiona redutase e

glutationa redutase;

- Avaliar acdo dos compostos e farmacos quanto a despolarizacdo da membrana

mitocondrial por citometria de fluxo.
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4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Direcionado a identificagdo de estruturas quimicas com atividade anti-7. cruzi, as

principais etapas deste trabalho estdo ilustradas na figura 7:

Busca na literatura: caracteristicas da doenca de Chagas, classes quimicas com atividade
anti-tripanosomatideos, possiveis alvos e mecanismos de agao

|

Planejamento da série de compostos embasado nos resultados com nitrocompostos (PAULA et
L al., 2009, ISHII et al., 2012, JORGE et al., 2013, PALACE-BERL et al,, 2013)
Abordagem baseado na modificagdo molecular do composto-prototipo, nifuroxazida

I

Sintese e identificagdo dos compostos

v Y
Avaliagdo da atividade frente cepas de diferentes DTUs na - Avaliagdo de possivel
forma epimastigota do 7. cruzi inibigdo da 7¢TR como alvo
no tripanosomatideo versus
\4 GR humana

- Avaliagdo da possivel agdo
de despolarizacdo da
membrana mitocondrial

Modelagem molecular: construgdo de modelos
tridimensionais das estruturas quimicas dos compostos ¢
célculos de descritores

v \ 4
Anélise exploratoria (HCA e PCA): analise qualitativa dos Avaliagdo da citotoxicidade
dados buscando verificar padroes do conjunto em celulas LLC-MK,

\4

Construgdo e validagdo de modelos QSAR com abordagem A4

multivariada buscando predizer compostos otimizados Obtencdo de composto-
l protoétipo otimizado
r'Y

Sintese de compostos com estrutura otimizada seguida de
comprovagdo in vitro da atividade anti-T. cruzi nas formas
epimastigotas e amastigotas (avaliacdo fenotipica — HCA”)

Validagao externa utilizando compostos preditos pelo modelo

Figura 7. Planejamento experimental das principais etapas do trabalho.
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5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
5.1 Planejamento da série de compostos

O planejamento dos compostos neste trabalho foi fundamentado na modificagao
molecular do farmaco NF, elegido como composto-prototipo devido sua atividade anti-
parasitaria previamente reportada por nosso grupo de pesquisa (PAULA et al., 2009) e sua
semelhanca estrutural com o NFX. As modificagcdes estruturais foram embasadas em
resultados de trabalhos anteriores (PALACE-BERL et al., 2013, JORGE et al., 2013, ISHII
et al., 2012, PAULA et al, 2009). Em trabalho recente (PALACE-BERL, 2012),
verificamos a atividade anti-7. cruzi em formas epimastigotas da cepa Y do parasito, além
da citotoxicidade frente a macréfagos murinos de linhagem J774 de compostos 5-nitro-
furfurilidénicos com estruturas azometinicas e oxadiazolinicas. Os resultados obtidos
demonstraram que todos os compostos planejados apresentavam atividade anti-7. cruzi
superior ao farmaco de referéncia BZD, sendo cinco compostos com atividade superior ao
NFX. O composto mais ativo encontrado foi 4-butil-[N'-(5-nitrofuran-2-
il)metileno]benzidrazida (ICso= 1,05 0,07 uM) frente a cepa Y de 7. cruzi em sua forma
epimastigota na fase estaciondria de crescimento. Nos estudos de relagdes estrutura-
atividade, utilizando a analise exploratdoria de dados, os resultados indicaram uma forte
influéncia dos descritores ClogP (logaritmo do coeficiente de particao calculado pelo
método de contribui¢do de fragmentos) e momento dipolo (propriedade eletronica). Os
resultados indicaram a necessidade de um equilibrio entre lipofilicidade e hidrofilicidade
para uma melhor atividade frente ao parasito em sua forma epimastigota (PALACE-BERL

etal., 2013, PALACE-BERL, 2012).

Assim, para o planejamento da série de compostos, foi considerado o composto
mais ativo encontrado em trabalhos anteriores, o 4-butil-[N'-(5-nitrofuran-2-
il)metileno]benzidrazida, realizando-se modifica¢des estruturais na busca de intervalos
maiores de atividade anti-7. cruzi para posterior constru¢do de modelos de QSAR
multivariado. Neste aspecto foi considerado a propriedade lipofilicidade representada pelo
descritor ClogP para se obter esta variabilidade. O ClogP ¢ um descritor que se mostrou
relevante nos estudos anteriores e altamente correlacionado com a atividade bioldgica

(PALACE-BERL et al., 2013).

Outros aspectos foram considerados no planejamento com vistas a obtengdo dos

compostos com melhor biodisponibilidade. Em 1996, Lipinski e colaboradores relataram
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alguns parametros que auxiliam na identificagdo de compostos conforme caracteristicas
farmacocinéticas e farmacodinamicas. Os parametros associados com a solubilidade e a
permeabilidade dadas como relevantes foram: massa molecular, ClogP (descritor de
lipofilicidade), nimero de doadores de ligagdo hidrogénio (HBD — Hydrogen Bond
Donors), numero de recebedores de ligacdo hidrogénio (HBA - Hydrogen Bond
Acceptors). A preconizagdo destes parametros ficou conhecida pelo mnemodnico “Regra
dos Cinco” (RO5 — rule of 5), pois para cada um dos quatro parametros, os valores
encontrados estavam proximos a cinco ou multiplos de cinco. A ROS5 estabelece que
absor¢ao ou permeacgao reduzida sera mais comum quando houver mais do que 5 doadores
de ligacao hidrogénio (expresso pela soma de -OH e -NH na molécula); massa molecular
for maior do que 500 Da; o ClogP for maior do que 5; e quando houver mais do que 10
recebedores de ligacdo hidrogénio (expresso pela soma de dtomos de N e O) (LIPINSKI,
2004, LIPINSKI et al., 1996).

Ghose, Viswanadhan e Vendolosk, em 1998, complementaram estes estudos
estabelecendo outros parametros como importantes na triagem de compostos com maior
biodisponibilidade, sendo estes a modificagdo do intervalo de valores de ClogP entre -0,4
a 5,6, a inclusdo do parametro de refratividade molar (MR), variando de 40 a 130, a massa
molar variando de 180 a 500 (Da ou U ou g), o numero de d&tomos na molécula entre 20 e
70 e a inclusdo do parametro area de superficie polar (PSA) sendo < 140 A? (GHOSE,
VISWANADHAN, VENDOLOSK, 1998).

Outra extensdao da ROS foi formulada apos o estudo de uma série de compostos
ensaiados in vivo, utilizando modelo murino. Neste trabalho, compostos com o nimero de
ligacdes rotaveis menor do que dez (10) e area de superficie polar (PSA) menor ou igual a
140 A? (ou a soma do nimero de recebedores e de doadores de ligagdo hidrogénio menor
do que 12) apresentam melhor biodisponibilidade oral neste modelo animal. Também foi
observado que o aumento no numero de ligagdes rotaveis possui um efeito desfavoravel na

velocidade de permeacdo (VEBER et al., 2002).

Desta forma, seguindo tais diretrizes, os descritores citados (ClogP, HBA, HBD,
PSA, MR, massa molar, ligagdes rotaveis e numero de atomos) foram considerados no
planejamento dos compostos e calculados utilizando-se o programa Marvin Beans (Marvin
Beans, version 5.0.4.1; ChemAxon Ldt.: 1998-2010, Budapeste, Hungria). Os compostos

possuem substituicdes na por¢do fenilica da molécula, retirando-se o grupo fenila e
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incluindo-se grupos benzeno substituidos, alifaticos, cicloalquil e heterociclicos, a fim de
obter uma diversidade estrutural que apresente variagdes nao s6 na hidrofobicidade, mas
também no efeito eletronico e topoldgico. As estruturas planejadas encontram-se na figura
8. O planejamento dos compostos foi realizado ao longo do trabalho, sendo os ultimos
compostos (BSF-37, BSF-38, BSF-39 e BSF-40) planejados com axilio dos modelos de
QSAR gerados.
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Figura 8. Estruturas dos compostos planejados e composto-protétipo nifuroxazida.
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5.2 Obtencao dos derivados do 5-nitrofurano

A rota de sintese adotada para obtengdo dos compostos planejados foi constituida
de duas etapas: esterificagdo seguida da hidrazindlise, para obtencdo de hidrazidas
substituidas, e reagdo de condensagdo com formagdo de ligagdo imina para obtengdo de
bases de Schiff. Estas etapas estdo representadas na figura 9 e foram realizadas no

Laboratorio de Planejamento e Desenvolvimento de Farmacos (LPDF) da FCF/USP.

o i 1 (i) H oM
0 NH, ¢ 0 o L R_N._A_ o0
R™ON \ NO, N NO
OH H / o |/ 2
I | i1

R: grupos alquila, cicloalquila, fenila e heterociclicos
Condigdes de reacdo: (7). CH3OH, H,SO4/refluxo/4 h; NoHa 80 % aq/refluxo/30 min; (ii): H»O,
H>S04, CH3COOH, C;HsOH/refluxo/1 h ou C;HsOH t.a./12h.

Figura 9. Rota sintética para obtencio de derivados S-nitrofuranicos.

5.2.1 Obtencao de hidrazidas

A obtengado de hidrazidas, figura 10, apresentou como primeira etapa uma reagao
de esterificagdo (SOLOMONS, FRYHLE, 2004, CAREY, SUNDBERG, 2000, MARCH,
2001), em que 0,01 mol dos acidos carboxilicos substituidos com pureza de 98 % (Sigma-
Aldrich Chemical Company, Inc), I, foram dissolvidos em alcool metilico PA anidro
(Labsynth Produtos Quimicos para Laboratorio), em excesso (1:50, 20 mL), ao qual
adicionou-se pequeno volume de acido sulfurico PA (Labsynth Produtos Quimicos para
Laboratdrio), 0,5 mL (1,0 mmol), para agir como catalisador. Este sistema foi mantido sob
refluxo por quatro horas. Em seguida, sem isolar o intermediario éster formado, adicionou-
se a este meio reacional, 10 mL de hidrato de hidrazina aquosa 80 % (v/v) (Merck
Chemicals) por gotejamento com pipeta de Pasteur de vidro, mantendo-se refluxo por 1h
ou até formagdo da hidrazida, ocorrendo a reagdo de hidrazindlise. Apds este periodo,

resfriou-se o sistema e manteve-se temperatura entre -10 e -6 °C até formagao de cristais.

0 ; 9
VN R)J\N,NH2
[OH 1 H
0
R~

I

o_
intermediario nao isolado

R: grupos alifatico, cicloalquila, fenila e heterociclicos
Condig¢des de reacdo: (7). CH3OH, H,SO4/refluxo/4 h; NoHs 80 % ag/refluxo/30 min

Figura 10. Obtencdo de hidrazidas por esterificacio de Fischer seguida de
hidrazinolise.
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A hidrazida precipitada, II, foi filtrada e seca em presenca de pentdxido de fosforo
PA (Vetec Quimica Fina) (JORGE et al., 2011, SOLOMONS, CAREY, SUNDBERG,
1996, MORRISON, BOYD, 1994, MARCH, 2001). A benzidrazida do composto BSF-25,
3-NO: substituido, teve sua hidrazinélise realizada em temperatura ambiente, reagindo com
hidrato de hidrazina em solu¢do aquosa 80 % (v/v) por 1h (JORGE et al.,, 2011). Para a
obtencdo das hidrazidas dos compostos BSF-26, BSF-35, BSF-39 e BSF-40 foi necessario
adicionar DMSO PA na etapa de esterificacdo com a finalidade de solubilizacdo dos
respectivos acidos carboxilicos na quantidade de 0,5 mL de DMSO para 10 mL de Metanol

PA.

As hidrazidas intermediarias correspondentes aos compostos BSF-1, BSF-2, BSF-4,
BSF-5, BSF-7,BSF-9, BSF-15 ¢ BSF-20 foram obtidas comercialmente (Sigma - Aldrich
Corporation) com pureza entre 97 e 99 %, exceto a hidrazida correspondente ao composto
BSF-20, que foi adquirida com pureza de 80 % e purificada por recristalizacdo de acetato

de etila PA (Labsynth Produtos Quimicos para Laboratorio).
5.2.2 Obtencao dos derivados do 5-nitrofurano

Para obtencdo dos compostos III, figura 11, ocorre a reagdo de condensacao entre a
hidrazida, I, e o 5-nitro-2-furfuraldeido com pureza de 99 % (Sigma - Aldrich Chemical
Company, Inc), com formag¢dao de ligacdo imina (CAREY, SUNDBERG, 2000,
SOLOMONS, FRYHLE, 2004, MARCH, 2001).

(0] H H

/U\ NH (0] @ R H\ -~ (0]
R e S G Ve
11

1I
5-nitro-2-furaldeido

R: grupos alquila, cicloalquila, fenila e heterociclicos

Condigdes de reacdo: (i): H,O, H,SO4, CH;:COOH, C,HsOH/refluxo/1 h ou C,HsOH t.a./4-12h.

Figura 11. Obtencao de bases de Schiff por formacio de ligacio imina entre
hidrazidas e S-nitrofuraldeido.

Adicionou-se o 3-nitro-2-furfuraldeido (0,01 mol) sobre solug¢do de agua, acido
sulfurico PA, 4cido acético PA (Labsynth Produtos Quimicos para Laboratorio) e dlcool
metilico PA na propor¢ao 8:7:8:20 v/v, respectivamente (TAVARES, 1996, EL-OBEID,
ELNIMA, AL-BADR, 1984). O meio reacional foi aquecido até temperatura de refluxo

adicionando-se a hidrazida substituida II, lentamente e sob agitacdo magnética constante.
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Adicionou-se agua destilada a baixa temperatura com formagao imediata de s6lido amorfo,
que foi filtrado, lavado com d4gua destilada gelada e recristalizado de
N,N-dimetilformamida PA, DMF, ou acetonitrila PA, ambos aquecidos e mantidos a
temperatuda ambiente até formagdo de precipitados (Labsynth Produtos Quimicos para
Laboratorio). O so6lido obtido foi filtrado e seco em presenca de pentdoxido de fosforo

(CAREY, SUNDBERG, 2000, SOLOMONS, FRYHLE, 2004, MARCH, 2001).

A sintese dos compostos BSF-1, BSF-2, BSF-3, BSF-4, BSF-6, BSF-7, BSF-8, BSF-
10, BSF-20, BSF-26, BSF-35 ¢ BSF-37 derivados do 5-nitrofurano foi realizada por outra
metodologia sintética em que 1 mmol das hidrazidas, II, ¢ 1 mmol de 5-nitro-2-
furfuraldeido foram dissolvidas em 10 mL de etanol mantendo-se agitacao por 4 a 12 h, ou
até formacao de precipitado, em temperatura ambiente (COSTA et al., 2012). Observou-se
a formacdo de solido amorfo, que foi filtrado sob pressdo reduzida, lavado com agua
destilada gelada e recristalizado de acetonitrila PA (Labsynth Produtos Quimicos para
Laboratorio). O solido obtido foi filtrado e seco em presenca de pentoxido de fosforo. Esta
metodologia foi realizada para os compostos BSF-8, BSF-26 e¢ BSF-35 de forma
comparativa com a metodologia de mistura de acidos. Para a solubiliza¢do das hidrazidas
correspondentes aos compostos BSF-26 e BSF-35 em etanol, foi necessaria a adi¢ao de 1

mL de DMSO para 10 mL de etanol € 1 mmol das hidrazidas.

O composto-protdtipo NF foi sintetizado seguindo o mesmo protocolo de obtengao
dos compostos III, partindo-se de benzidrazida comercialmente disponivel

4-hidroxibenzidrazida 97 % (Sigma - Aldrich Corporation).
5.2.3 Identificacio dos compostos

A estrutura quimica dos compostos sintetizados foi comprovada utilizando-se
anélise de espectrometria de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e
carbono (RMN '3C) e a pureza foi verificada por determinagio da faixa de fusdo e analise

elementar.

A faixa de fusdo dos compostos obtidos foi determinada em capilar utilizando
aparelho digital de modelo M-560, marca Biichi. A identificacdo dos compostos
intermediarios, hidrazidas, II, foi baseada na comparagao das faixas de fusdo obtidas com

a descrita em literatura.
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A espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio e de
carbono foram realizados em espectrometro Briiker, modelo Advance DPX-300 Mhz, no
Laboratorio de Andlise Instrumental/FCF/USP. Utilizou-se dimetilsulféxido deuterado
(DMSO-ds) com 0,05 % tetrametilsilano (TMS) (Cambridge Isotope Laboratories Inc)
como solvente e padrio de referéncia interna, respectivamente. Os espectros foram
analisados com auxilio do programa MestRe-C (versao 5.0, MestreLab Research, Trial, Inc:
2006, Santiago de Compostela, Spain). Para alguns compostos foram realizadas analises de
correlagio heteronuclear de deslocamentos quimicos (HETCOR — 'H/*C - 75 MHz -
aquisicdo de sinais em 7h) e correlacdo homonuclear de deslocamentos quimicos (COSY

"H/'H - 300 MHz - aquisi¢io de sinais em 2h), ambos utilizando DMSO-dscomo solvente.

Para o composto BSF-3 foram realizados estudos bidimensionais de Overhauser
(NOESY - nuclear overhauser effect spectroscopy), correlagdo quantica Ttnica
heteronuclear de deslocamentos quimicos (HSQC - heteronuclear single quantum
coherence), correlacdo heteronuclear de deslocamentos quimicos de multiplas ligagdes
(HMBC - heteronuclear multiple bond correlation) em espectrometro Bruker AIIL, 500
MHz na Central Analitica, IQ/USP.

Para a determinacdo da pureza, os compostos solidos foram submetidos a analise
elementar em analisador CHN modelo Elementar Analyser 2400 série II, Perkin-Elmer,

disponivel na Central Analitica, IQ/USP.

5.3 Determinacdo da atividade anti-7. cruzi frente a forma epimastigota

A determinacdo da suscetibilidade das formas epimastigotas de 7. cruzi frente aos
compostos e farmacos de referéncia foi realizada seguindo as etapas de cultivo parasitario,
constru¢do de curvas de calibracao em leitora de microplacas, determinagdo da atividade

em leitora de microplaca e tratamento dos dados, como se descreve a seguir.

5.3.1 Cultivo das cepas para determinacio da atividade anti-7. cruzi

Neste ensaio foram utilizadas formas epimastigota de quatro cepas do 7. cruzi. Os
clones das cepas Bug 2149 cl10, Silvio X10 cl1 e Colombiana foram identificados, isolados
e disponibilizados pela Professora Dra. Bianca Zingales do Laboratorio de Biologia

Molecular de Tripanosomatideos, Departamento de Bioquimica/IQ/USP (ARAUJO, 2011).
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A cepa Y, isolada pela primeira vez por Silva e Nussenszweig em 1953, foi disponibilizada
pela Professora Dra. Maria Julia Manso Alves do Laboratério de Bioquimica Parasitaria,

Departamento de Bioquimica/IQ/USP.

O meio de cultivo utilizado no ensaio foi o meio LIT (liver infusion tryptose)"
enriquecido com 10 % de soro fetal bovino (SFB) estéril (Vitrocell, S0011)
(CASTELLANI, RIBEIRO, FERNANDES, 1967). Este meio foi cedido pela Professora
Dra. Maria Julia Manso Alves do Laboratorio de Bioquimica Parasitaria, Departamento de

Bioquimica/IQ/USP.

As culturas parasitarias foram mantidas a 28 °C em estufa de demanda bioquimica
de oxigénio (BOD, biochemical oxygen demand, Tecnal modelo TE 391) e repicadas em

fase exponencial de crescimento.

5.3.2 Constru¢ao das curvas de calibracdo para determinacdo da atividade
anti-7. cruzi

Para cada cepa, Silvio X10 cll, Y, Bug 2149 cl10 e Colombiana foram construidas
curvas de calibragdo em leitora de microplacas (EZ Read 400 Research — Vis, Biochrom,

Cambridge, UK) para posterior determinagdo da atividade.

As curvas foram construidas com pelo menos 10 pontos e cada ponto corresponde
a densidade da suspensdo parasitaria na fase exponencial de crescimento, obtida por
contagem em camara de Neubauer espelhada (NewOptik) em microscopio Optico com
aumento de 400x, e sua respectiva absorbancia, realizada em triplicata, usando leitora de
microplaca com comprimento de onda (1) de 562 nm e microplaca de 96 pogos com volume
de 200 pL. Os dados obtidos foram analisados no programa IBM SPSS Statistic, versdo 17

(licenca institucional) por regressao linear e teste estatistico ANOVA.

5.3.3 Determinacao da atividade anti-7. cruzi

A determinacio da atividade anti-T. cruzi foi realizada utilizando-se 107 parasitos/mL
na forma epimastigota de 7. cruzi. O ensaio iniciou-se com as diluicdes dos compostos,

farmacos de referéncia e composto-prototipo partindo-se de massa equivalente a

! Composi¢ao meio LIT: NaCl—0,4 %, KCl-0,04 % , Na,HPO4.7H,O — 1,5 %, Triptose — 0,5 %, Dextrose,
Pelicilina G- 0,015 %, Estreptomicina — 0,015 %, Infusdo de figado s6lido — 0,5 %, lisado de eritrdcitos
tratado.
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40.000 umol, calculada e pesada em balanca analitica digital de 4 casas decimais (marca
Ohaus) de acordo com a massa molar de cada composto ou farmaco analisado e foram
diluidos em 1 mL de dimetilsulféxido PA, (DMSO) (Labsynth Produtos Quimicos para
Laboratdrio). A partir desta solug@o estoque a 40.000 uM foi realizada dilui¢do seriada em
microplacas de 96 pogos com poco profundo para obter o dobro das concentragdes
desejadas dos compostos, farmacos de referéncia e composto-prototipo, variando-se as
dilui¢des para obter concentragdo final entre 400 e 0,39 uM, dependendo do composto ou
farmaco analisado. Utilizou-se 1 % de DMSO no volume final de 200 pL em meio LIT
com 10 % de SFB, sendo que essa concentracdo foi constante para todas as diluicdes dos
compostos e farmacos. Foi realizado controle de solvente com 1 % de DMSO, controle de
crescimento do parasito e brancos contendo apenas compostos em meio de cultura,
conforme figura 10. Em cada microplaca foi realizado controles com os firmacos de
referéncia, BZD e NFX. No final desta etapa, os pogos da microplaca apresentam volume
de 100 pL com as respectivas diluigdes dos compostos e farmacos, exceto os pogcos com o
branco completados com meio LIT com 10 % de SFB e o seu controle, totalizando o volume
final de 200 pL para estes pocos. Figura 12 esta representada a disdribui¢cdo dos compostos

e farmacos em microplata.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
BZD CS
A | 100,0 | 50,0 25,0 12,5 6,3 3,1 1,6 0,8 20 uM | 1%
BZD CS
B | 100,0 | 50,0 25,0 12,5 6,3 3,1 1,6 0,8 20 M| 1% ;:q
BZD | CS £
= 7}
C | 100,0 | 50,0 25,0 12,5 6,3 3,1 1,6 0,8 20 uM | 1% = E
D Bceo Bceo Bceo Bceo Bceo Bco Bceo Bceo Beo Beo .g g
100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,8 g g
NFX CS = =
E | 200,0 | 100,0 | 50,0 25,0 12,5 6,3 3,1 1,6 10 1M | 0,5 % ‘E é
NFX CS e °
F | 200,0 | 100,0 | 50,0 25,0 12,5 6,3 3,1 1,6 10 uM | 0,5 % &} E
NFX | CS S
G | 200,0 | 100,0 | 50,0 25,0 12,5 6,3 3,1 1,6 10 M | 0,5 %
H Bco Bco Bco Bco Bco Bco Bco Bco Beo Beo
200 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56

Figura 12. Esquema de montagem da microplaca no ensaio de determinagao
de atividade anti-7. cruzi na forma epimastigota frente a compostos, farmacos
de referéncia e composto protéotipo. Coloragdo cinza representa as dilui¢des dos
compostos, BZD: benznidazol, NFX: nifurtimox, CS: controle de solvente
(DMSO) Bceo: controle da dilui¢ao dos compostos a cada concentracdo no meio
utilizado, sem parasito.

A preparagao da suspensao parasitaria se deu por contagem em camara de Neubauer

do in6culo em fase exponencial de crescimento (3 dias), além da verificagdo de absorbancia
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em leitora de microplaca (A = 562 nm) para comparagdo com a curva de calibragcdo
construida. Preparou-se a suspensdo com 2,0¥10” parasitos/mL e foram distribuidos 100
uL nos respectivos pocos das microplacas, obtendo-se 107 parasitos/mL em volume final
de 200 pL por poco. Em seguida foram homogeneizadas com homogeneizador de
microplacas (Ciencor Scientific Industries, Microplate Genie) e incubadas em BOD a 28
°C por 72 h em atmosfera umida. Apos incubacgao, as microplacas foram homogeneizadas
e analisadas em leitora de microplacas com A de 562 nm (JORGE et al., 2013, ISHII et al.,
2011, CERECETTO et al., 1998). Os ensaios foram realizados em triplicata com repeti¢cao

de pelo menos dois ensaios independentes.

5.3.4 Tratamento dos dados obtidos para determinacio da atividade anti-7. cruzi

Os dados de absorbancia obtidos em A de 562 nm, ABSse2, foram tratados a fim de
obter porcentagens de inibicao de crescimento (%IC). Neste célculo foi considerado a razao
da absorbancia apds a exposi¢ao dos parasitos aos compostos e fArmacos e o controle da

cultura parasitaria, aplicando-se a equagao 1:

%IC = {1-[(Ap— Ap-seo) / (Ac— Acpco)]} * 100 [equagiio 1]

Em que:
Ap= ABSse2 da cultura contendo composto;
Ap-beo = ABSs62 do branco da dilui¢do do composto;
A. = ABSse2 da cultura na auséncia de qualquer composto;
Ac-bco = ABSse2 do branco equivalente ao meio LIT.

Os dados obtidos da %IC das triplicatas dos ensaios independentes foram tratados
realizando-se sua média e desvio padrdo para posterior utilizagdo no célculo da ICso com
auxilio do programa OriginPro8.0 (versdo 8.0 SR0O - Trial, OriginLab Corporation: 2007,
One Roundhouse Plaza, Northhampton, MA, USA, licenga institucional) empregando-se o
modelo ndo linear sigmoidal de dose-resposta. Para comparagdes entre os valores de I1Cso
obtidos para as cepas Silvio X10 cll, Y, Bug 2149 cl10 e Colombiana foi empregado o
teste estatistico paramétrico de andlise de variancia de um fator, one-way ANOVA, seguido
pelo pos-teste (post-hoc) de Tukey de comparagdes multiplas com intervalo de confianga

de 95 %.
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5.4 Estudos de relacdes entre estrutura quimica e atividade bioldgica e construcio de
modelos matematicos de previsao (QSAR)

O estabelecimento das relagdes entre propriedades moleculares (diretamente
relacionadas a estrutura quimica) de compostos nitrofuranicos e atividade bioldgica frente
a T. cruzi envolveram a constru¢do dos modelos moleculares tridimensionais dos
compostos e o calculo de descritores moleculares (varidveis independentes). Métodos
quimiométricos como analise exploratdria de dados e construgao de modelos matematicos
de previsdo (QSAR), com abordagem multivariada, foram considerados para avaliar o

conjunto de dados.

Utilizou-se computador com o sistema operacional Windows de configuragio Intel®
Core i7™2.40 GHz, RAM 8.0 GB, NVIDIA® GeForce® GT 310M 512 MB e computador
com sistema Red Hat Enterprise Linux de configura¢io Intel® Core 2™ QUAD Q6600,
2,40GHz, RAM 4.0G, NVIDIA® GeForce® 9600GT 512MB para rodar os calculos e
desenvolver as andlises. A licenca colaborativa do programa MOLSIM 3.2 (DOHERTY
2002), concedida a co-orientadora deste trabalho pelo Prof. Dr. Anton J. Hopfinger
(University of New Mexico, Albuquerque, EUA; coordenador do The Chem21Gorup, Inc.)
foi instalada na estagdo de trabalho do Laboratério de Planejamento e Desenvolvimento de
Féarmacos, LPDF, FCF/USP, para desenvolver os processos de minimizagao de energia e

de simulacao de dindmica molecular dos compostos nitrofuranicos.

5.4.1 Construc¢io dos modelos moleculares tridimensionais (3D)

Os modelos moleculares 3D dos compostos foram construidos, inicialmente, no
programa HyperChem Professional 8.0 (Hypercube, Inc: 2008. Gainesville, FL, EUA).
Utilizou-se como geometria de referéncia a estrutura cristalografica do farmaco NF (codigo
LEQTAC, Rfator = 0,11) (PNIEWSKA, JANUCHOWSKI, 1998), depositada no banco de
dados de estruturas Cambridge, CSD, (Cambridge Structural Database). As informagdes
cristalograficas do farmaco BZD também foram utilizadas como referéncia (resolugdo 0,14
A3 e Rpor = 0,03) (SOARES-SOBRINHO et al, 2008). Para o farmaco NFX, as
coordenadas cartesianas de um de seus andlogos foram utilizadas como partida para a
construgdo do modelo molecular 3D (resolugio 0,24 A~ e Rpuor = 0,04) (CARACELLI et
al., 1996).
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ApoOs a construgdo dos modelos moleculares, procedeu-se a otimizagdo de
geometria dos compostos em método de campo de forca empirico MM+ (derivado do
MM2) (ALLINGER, 1977) (programa HyperChem Professional 8.0), aplicando o método
de Polak-Ribiére (gradiente RMS 0,1 kcal/A mol, POLAK, RIBIERE, 1969). Calcularam-
se as cargas atoOmicas parciais de ponto unico com o método de mecanica quantica semi-
empirico Hamiltoniano AM1 (AustimModel 1) (DEWAR et al., 1985). A minimizacao de
energia foi, também, desenvolvida com o programa MOLSIM 3.2 (DOHERTY, 2002; The
Chem21 Group, Inc: 1997, Lake Forest, IL, EUA). Utilizaram-se os métodos de declive
maximo (steepest descent) e de gradientes conjugados (conjugated gradient) com critério

de convergéncia de 0,01 kcal/mol.

Realizaram-se, entdo, simulagoes de dinamica molecular (DM) de 1ns (1.000.000
passos; cada passo de 1 fs) a 301 K (28 °C), temperatura utilizada nos ensaios in vitro frente
a forma epimastigota de 7. cruzi, a fim de gerar o perfil de amostragem conformacional
(PAC) de cada composto do conjunto. Constante dielétrica de 3,5 foi utilizada para simular
o ambiente das membranas bioldgicas e o do sitio de interagdo de biomacromoléculas
(SPERELAKIS, 2001). Restri¢des de posi¢do para alguns atomos foram necessarias a fim
de manter a integridade estrutural dos modelos moleculares durante a simulagdao de DM.
Atribuiram-se massas ficticias de 5.000 u.m.a. aos a&tomos de carbono e oxigénio do grupo
S-nitrofurano e aos carbonos e nitrogénios da por¢do N-acilidrazona da molécula. Arquivos
trajetoria foram salvos a cada 20 passos de simulagdo, resultando em 50.000 conférmeros
(PAC) para cada composto. Selecionaram-se conformeros de energia mais baixa do PAC,
a partir da regido de equilibragdo, que foram comparados ao modelo molecular inicial e ao
minimizado, a fim de verificar se a integridade estrutural foi mantida na simulagdo. O
critério utilizado foi o valor do desvio quadratico médio de posi¢des atdomicas (RMSD,
root-mean-square deviation). Quanto menor o valor de RMSD mais semelhante sdo as
estruturas. Para pequenas moléculas que tenham a estrutura experimental (difragdao de
raios-X ou RMN) definida, o valor de RMSD n#o deve ultrapassar 0,1 A (LEACH, 2001).
Esta medida auxiliou a escolha do conférmero de energia mais baixa para prosseguir os
estudos. Os conformeros de energia mais baixa selecionados nesta etapa foram novamente
minimizados de acordo com o protocolo previamente mencionado, utilizando o programa
MOLSIM 3.2. Procedeu-se também a otimizagdo de geometria dos compostos aplicando o
método de mecanica molecular Polak-Ribiére (gradiente RMS 0,1 kcal/A mol, POLAK,

RIBIERE, 1969) e, em seguida, calcularam-se as cargas atdmicas parciais de ponto inico
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com o método quantico semi-empirico Hamiltoniano AM1 (AustimModel 1) (DEWAR et

al., 1985) (HyperChem Professional 8.0; Hypercube, Inc., 2008).

5.4.2 Calculos dos descritores ou variaveis independentes

Dentre as propriedades termodinamica obtidas para os conformeros selecionados
nos PACs utilizando o programa MOLSIM 3.2 (DOHERTY, 2002), estdo a energia
potencial total (Etot) bem como as contribui¢des intramoleculares de energia, que somadas
correspondem a Etot, como deformagdo axial ou de estiramento (Estrerch), deformacao
angular (Egenp), deformacao torsional (Etors), do tipo 1-4 (Ei1.4), de van der Waals (Evaw),
de carga ou eletrostatica (Ecuarce), de solvatagao (Esolv) € de ligagdo de hidrogénio (Emp).
As contribuigdes de energia de solvatacdo e de ligagao de H foram obtidas em simulacao
curta (0,005 ps) a 301 K do conformero selecionado do PAC de cada composto. Para o
calculo de Esolv utilizou-se o modelo de camada de hidratagdo proposto por Forsythe e

Hopfinger (1973).

As propriedades eletronicas foram calculadas com o programa Gaussian 03W
(Gaussian 03W for Windows, version 6; Gaussian Inc.: 1995-2003, Pittsburgh, PA, EUA).
Calcularam-se as cargas parciais atdmicas de potencial eletrostatico, CHELPG (Charges
from Electrostatic Potentials using a Grid based method) (BRENEMAN, WIBERG, 1990),
momento de dipolo total e nos eixos (X, y, z) e energia de orbitais moleculares de fronteira,
Enomo (highest occupied molecular orbital, orbital molecular ocupado de maior energia)
e Erumo (lowest unoccupied molecular orbital, orbital molecular desocupado de menor
energia). O método empregado foi o0 método o funcional hibrido B3LYP (BECKE, 1988,
LEE, YANG, PARR, 1988), que combina a teoria Hartree-Fock com o funcional de
densidade (DFT, density functional theory). O conjunto de base utilizado foi 0 6-311G*
(d,p) (PETERSSON, AL-LAHAM, 1991). As cargas CHELPG foram consideradas para
gerar os mapas de potencial eletrostatico (MPE), calculados em superficie molecular de

Connolly (CONNOLLY, 1983).

Os mapas de potencial lipofilico (MPL) e os valores do coeficiente de partigcao n-
octanol/agua calculado (ClogP) foram obtidos com o programa Syby! 8.0 (Sybyl 8.0 for
Linux; Tripos, Inc.: 2007. St. Louis, EUA). Os mapas foram calculados em superficie

molecular Connolly (CONNOLLY, 1983) obtida com sonda de raio de 1,4 A, utilizando o
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método SLN (Sybyl line notation; ClogPsc-sin) (GHOSE ef al., 1998), implementado no

programa.

No programa Marvin Beans (Marvin Beans, version 5.0.4.1; ChemAxon Ldt.: 1998-
2010, Budapeste, Hungria) foram calculadas as propriedades estereoquimicas, topologicas
e o coeficiente de parti¢ao (lipofilicidade), ClogPwwm, calculado pelo método de pesos do
programa, que atribui pesos iguais para os métodos de VISWANADHAN et al., 1989,
KLOPMAN et al., 1994 ¢ PHYSPROP® database. Adicionalmente foi verificado o pKa
neste programa, para verificacdo das estruturas nas formas ionizada ou molecular (ndo

ionizada) na faixa de pH utilizada nos ensaios biologicos (entre 7,2 ¢ 7,4).

Angulos de torsdo (diedros) foram obtidos com o programa HyperChem
Professional 8.0 e os diedros selecionados foram C9-N8-N7=C6 (¢1), 09=C9-N8-HS (¢2),
N8-N7=C6-H6 (¢3), N§-N7=C6-C2 (94).

Calculadas as propriedades moleculares, gerou-se uma tabela com 56 colunas
(varidveis independentes ou descritores ou propriedades calculadas) mais a atividade
bioldgica linearizada (logl/C) avaliada frente 7. cruzi (variavel dependente). As andlises
foram conduzidas para cada cepa de 7. cruzi separadamente. A atividade linearizada dos
compostos foi classificada quanto alta, média e baixa atividade, identificando cada

composto com as letras H, M e L, respectivamente.

Os filtros utilizados para auxiliar na selecdo das propriedades moleculares mais
representativas (variaveis independentes) foram: (i) o coeficiente de correlagdo linear de
Pearson entre cada propriedade, ou descritor, € o dado bioldgico (variavel dependente) e
(1) a distribuicao ou dispersao de cada descritor calculado em relagdo a varidvel dependente
(scattering plots, graficos de dispersao) (FERREIRA, 2002). Descritores com distribuicao
ampla e tendéncia linear foram considerados como mais representativos, ja que o programa
utilizado para a andlise quimiométrica apresenta somente funcao linear para o tratamento
dos dados. A tabela final obtida (linhas = amostras ou compostos; colunas = descritores
(variaveis independentes), sendo a tltima coluna os valores de atividade biologica, variavel
dependente, log1/ICso) foi utilizada para a andlise exploratoria dos dados e analise QSAR

multivariada.
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5.4.3 Analise exploratoria de dados (HCA e PCA)

A etapa de andlise exploratoria foi realizada com o programa Pirouette 3.11
(Pirouette 3.11, Infometrix Inc., 1990-2003, Woodinville). Os dados da tabela
correspondentes as propriedades moleculares calculadas, previamente selecionadas
(filtros), e aos valores de atividade bioldgica, foram autoescalados, devido as diferentes
ordens de magnitude das varidveis, além de utilizar unidades adimensionais. Tal pré-
processamento de dados consiste em subtrair de cada elemento de determinada coluna
(variavel) o valor médio da respectiva coluna e dividir o resultado pelo desvio padrao

daquela coluna (MOITA NETO, MOITA, 1998), conforme a equagao 2.

X = (Xij— X)) /0 [equacdo 2]

Onde:

Xjj é o valor do descritor j para o composto 7; X; ¢ a média
dos valores para o descritor j e 0; ¢ o desvio padrdo dos
valores para o descritor J.

A analise de HCA foi desenvolvida com método de agrupamento completo e as
distancias entre as amostras foram calculadas por meio da distancia Euclideana. Os dados
foram apresentados em grafico bidimensional, denominado dendrograma. As distancias
calculadas entre as amostras foram definidas em uma matriz de similaridade cujos
elementos sao os chamados indices de similaridade (IS’) que variam entre 0 e 1, sendo o
valor de 1 equivalente a similaridade maxima. O método matematico utilizado foi agrupar
os pares de pontos que estdo mais proximos, usando a distancia Euclideana (FERREIRA,
KIRALJ, 2011, FERREIRA, 2002), vide equagao 3.

Ay = [Z}Tl(xkj - xlj)M]l/M [equagdo 3]

Onde:

di é a distancia entre dois vetores de amostras, k e / s30
as amostras, m € o numero total de variaveis, M é a ordem
da distancia, sendo M = 2 para distancia Euclideana, j ¢ o
descritor.

Os valores de distancia entre pares de amostras sao transformados em uma matriz
de similaridade S cujos elementos correspondem aos indices de similaridade, representado

na equacdo 4 (FERREIRA, 2002).
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Skt = 1= (dyi/dmax) [equagdo 4]
Onde:

Skl ¢ o indice de similaridade entre duas amostras & ¢ /,

di é a distancia entre duas amostras, dyue ¢ a maior
distancia no conjunto de dados.

A andlise HCA foi desenvolvida para as amostras ou compostos, para se obter
agrupamentos por similaridade entre os compostos do conjunto investigado (FERREIRA,

2002, MOITA NETO, MOITA, 1998, BEEBE, PELL, SEASHOLTZ, 1998).

Cabe ressaltar, no entanto, que na analise exploratoria de dados (métodos HCA e
PCA), a variavel dependente (valores do vetor y) ndo ¢ considerada na modelagem
matematica dos dados. A interpretagdo dos resultados obtidos considerando a relagdo com

os valores de y diz respeito ao usuario.

Para o método PCA, os dados foram decompostos, segundo a defini¢do do método,
em duas matrizes: uma de escores, que ¢ relacionada as amostras (compostos), € outra de
pesos (loadings), que se refere descritores calculados (FERREIRA, 2002, BEEBE, PELL,
SEASHOLTZ, 1998). O numero de componentes principais (PC), ou fatores, que explica
a maior parte dos dados foi determinado. As anélises realizadas foram interpretadas de
forma a estabelecer as relagdes entre as propriedades moleculares calculadas e atividade

bioldgica, obtida experimentalmente, dos compostos sob investigagao.

Para diagnosticar possiveis amostras atipicas (outliers), foi avaliado o grafico da
distancia residual das amostras em relacdo a distancia de Mahalanobis. A distancia
Mahalanobis ¢ uma medida de distdncia baseada nas correlagdes entre variaveis e ¢
invariante a escala, ou seja, ndo depende da escala das medic¢des. Neste caso, corresponde
a distancia calculada a partir do nimero de k fatores (PCs) (Pirouette, 2003), representada

na equagao 3.
MD; = (t; —t)TS;* (t; — ©) [equagdo 5]
Onde: S'¢é a matriz de pontuagdes de covaridncia e t € o vetor de escores médio.

A distancia Mahalanobis ¢ normalmente distribuida, € um valor critico (MDcrit)
pode ser determinado a partir de uma distribui¢do qui-quadrado com k graus de liberdade.

Se uma amostra excede MDcrit, significa que a amostra pode ser uma amostra critica.
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5.4.4 Analise QSAR multivariada

A andlise QSAR com abordagem multivariada foi realizada no programa QSAR
modeling (MARTINS, FERREIRA, 2013). A matriz de 56 descritores com valores de
atividade biologica linearizados (variavel dependente; -loglCso ou logl/ICso), para o
conjunto de 35 compostos, incluindo o composto NF, foi utilizada como dado de entrada
(input). Foram avaliados os graficos de dispersdo (scattering plots) entre atividade
biologica e cada propriedade calculada e excluidos descritores que nao apresentaram
correlacdo linear com a atividade (FERREIRA, 2002). Para avaliar a faixa (gradiente) e a
dispersao dos valores de atividade biologica linearizada foram construidos histogramas e

graficos de dispersao.

Neste trabalho, o conjunto de treinamento foi considerado o conjunto total de dados
e o conjunto de avaliacdo foi obtido a partir da validacdo do conjunto de treinamento,

utilizando o modelo validado para desenhar novos compostos, conjunto de avaliacao.

No programa QSAR modeling (MARTINS, FERREIRA, 2013), os dados da tabela
de entrada (input) foram autoescalados. Descritores que apresentaram valores absolutos de
correlagdo linear com a atividade bioldgica abaixo de 0,3 foram descartados nesta etapa
(KIRALJ, FERREIRA, 2009). A sele¢dao de varidveis foi realizada com o algoritmo de
selecio de preditores ordenados (OPS, ordered predictors selection) (TEOFILO,
MARTINS, FERREIRA, 2009), implementado no programa. Os modelos QSAR foram
gerados com o método de regressdo por quadrados minimos parciais, PLS (partial least
squares) (FERREIRA, 2002). O algoritmo OPS classifica os descritores com um vetor
informativo, na ordem de importancia, de tal forma que sucessivas regressoes PLS, com
numero crescente de descritores, ¢ realizada até obter melhores modelos (MARTINS,

FERREIRA, 2013, TEOFILO, MARTINS, FERREIRA, 2009).

As condigdes consideradas na analise foram as seguintes: (/) nimero maximo de
variaveis latentes (VL) de 7 para as quatro cepas, utilizando N = 35, e de 4 para as quatro
cepas, utilizando N = 22; (if) nimero de VL para o modelo, determinado apos a verificagdo
das medidas estatisticas RMSEC e Q* oo (coeficiente de correlagdo da validagdo cruzada),
na validagdo cruzada removendo uma amostra de cada vez (LOO, leave-one-out); (iii)
janela de 3 descritores (nimero inicial de descritores considerados no algoritmo OPS) com

incremento de 1; (iv) 90 % das varidveis analisadas; (v) escolha de todos os vetores para
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ordenar os descritores; e (vi) classificagdo do modelo por Q*.00. Geraram-se, entdo, dez
modelos QSAR sendo analisado aquele com melhor valor de Q? e sem presenga de amostra
atipica. As medidas estatisticas de validagao interna utilizadas para avaliagdo dos modelos

estdo listadas na tabela 2.

Os valores dos coeficientes de correlagdo de validacdo cruzada leave-one-out
(Q%*L00) e de determinacdo multipla (R?) foram considerados para a triagem inicial dos
melhores modelos neste estudo. Os valores para modelos de regressdo aceitaveis em QSAR
s30 Q*Loo > 0,5 e R?> 0,6 (TROPSHA, GRAMATICA, GOMBAR, 2003, GOLBRAIKH,
TROPSHA, 2002) e a diferenca entre as duas medidas estatisticas ndo deve ultrapassar 0,3.
Valores maiores que 0,3 indicam que o modelo QSAR esta superajustado, ou seja,
descritores do modelo estdo intercorrelacionados e ndo fornecem informagao independente
ao modelo (KIRALJ, FERREIRA, 2009, FERREIRA, KIRALIJ, 2011). Os valores de erros,
representados por RMSEC (Raiz quadrada do erro da calibragao) e RMSECV (ou SEV,
Raiz quadrada do erro da validagdo cruzada), devem ser os menores possiveis. Além disso,
os valores de PRESS., (Soma dos quadrados dos erros de predicdo da validacao cruzada)
devem ser menores do que a soma dos quadrados dos valores de resposta (SSY)

(TIMMERMAN et al., 2009).

A robustez dos modelos de QSAR foi avaliada considerando a abordagem de
validagdo cruzada multipla (LNO, leave-N-out), retirando subconjuntos de N amostras (N
=2, 3, ...N), em triplicata (FERREIRA, 2002). Neste estudo, retirou-se até 50 % das
amostras em busca do N critico, o qual € o valor méximo de retirada de amostras em que o
valor de Q?.no € similar ao valor do Q*Loo do modelo original. Espera-se que o valor médio
de cada Q?.no seja proximo ao Q*Loo do modelo original, com valores de desvio padrao
menores que 0,1 (KIRALJ, FERREIRA, 2009). Também ¢ estabelecido que a retirada de
20 a 30 % das amostras do conjunto sem alteragdes significativas entre os valores de Q*Lno

e Q%Loo, indica robustez do modelo (KIRALJ, FERREIRA, 2009).
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Tabela 2. Parametros estatisticos fornecidos no programa QSAR modeling

Descri¢io dos parametros estatisticos Equacdes
I
521?2112;5 grlilazir;;ios dos erros de predigao da PRESScv = ; [y(i) — 9., (i)]2
1
S;)lrilllia(i(;zquadrados dos erros de predicdo da PRESScal = Z [y(@) = §ear (D] 2
=1

g:l[y(i) - }-’] * [}A’cv(i) - i’cv]

Cocficiente de correlagdo de Pearson da validagdo Rcv =

cruzada 0y Oycy

I . I A . _ A
Coeficiente de correlagio de Pearson da Rcal = i=1 Y@ = V1 * [Jear (D) — Jeall
calibragdo 0y Oycal

) PRESScv
Coeficiente de correlagdo da validagdo cruzada Q°=1- {:1[}’(1') _ }—,] 2

5 PRESScal
Cocficiente de determinagdo multipla R =1- {_1[}/ (i) — }-,]2

PRESScv
Raiz quadrada do erro da validagio cruzada RMSECV ou SEV = B —
PRESScal
Raiz quadrada do erro da calibragio RMSEC = — 7
I

Soma dos quadrados dos valores de resposta SSY = z [y -7l 2

i=1

1 ¢é o nimero de amostras do conjunto de treinamento; 4 é o nimero de variaveis latentes no modelo; y., (i) e
Yeat (i) s80 valores previstos para y(7) na valida¢do cruzada e no modelo final, respectivamente; y, y.. € yeq S0
os valores médios de y(i), ¥ «v(i) € peali), respectivamente.

A aleatorizacdo da atividade linearizada (vetor y; y-randomization) indica a
possibilidade dos modelos serem obtidos por chance, ou seja, de ocorrerem correlagdes ao
acaso. Em tal abordagem, os valores dos descritores originais sdo mantidos intactos na
tabela de dados, mas os valores da variavel dependente, logl/ICsosdo aleatorizados ou
embaralhados. Assim, os valores de Q? e R? do modelo original (valores reais) devem ser
bem maiores do que os valores obtidos para os modelos obtidos com o vetor y embaralhado.
Neste estudo, o procedimento foi desenvolvido em 50 corridas e em triplicata. A abordagem
de Eriksson e Wold (KIRALJ, FERREIRA, 2009, TIMMERMAN et al., 2008 WOLD,
ERIKSSON, CLEMENTI,1995) foi considerada neste estudo para avaliar se o modelo
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original (real) foi obtido por chance, baseando-se nas medidas estatisticas Q*yal e R?yal e

na relacdo R?yal > Q?yal, como segue:

e (Q%yal<0,2 e R?yal< 0,2: ndo ha correlagdo ao acaso;
e QQ%yal quaisquer e <0,2; R?yal< 0,3: correlagdo ao acaso ¢ desprezivel;
e (Q%yal quaisquer e < 0,3; R?yal< 0,4: correlacdo ao acaso ¢ toleravel;

e (QQ%yal quaisquer e R?yal> 0,4: ha correlacdo ao acaso.

Outra maneira de se avaliar se 0 modelo foi obtido por chance ¢ levando-se em conta o
coeficiente de correlagdo de Pearson (R) entre os valores de atividade do modelo original
(Logl/ICsp) e dos modelos obtidos com y embaralhado (Logl/ICsoan, S0 corridas)
(KIRALJ, FERREIRA, 2009, ERIKSSON et al., 2003). Graficos para demonstrar a
regressao linear entre Q?yal versus Ryaly) € entre R?ya versus Ryaly) foram gerados para os
modelos obtidos com os valores de y embaralhados e para os modelos originais (reais). Os
valores dos interceptos para tais regressoes (yQZa = aQ? + bQ?x; yR%a = aR? + bR?x) sdo
os indicadores dos modelos de serem ou ndo obtidos ao acaso. Valores de aQ? < 0,05 ¢ de

aR? < 0,3 indicam que o modelo ndo foi obtido por chance.

Neste estudo, foram consideradas como amostras atipicas (outliers) do modelo gerado
com o conjunto de treinamento os compostos cuja diferenca entre os valores de ABcarc €
ABexp (residuos) excedeu dois desvios padrao da média dos residuos (limite de confianca

de 95 %).

A validagdo externa dos modelos gerados (conjunto de avaliagdo) foi conduzida
utilizando compostos desenhados (planejados) a partir das informagdes estruturais obtidas
com o modelo construido com o conjunto de treinamento. A atividade biologica de tais
compostos foi calculada utilizando o melhor modelo selecionado, substituindo os valores
das propriedades calculadas na equacdo do modelo QSAR. Os compostos foram
sintetizados e experimentalmente ensaiados. O poder de previsao externa do modelo QSAR
foi determinado considerando um limite de confianca de 99 %. Compostos do conjunto de
avaliagdo com valores de residuo superior a um desvio padrao da média dos residuos foram

considerados ndo previstos pelo modelo gerado com o conjunto de treinamento.
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5.5 Determinacao da citotoxicidade in vitro em células de linhagem LLC-MK:

Os ensaios de determinacao de citotoxicidade foram desenvolvidos no Laboratorio
de Biologia Molecular de Tripanosomatideos, Departamento de Bioquimica/IQ/USP sob
coordenacdo da Professora Dra. Bianca Zingales. A manutenc¢do das células e ensaios de
citotoxicidade foram realizados juntamente com Mariana Bury, aluna de iniciagdo

cientifica a época e, atualmente, aluna de Mestrado.

5.5.1 Cultura das células LLC-MK:

O cultivo da linhagem LLC-MKo>, derivada de células renais de macaco Rhesus
(Macaca mulatta) (HULL, CHERRY, TRICH, 1962), foi realizado em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) com fenolftaleina (Grand Island Biological Co. -
GIBCO), preparado com agua deionizada ultrapura (Milli-Q), suplementado com 3,7 g/L
de bicarbonato de sédio, 0,13 g/L de estreptomicina, 0,19 g/L de penicilina e esterilizado
por filtracdo com membrana de 0,22 uM (TPP, 99722). Utilizou-se frasco de cultura de
poliestireno com area de crescimento de 75 cm? e o meio DMEM foi suplementado com 10
% de SFB (Vitrocell). As células foram incubadas em estufa a 37 °C, com atmosfera imida,
5 % de CO2. A manutengdo das culturas ocorreu a cada 3 dias iniciando-se com 2*10*
células/cm?, atingindo confluéncia com 0,7*10° células/cm?. Para a obtengio da suspensdo
celular utilizada na manutengao ¢ ensaio de citotoxicidade, as monocamadas foram lavadas
trés vezes com solucdo salina tamponada (PBS), e incubadas com solugdo de tripsina
(Tripsina 2,5g/L EDTA) por 5 minutos a 37 °C, com atmosfera imida, 5 % de CO.. As
células foram ressuspensas em meio de cultura com auxilio de pipeta; foi realizada a
contagem em camera de Neubauer espelhada em microscopio Optico com aumento de 400

vezes e, por fim, ajustada a concentracao da suspensao celular.

5.5.2 Construcio das curvas de calibracdo para determinacio da citotoxicidade de
compostos em células LLC-MK:

Foram construidas curvas de calibra¢ao variando-se o numero de células LLC-MK;
e realizando-se a determinagdo da viabilidade celular aplicando o método colorimétrico
pela redu¢do mitocondrial do brometo de 3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio,
MTT, a um composto corado, denominado formazan (FRESHNEY, 2010, PARDO, 2010,
GERPE et al., 2010, ROMEIRO et al., 2009, MUELAS et al., 2001).
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As curvas foram construidas com 8 pontos varindo-se a supensao celular de 1 a
8*10° células/mL sempre em triplicata. O meio utilizado foi o0 RPMI 1640 sem fenol e
suplementado com 10 % de SFB. O volume final nos pocos foi de 200 pL. A microplaca
foi incubada por 3 h, para adesdo celular, em estufa (37 °C, atmosfera timida, com 5 % de

CO»).

ApoOs incubagdo, a microplaca foi centrifugada a 1200 rpm a 20 °C por 10 min e
retirado 100 pL do meio sobrenadante. Foi preparada solugdo de MTT a 1 mg/mL em RPMI
1640 sem fenol e sem SFB a partir da solucao estoque de MTT a 20 mg/mL. Adicionou-se
100 uL da solugdo de MTT a 1 mg/mL, obtendo-se concentragdo final de MTT de 0,4
mg/mL nos pocos com 200 uL total. A microplaca foi incubada por 2 horas e 30 minutos
em estufa (37 °C, em atmosfera imida, com 5 % de CO>). Apos incubacdo foi novamente
centrifugada (1200 rpm a 20 °C por 10 min) e retirado 150 pL do meio sobrenadante.
Adicionou-se 150 uLL. de DMSO pré-aquecido a 57 °C em cada pogo e a microplaca foi
agitada, protegida da luz, em agitador de microplacas (Ciencor Scientific Industries,
Microplate Genie) até completa lise celular e solubilizacdo do formazan. A coleta de dados
foi realizada em leitora de microplacas (Epoch™, BioTek) no comprimento de onda de 590
nm (TWENTYMAN, LUSCOMBE, 1987).

Os dados obtidos foram analisados no programa IBM SPSS Statistic, versao 17

(licenga institucional) por regressdo linear e teste estatistico ANOVA.

5.5.3 Determinacao da citotoxicidade dos compostos e farmacos em células LL.C-
MK:
Para a determinacdo da citotoxicidade utilizou-se microplaca de 96 pogos com

fundo plano e meio RPMI 1640 sem fenol (GIBCO), suplementado com 10 % de SFB. Foi
distribuida suspensdo das células LLC-MK; a 5*10° células/pogo (~3*10° células/mL),
contendo 160 uL. em cada poco. Nos pogos destinados aos brancos foram adicionados
160 pL de RPMI 1640 sem fenol com 10 % de SFB. A microplaca foi incubada em estufa
(37 °C em atmosfera timida com 5 % de CO2), no periodo de 24 h para aderéncia e
confluéncia das células. Apos esta etapa, de estabelecimento da cultura celular na
microplaca, adicionou-se as solucdes de compostos e farmacos para o estudo de
citotoxicidade. Os pogos das colunas 1 e 12 da microplaca ndo foram utilizados e foram
preenchidos com 200 uLL de PBS.

A diluicao dos compostos foi realizada a partir de solugao estoque a 40.000 uM em

DMSO, armazenada a -80 °C. Foi realizada dilui¢do seriada em microplacas de 96 pocos
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com pogo profundo para obter valores 5 vezes mais concentrados do desejado para os
compostos, farmacos de referéncia e composto-prototipo, variando-se as diluicdes para
obter concentragdo final entre 200 e 0,78 pM, dependendo do composto ou farmaco
analisado. Utilizou-se 0,5 % de DMSO no volume final de 200 pL. em meio RPMI 1640
sem fenol com 10 % de SFB, sendo que essa concentracdo foi constante para todas as
diluigdes dos compostos e farmacos. Foi realizado controle de solvente com 0,5 % de
DMSO e brancos contendo apenas compostos em meio de cultura, conforme figura 13.

Os compostos foram incubados por 72 horas em estufa (37 °C em atmosfera imida
com 5 % de CO2). Apds incubacdo a microplaca foi centrifugada a 1200 rpm a 20 °C por
10 min, 150 pLL do meio sobrenadante foi removido cuidadosamente com pipeta multicanal
e adicionado 150 uLL. de RPMI 1640 sem fenol com 10 % de SFB para retirada do composto.
A microplaca foi novamente centrifugada (1200 rpm a 20 °C por 10 min) e retirado 100 pL
do meio sobrenadante. Adicionou-se 100 pLL da solugdo de MTT a 1 mg/mL, obtendo-se
concentracdo final de MTT de 0,4 mg/mL nos pogos com 200 uL total. A microplaca foi
incubada por 2 horas e 30 minutos em estufa (37 °C em atmosfera umida com 5 % de CO»).
Ap6s incubacao foi novamente centrifugada (1200 rpm a 20 °C por 10 min) e retirado 150
puL do meio sobrenadante. Adicionou-se 150 pLL de DMSO pré-aquecido a 57 °C em cada
poco e a microplaca foi agitada, protegida da luz, em agitador de microplacas (Ciencor
Scientific Industries, Microplate Genie) até completa lise celular e solubilizacdo do
formazan. A coleta de dados foi realizada em leitora de microplacas (Epoch™, BioTek) no

comprimento de onda de 590 nm (TWENTYMAN, LUSCOMBE, 1987).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PBS Bceo Bco Bceo Bceo Bceo Bco Bceo Bceo Bceo Bceo PBS
CS CP 200 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56

PBS CS CP 200 100 50 25 12,5 | 6,25 | 3,12 1,56 PBS
PBS CS CP 200 100 50 25 12,5 | 6,25 | 3,12 1,56 PBS
PBS CS CP 200 100 50 25 12,5 | 6,25 | 3,12 1,56 PBS
PBS CS CP 200 100 50 25 12,5 | 6,25 | 3,12 1,56 PBS
PBS CS CP 200 100 50 25 12,5 | 6,25 | 3,12 1,56 PBS

PBS CS CP 200 100 50 25 12,5 | 6,25 | 3,12 1,56 PBS

PBS Bco Bco Bceo Bceo Bco Bco Bceo Bceo Bco Bco PBS
CS CP 200 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56

= (Q|miE|gia|w| >

Figura 13. Esquema de montagem da microplaca no ensaio de determinacio
de citotoxicidade dos compostos e farmacos de referéncia frente a células LLC-
MK2. CS: controle de solvente DMSO, Bco: controle da diluicdo dos compostos
a cada concentra¢ao no meio utilizado, sem células. Coloracdo cinza representa a
diluicao dos compostos e respectivos brancos.
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5.5.4 Tratamento dos dados obtidos para determinacio da citotoxicidade em células
LLC-MK:

Os dados de absorbancia obtidos em A = 590 nm, ABSs99, foram tratados a fim de
obter porcentagens de inibi¢do de crescimento celular (%IC). Neste calculo foi considerada
a razdo da absorbancia ap6s a exposicao das células LLC-MK> aos compostos e farmacos

e o controle da cultura celular, aplicando-se a equagao 6:

%IC = {1-[(Ace— Aceeo) / (Ae— Acpeo)]} * 100 [equagdio 6]

Em que:
Ace= ABSs90 da cultura celular contendo composto;
Ace-beo = ABSs90 do branco da dilui¢do do composto;
A. = ABSs90 da cultura na auséncia de qualquer composto;
Ac-peo = ABSs90 do branco equivalente ao meio RPMI 1640 com 10 %
de SFB.

Os dados obtidos da %IC das triplicatas dos ensaios independentes foram tratados
realizando-se sua média e desvio padrdo para posterior utilizagcdo no célculo da ICso com
auxilio do programa OriginPro8.0, empregando-se o modelo ndo linear sigmoidal de dose-

resposta, quando aplicavel.

5.6 Determinacio da atividade anti-7. cruzi frente a forma amastigota do parasita

Os ensaios frente a forma amastigota do 7. cruzi foram realizados pelo aluno de
Doutorado Caio Haddad Franco, orientado pelo Dr. Licio Holanda Gondim de Freitas
Junior e coordenado pela Dra. Carolina Borsoi Moraes no Laboratério Nacional de
Biociéncias (LNBio), Plataforma de Quimica, Biologia e Triagem (CBSP - Chemical
Biology and Screening Platform), Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais
(CNPEM). Este ensaio nao foi realizado pelos autores deste trabalho e maiores detalhes
deste protocolo foi descrito pelo grupo do LNBio e esta disponivel na literatura (MORAES
etal.,2014).

As formas tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi foram obtidas do sobrenadante de
células LLC-MK; mantidas em garrafas de cultura com meio DMEM com baixo teor de
glicose, suplementado com 2 % de SFB, 100 U/ml de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina, incubadas a 37 °C, em atmosfera imida, com 5 % de CO». As células U20S

foram mantidas em cultura com meio DMEM com alto teor de glicose suplementado com
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10 % de SFB, 100 U/ml de penicilina e 100 ng/mL de estreptomicina, incubadas a 37 °C,

em atmosfera umida, com 5 % de CO».

Foram distribuidas 700 células/poco (40 pL) em microplaca de 384 pocos
(poliestireno, preta, fundo plano incolor, pClear — Greiner Bio-One) com auxilio de
dispensadora automatica Wellmate Liquid Handler (Thermo-Scientific) e incubada por 24
ha37°CeS5 % de COz. Apos este periodo foram adicionados 2800 parasitos na forma
tripomastigotas/pogo (10 pL) para infeccdo das células U20S, sendo incubada por 24 h a
37°Ce 5 % de CO». Os compostos foram diluidos em microplaca de 384 pogos em 100 %
de DMSO com pipeta multicanal de forma seriada, partindo-se de solugao a 40 mM para
obter concentragdes 6 vezes maiores que as concentragdes desejadas, entre 100 e 0,4 uM.
Transferiram-se 10 pL. das solu¢des dos compostos para as microplacas com U20S
infectadas, obtendo-se 1 % de DMSO no volume final de 60 pL nos pocgos. O ensaio foi
realizado em duplicatas com trés repeticdes. Apos incubagdo por 72 ha 37 °C e 5 % de
CO,, fixaram-se as cé¢lulas nas microplacas com adicao de 30 uL de solucdo de para-
formaldeido, incubadas por 15 minutos, seguida por trés lavagens com PBS e coradas com
Draq5 (diluicdo de 1/1000 em DPBS, 10 uL por poco). Na etapa de leitura (HCA’), as
imagens foram obtidas no aparelho Operetta (Perkin Elmer, USA), utilizando aumento de
200 vezes. As imagens foram tratadas com o programa Harmony para identificagao,
segmentacdo e quantificagdo de nucleos e citoplasma de células hospedeiras e parasitas
intracelulares (MOON, SIQUEIRA-NETO et al., 2014). As imagens foram obtidas de todos
0s pogos, considerando o numero total de células, numero total de células infectadas,
numero total de parasitas intracelulares e o nimero médio de parasitas por célula infectada.
Para se determinar a atividade antiparasitaria normalizada, foi definido a taxa de infecgdo
como a razao entre o numero total de células infectadas em todas as imagens do pogo e o
numero total de células, em todas as imagens do mesmo poco. Os valores de taxa de
infeccdo foram normalizados em relagdo aos controles negativos para atividade (células
infectadas com meio contendo 1 % de DMSO, somente) e positivos para atividade (células
ndo infectadas). As equagdes 7 demonstram o tratamento dos dados realizados por Moraes

e colaboradores:
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Atividade normalizada = {1-[(Av.IRn— Av.IRt) / (Av.IRn— Av.IRp)]} * 100

Taxa de infec¢ao normalizada = (Av.IRn— Av.IRt) / (Av.IRn— Av.IRp) * 100
[equagdes 7]

Em que: Av.IRn: taxa de infecgdo média dos pogos com controle negativo;
Av.IRp: taxa de infeccdo média dos pogos com controle positivo;
Av.IRt: taxa de infec¢do média dos pogos com o composto a ser testado.

Processaram-se os valores de atividade normalizada com o programa GraphPad
Prism, versdo 6, para a construcdo da curva sigmoidal dose-resposta e determinagdo dos
valores de ECso e CCso por interpolacdo. Neste estudo, definiu-se ECso como a
concentracdo de composto correspondente a 50 % da atividade normalizada apos 72 horas

de incubacdo com os compostos e farmacos.
5.7 Determinacao da inibi¢ao das enzimas 7cTR e GR

Os ensaios para determinacdo da inibicdo das enzimas tripanotiona redutase de 7.
cruzi (TcTR) e glutationa redutase humana (GR) frente aos compostos foram realizados no
Laboratério de Protozoologia, Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia
do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) sob
acompanhamento da Dra. Milene Hoehr de Moraes e coordenacao do Professor Assoc.

Mario Steindel.

5.7.1 Determinacao da inibicio da enzima 7cTR

O ensaio enzimatico com a 7cTR foi realizado em microplacas de 96 pocos de fundo
plano e a leitura realizada em leitora de microplacas (Infinite M200 RCHISTO TECAN),
baseando-se na absorbancia do DTNB em A de 412 nm (JONES et al., 2010, EGER, 2010,
FAIRLAMB, CERAMI, 1992). Os compostos na concentragao de 40 mM em DMSO foram
diluidos em microplaca para obter solu¢des intermediarias 25 vezes mais concentradas
(1250 uM, 25 % de DMSO e 10 % de etanol PA) em volume final de 200 pM de tampao.
A microplaca utilizada para a determinacao da inibi¢cao enzimatica foi preparada para obter
volume final de 240 pL por pogo contendo: 40 mM de Hepes (pH 7,5), 1 mM de EDTA,
150 uM de NADPH, 1 uM de tripanotiona (T[S]z) (Bachem, Torrance), 460 ng da enzima
(TcTR), 10 puL dos compostos 25 vezes concentrados. Os compostos foram avaliados na
concentragdo de 50 uM contendo 1 % de DMSO e 0,4 % de etanol como solventes. Para o

controle de inibicdo enzimatica foi utilizado a clomipramina na mesma concentragao
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(Sigma-Aldrich, Saint Louis) e o controle de solvente foi realizado na concentragao de 1 %
de DMSO e 0,4 % de etanol, ambos em triplicata. Foram realizados brancos
correspondentes a cada composto, a clomipramina e ao tampao enzimatico. A microplaca
foi incubada a 27 °C durante 30 minutos e a leitura iniciada apds a adicdo de 25 uM de
DTNB (Sigma-Aldrich, Saint Louis), correspondente a 10 uL por pogo (solugdo a 625 uM)
em leitora de microplacas com A de 412 nm a 27 °C, medindo-se a inclinagdo da curva
durante 30 minutos com registros a cada 5 minutos (0Abs/dt). Este valor foi comparado
com o controle DMSO 1 % com 0,4 % de etanol e o controle da enzima para fornecer o
percentual de inibicdo da enzima. Os ensaios para esta triagem foram realizados em

duplicata dos compostos, como demonstrado na figura 14.

3 4 5 6 7 8 9 THIERE
Bco 12 12 Bco 21 21 Bco clomipramina

Bco 14 14 | Beo | 22 22 | Beo | Controle DMSO 1%
Bceo 15 15 Bceo 23 23 Bco | Controle da enzima

Bco 16 16 Bco 24 24 Bco Branco tampio
Bceo 17 17 Bco 25 25 Bco

O | Q||| [ -
MR BN [ o) N RO, B B S SR )

Bco 18 18 Bco NF NF Bceo
10 10 | Beo | g9 19 | Beo
11 11 Bco 20 20 | Beo

T Q|| E|T| A%

Figura 14. Esquema de montagem da microplaca no ensaio de determinacio
de inibicdo da enzima TcTR frente a compostos e composto protdtipo. Beo:
controle da dilui¢do dos compostos a cada concentragao no meio utilizado, sem
enzima. Coloragao cinza representam os compostos e respectivos brancos a 50 u.

5.7.2 Determinacio da inibicao da enzima GR

Os testes de inibi¢do da GR de Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich, Saint
Louis) foram realizados em microplacas de 96 pocos e a leitura realizada em leitora de
microplacas, baseando-se na absorbancia do NADPH em A de 340 nm. A microplaca foi
preparada para obter volume de 250 uL por pogo contendo: 100 mM de tampao fosfato de
potassio (pH 7,0), 1| mM de EDTA, 400 uM de NADPH, 1 mM de glutationa oxidada
(GSSG) (Sigma-Aldrich, Saint Louis), 10 mU da enzima (GR — Sigma-Aldrich, Saint
Louis). Os compostos foram avaliados na concentracao de 50 pM contendo 1 % de DMSO
e 0,4 % de etanol como solventes. Foram realizados brancos correspondentes a cada
composto e ao tampao enzimatico. A dilui¢do dos compostos foi realizada como descrito

para o ensaio com a 7cTR. A microplaca foi incubada a 30 °C durante 30 minutos. A leitura
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foi iniciada em leitora de microplacas com A de 340 nm a 27 °C, iniciando-se com 10 ciclos
em 20 minutos (leitura a cada 2 minutos) e apds a adicdo de 1 mM de GSSG (Sigma-
Aldrich, Saint Louis), correspondente a 10 puL por poco (solucdo a 25 mM), foi realizada
leituras a cada 1 minuto por 20 minutos, medindo-se a inclinagdo da curva durante as
leituras apds GSSG (0Abs/dt). Este valor foi comparado com o controle DMSO 1 %, 0,4 %
etanol e controle da enzima para fornecer o percentual de inibi¢ao da enzima. Os ensaios
para esta triagem foram realizados em duplicata dos compostos, como demonstrado na

figura 15 (EGER, 2010, CARLBERG, MANNERVIK, 1985).

3 4 5 6 7 8 9 THIERE
Bco 12 12 Bco 21 21 Bco | Controle DMSO 1%
Bco 14 14 Bceo 22 22 Bco | Controle da enzima

Bceo 15 15 Bco 23 23 Bco Branco tampio
Bco 16 16 Bco 24 24 Bco

Bceo 17 17 Bceo 25 25 Bceo

O | | |n | B ||
O (||| N

Bceo 18 18 Bceo NF NF Bceo
10 | 10 | Beo | 59 | 19 | Beo

Z|IQ|E|E|gOw|>

11 11 Bceo 20 20 Bceo

Figura 15. Esquema de montagem da microplaca no ensaio de determinacio
de inibicio da enzima GR frente a compostos e composto protétipo. Bco:
controle da diluicdo dos compostos a cada concentragdo no meio utilizado, sem
enzima. Coloragdo cinza representam os compostos e respectivos brancos a 50 uM.
5.7.3 Tratamento dos dados obtidos para determinacio da inibicio das enzimas

TcTR e GR

Os dados de absorbancia obtidos em A de 412 nm para enzima 7cTR e 340 nm para
GR, foram tratados a fim de obter porcentagens de inibicdo enzimatica. Neste céalculo foi
considerado a razdo da absorbancia apos incubacdo dos parasitos com 0s compostos €

farmacos e o controle da cultura parasitéria, aplicando-se a equagao 8:

% Inibicdo = {1-[(lec— Loc-beo) / (I — Lebeo) ]} * 100 [equagdo 8]

Em que:
1.~ inclinagao da curva (3Abs/dt) da enzima na presenca de composto;
Lec.beo = inclinagdo da curva do branco da dilui¢do do composto;
1. =1inclinagdo da curva da enzima na auséncia de qualquer composto (controle
da enzima ¢ controle de DMSO 1 % e 0,4 % de etanol);
1o = inclinagdo da curva do branco equivalente ao tampao enzimatico.
Os dados obtidos da porcentagem de inibi¢do enzimatica das duplicatas dos ensaios

independentes foram tratados realizando-se sua média e desvio padrdo. Para comparagdes
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entre os resultados obtidos de cada enzima (7cTR e GR) foi empregado o teste estatistico

paramétrico teste-¢ de Student, com intervalo de confianga de 95 %.

5.7.4 Ancoramento de compostos na estrutura 3D das enzimas 7cTR e GR
Selecionaram-se para realizar os estudos de ancoramento os compostos BSF-2,
BSF-27 e BSF-35, além dos farmacos BZD, NFX e NF, e os modelos moleculares 3D
utilizados foram aqueles obtidos com os protocolos descritos no item 5.4.1. Os alvos
moleculares considerados foram as estruturas 3D das enzimas 7cTR (obtida por difragdo
de raio-X em complexo com a quincrina; PDB ID 1GXF, resolucao de 2,7 A; BOND et al.,
2004) e GR (obtida por difracao de raios-X em complexo com um derivado de xantina;
PDB 1XAN, resolugio de 2,0 A; SAVVIDES, KARPLUS, 1996) depositadas no banco de
dados PDB. O ancoramento molecular foi realizado no programa LeadIT 2.1.8, BioSolvelT
GmbH. Utilizaram-se as seguintes condi¢des de célculo: 200 como niimero maximo de
solugdes por interagdo e por fragmentagio; raio de 9,5 A para o sitio de ancoramento das
enzimas 7cTR e GR; 10 poses selecionadas para visualizagdo e posterior analise das
interagdes. A melhor conformacao foi selecionada considerando a pontuagdo (escore) de
ancoramento e a ferramenta “HYDE assessment” do programa foi utilizada para visualizar
a classificacdo. Utilizaram-se como parametros de avaliacdo, a energia livre de interagao

de Gibbs (AG) e a eficiéncia do ligante (LE, ligante efficiency) (HOPKINS et al., 2014).

5.8 Avaliacao do potencial de redu¢cido da membrana mitocondrial (ym) em formas

epimastigotas por citometria de fluxo

Os ensaios para avaliacdo do potencial de redu¢do de membrana (ym) foi realizado
no Laboratorio de Protozoologia, Departamento de Microbiologia, Imunologia
e Parasitologia do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) sob coordenagdo do Professor Assoc. Mario Steindel e acompanhamento
da Dra. Milene Hoehr de Moraes. Este estudo foi baseado em trabalho anterior do grupo

do Professor Steindel (YAMANAKA et al., 2013).

O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pogos com fundo plano, utilizando
formas epimastigotas da cepa Y do T. cruzi a 2,0¥10° parasitos/mL. Foram relizados dois
ensaios, primeiramente uma triagem com os compostos BSF-1, BSF-3, BSF-10, BSF-16,
BSF-32, BSF-33, BSF-34, BSF-35, BSF-36 ¢ os farmacos NF, BZD e NFX incubados por
24 e 48 ha27 °C naconcentracdo de 15 pM, utilizando no maximo 1 % do solvente DMSO.
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Foram realizados controle do solvente e controle de cultivo parasitario. O ensaio posterior
foi mais detalhado e realizado para o composto BSF-34 e NFX os quais foram ensaiados
nas concentragdes de 3, 6 e 12 uM e em tempos de leitura de 1, 2, 4, 6, 18 ¢ 26 h. A etapa
de incubacao dos compostos e farmacos com a forma epimastigota foi realizada conforme

descrito no item 5.3 deste trabalho.

As analises subsequentes foram realizadas por citometria de fluxo utilizando como
marcador a rodamina R123 (CHAZOTTE et al., 2011). Apds incubagdo de 24 e 48 h,
coletou-se 10° parasitos em microtubos de centrifugacdo e foram centrifugados a 2.000 g
por 5 minutos e incubados com 500 pL da solucdo de R123 (9 ug/mL) em PBS por 15
minutos a 27 °C. Apds 3 lavagens com PBS, os parasitos foram transferidos para tubos de
citometria e a marca¢do de R123 foi quantificada por citometria de fluxo utilizando o
equipamento FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA). No ensaio para
verificar a morte parasitaria, 2 pL do iodeto de propidio (solugdao a 1 mg/mL) foi adicionado
apos transferéncia para o tubo de citometria no momento da leitura em citdmetro. Um total
de 50.000 eventos foram adquiridos na regido de espalhamento de luz (FSCxSSC)
correspondente aos parasitos e detectados em FL1-H. Os dados foram analisados
posteriormente com auxilio do programa Flowing versdo 2.5.1 (utilizagdo gratuita —

freeware) (YAMANAKA et al., 2013).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Planejamento dos compostos

Como citado anteriormente, o planejamento dos compostos foi baseado na
modificacdo estrutural da NF, considerada como composto-protdtipo. Para auxiliar o
planejamento foram calculados descritores estabelecidos em literatura para triagem de
compostos com melhor biodisponibilidade, RO5 (LIPINSKI, 2004, VEBER et al., 2002,
GHOSE, VISWANADHAN, VENDOLOSK, 1998, LIPINSKI ef al., 1996). Na tabela 3
estdo listados os descritores de ClogPwwm, massa molar, HBD, HBA, MR, numero de
atomos que constituem a molécula, RB e PSA, calculadas no programa Marvin Beans. O
planejamento dos 40 compostos foi realizado ao longo do trabalho considerando os
resultados de atividade bioldgica e sempre observando os descritores mencionados acima.
E importante salientar que os compostos BSF-37, BSF-36, BSF-39 e BSF-40 foram
planejados no final do trabalho, baseado nos dados do conjunto de 36 compostos, sendo
estes 0s compostos mais ativos nos ensaios frente as formas epimastigota e amastigota do

parasito.

Tabela 3. Descritores considerados no planejamento da série de compostos

0 M
E*N’N&NOZ
H o n

Compostos ClogPwm l\élgl\)/[ HBD HBA RB 4 tonl;os MR EE;A)‘
BSF-1 ] 020 197,15 1 4 3 21 4553 9775
BSF-2 e\ 015 22216 1 5 4 22 5085 121,53
BSF-3 __~_N\ 223 25326 1 4 7 33 6396 9774
BSF-4 o 1,17 227,18 1 4 5 25 5190 10697
BsF-s ([ ) LIl 249,18 1 4 4 25 5859 110,88
BSF-6 [ )] 1,87 25124 1 4 4 31 62,13 97,74
BSF-7 o] 1,87 25523 1 4 5 31 60,96 10697
BSF-8 ()| 205 25922 1 4 4 28 6620 9774
BSF9 [ -] 1,97 26525 1 4 4 25 63,09 12598
BsF-10 (| 203 26527 1 4 4 34 6673 9774
BSF-11 @% 257 27325 1 4 4 31 7124 9774

(cont.)
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Tabela 3: Descritores considerados no planejamento da série de compostos

(continuacao)
MM n° PSA
Compostos ClogPwmpr (@) HBD HBA RB 4tomos (A?)
BSF-12 [l \ 203 27325 1 4 5 31 7025 97,74
BSF-13 )1 257 27325 1 4 4 31 7124 97,74
BSF-14 N )-| 203 27424 2 5 4 30 7025 9774
BSF-15 m&; 091 28125 1 6 4 26 6487 151,76
=S
BSF-16 N=—< )| 191 28423 1 5 4 29 7192 121,53
BSF-17 < )~ 301 28728 1 4 5 34 7584 9774
BSF-18 o< )| 1,89 28925 1 5 5 32 7266 10697
BSF-19 o )-| 266 29366 1 5 4 28 71,00 9774
BSF-20 A 357 29534 1 4 10 42 7176 97,74
BSF21 > )-| 330 30130 1 4 5 37 8039 9774
BSF22 /)| 346 30130 1 4 6 37 8044 9774
\
BSF23 N~ )| 216 30229 1 5 5 36 8063 10098
BSF-24  o{ )| 22530327 1 5 6 35 7741 10697
O,N
BSF-25 @§ 1,99 30422 1 6 5 30 7352 143,56
BSF-26 X" 3,04 30928 1 4 4 34 8265 9774
\
BSF-27 01 390 31533 1 4 7 40 8504 97.74
BSF28 ——( )| 360 31533 1 4 5 40 8487 9774
BSF29 Oyl 27731730 158 38 8194 10697
—0
BSF-30 Oi 1,74 31927 1 6 6 36 7913 11620
(o]
BSF-31 HN-$ 0,66 33829 2 6 5 33 7836 16628
AV
BSF-32 Fbi 203 32722 1 7 5 31 7217 9774
BSF-33 _/J“O§ 285 33034 2 5 8 42 9027 109,77
BSF-34 JJ@ | 32233133 1 5 8 41 8654 10697
BSF-35 () )| 370 33532 1 4 5 38 9134 97,74

(cont.)
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Tabela 3: Descritores considerados no planejamento da série de compostos
(continuacao)

Compostos ClogPwmp l\élgl;/[ HBD HBA RB 4 tonl;os MR EE;;
BSF-36 @06 3,55 351,32 1 4 6 39 92,44 106,97
BSF-37 \%C(\‘ 438 33540 1 4 8 49 89,68 97,74
BSF-38 MQ/\ 434 32936 1 4 8 43 89,65 97,74

\
BSF-39 () 523 35741 1 4 10 49 9885 97,74

A\
BSF-40 T 455 37341 15 11 50 10034 10697

BZD 1,32 260,25 1 7 68,12 31 5 92,74
NFX -0,27  287.29 0 & 66,78 32 3 108,71

Considerado como requisitos para o planejamento dos compostos => Lipinski “Regra dos 5”: ClogP <5, MM
<500, HBD <5, HBA < 10; GHOSE, VISWANADHAN, WENDOLOSKI, 1999: ClogP entre -0.4 a 5.6, MR
de 40 a 130, MM de 180 a 500, n° de atomos de 20 a 70, PSA < 140 A2, VEBER et al., 2002: ligagdes rotaveis
< 10, PSA < 140 A2 Descritores calculados no programa Marvin Beans versdo 5.0.4.1, ChemAxon. ClogP:
logaritmo do coeficiente de particdo calculado pelo método ponderado, considerando pesos iguais aos métodos
VISWANADHAN et al., 1989, KLOPMAN ef al., 1993 e banco de dados PHYSPROP®; MM: massa molar
(Da, u.m.a. ou g); HBA: niimero de 4tomos recebedores de ligagdo hidrogénio; HBD: ntimero de atomos
doadores de ligagdo hidrogénio; MR: refratividade molar; n° 4tomos: nimero de dtomos que constituem a
molécula; RB, ligagdes rotaveis: nimero de ligagdo rotaveis presentes na molécula; PSA: area de superficie
polar (A?), BZD: benznidazol, NFX: nifurtimox.

Os descritores estdo apresentados em graficos de dispersdo, o que permite observar
caracteristicas do conjunto de 40 compostos planejados (figura 16). Os compostos BSF-15,
BSF-25 e BSF-31 apresentaram valor de PSA fora do limite de
140 A2, porém estes compostos nio excedem o valor de 12 na soma de HBA e HBD, sendo
ainda considerado dentro dos limites dos parametros ideais em moléculas com boa
biodisponibilidade (VEBER et al., 2002). O composto BSF-39 teve valor de ClogP
limitrofe, porém decidiu-se continuar os estudos com este composto, pois este foi planejado
com objetivo de otimizar a atividade baseado nos dados de atividade bioldgica das
estruturas previamente sintetizadas. O composto BSF-40 também apresentou valor
limitrofe de RB, seguindo-se o mesmo atributo do composto BSF-39 para continuidade dos
ensaios. Estudos mostram que a ROS5 apresenta ressalvas, uma delas ¢ o valor de ClogP,
pois ha muitas variagdes no calculo desta propriedade, o que pode influenciar na selecao
de estruturas. Outro aspecto ¢ que a ROS5 se baseia nos valores de percentil 90 da
distribui¢do dos descritores aplicada apenas por absor¢do por difusdo passiva em

membrana, desconsiderando compostos que possam ter absor¢ao ativa por transportador
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(LEESON, 2012; LEESON, SPRINGTHORPE, 2007). Apesar das consideracdes e
ressalvas na utilizacdo da ROS, esta ferramenta ¢ utilizada como auxilio no planejamento

de compostos.

Figura 16. Graficos de dispersio dos principais descritores utilizados no
planejamento da série de 40 compostos. ClogP: logaritmo do coeficiente de parti¢ao
calculado pelo método ponderado, considerando pesos iguais aos métodos
VISWANADHAN et al., 1989, KLOPMAN et al, 1993 e banco de dados
PHYSPROP®; MM: massa molar (Da, u.m.a. ou g); HBA: niimero de 4tomos
recebedores de ligagao hidrogénio; HBD: numero de atomos doadores de ligagcao
hidrogénio; MR: refratividade molar; n°® &tomos: numero de atomos que constituem a
molécula; ligacdes rotaveis: nimero de ligagdo rotaveis presentes na molécula; PSA:
area de superficie polar (A?). Descritores calculados no programa Marvin Beans
versao 5.0.4.1, ChemAxon. Linha pontilhada representa valores limites indicados na
“Regra dos 5, postulada por Lipinski (LIPINSKI, 2004, LIPINSKI ef al., 1997).
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6.2 Obtenc¢ao dos compostos derivados do S-nitrofurano

Para obten¢ao dos compostos nitrofuranicos a rota sintética foi constituida de duas
etapas, o que viabiliza o aumento de escala para obtengdo de maior quantidade de
composto, devido rendimento ser mais expressivo com a redugdo de etapas sintéticas
(PALACE-BERL, 2012, JORGE, 2011). As etapas sintéticas utilizadas foram direcionadas
para obtencao dos intermediarios hidrazidicos, envolvendo mecanismo de esterificacao de
Fisher seguido de hidrazindlise, e a etapa de adicdo nucleofilica para obteng¢do dos

compostos de interesse, derivados do 5-nitrofurano.
6.2.1 Obtencao e identificacdo das hidrazidas substituidas

As hidrazidas substituidas foram obtidas por caminho sintético envolvendo a reagao
de esterificagdo seguida da hidrazinolise, sem o isolamento dos respectivos ésteres
intermediarios, como descrito em literatura (PALACE-BERL, 2012, JORGE et al.,2011,
JORGE, 2011). Neste procedimento a reagao de hidrazinolise tem como facilitador o
alcool, proveniente da esterificacdo, mantendo o éster soluvel, e, associado ao meio acido,
favorecem a protonacdo do carbono carbonilico do éster, tornando-o mais susceptivel ao
ataque nucleofilico pela hidrazina, promovendo a hidrazindlise e, consequentemente, a

formacao das hidrazidas (MORRISON, BOYD, 1994).

O mecanismo da esterificacdo de Fischer, figura 17, inicia-se pela protonacao do
oxigénio carbonilico do acido carboxilico (I). Este proton ¢ proveniente da transferéncia
do metanol (A), o qual se apresenta protonado devido ao meio reacional dcido. Em seguida
ocorre ataque nucleofilico do metanol (B) no carbono carbonilico do intermediario
protonado (I-a). Apds este ataque, o intermediario formado (I-b) perde um proton
formando intermediario tetraé¢drico neutro (I-c¢). Posteriormente este intermediario sofre
protonacdo em uma de suas hidroxilas, desencadeando a perda de uma molécula de agua
(I-d). Por fim, ocorre a perda de um proton deste intermediario (I-e) obtendo-se assim o
éster (I/IT) (SOLOMONS, FRYHLE, 2004, MARCH, 2001, CAREY, SUNDBERG,
2000).
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Figura 17. Mecanismo de esterificacao de Fischer (adaptado de MARCH, 2001).
R: grupos alquila, cicloalquila, fenila e heterociclicos.

A reacdo de esterificagdo de Fischer ¢ caracterizada por ser reversivel e o acido
catalisa tanto a reagdo direta, a formagao de éster, como a reagdo inversa, que consiste na
hidrdlise do éster formado. Assim, quando o equilibrio ¢ atingido, permanece no meio
reacional uma consideravel quantidade dos reagentes (SOLOMONS, FRYHLE, 2004).
Para deslocar o equilibrio no sentido da formag¢ao dos produtos, pode-se remover um dos
produtos ou utilizar excesso de um dos reagentes. Levando-se em consideragdo estas
condigdes, optou-se pela utilizagdo de excesso de metanol, por ter baixo custo, além de ser
favoravel a reacdo subsequente, a hidrazinolise (MARCH, 2001, CAREY, SUNDBERG,
2000).

A hidrazindlise, segunda etapa da rota sintética dos compostos, consiste em reacao
de substituicao nucleofilica por adi¢ao-eliminacao, figura 18. Esta rea¢dao ocorre quando o
carbono carbonilico do éster (I/II), deficiente em elétrons, sofre ataque nucleofilico da
hidrazina (A), formando intermediario instavel (I/Il-a), que resulta no intermediario (I/I1-
b). Este ¢ dissociado, (I/II-¢), ocorrendo eliminagdo de alcoxila (B) obtendo-se assim a
hidrazida (II) (SOLOMONS, FRYHLE, 2004, MARCH, 2001, CAREY, SUNDBERG,
2000).
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Figura 18. Mecanismo de reacio de hidrazinédlise (adaptado de MARCH, 2001).
R: grupos alquila, cicloalquila, fenila e heterociclicos.

As hidrazidas substituidas foram identificadas por meio da faixa de fusdo
determinada experimentalmente e comparada com dados da literatura, sendo verificado que
para todas as hidrazidas o intervalo da faixa de fusdo foi estreito e compativel com o da
literatura, o que indica pureza destes intermediarios. O rendimento encontrado nesta etapa
apresentou para o intermediario II-26 menor rendimento, 57 %, e para o II-33 e I1-35,
maior rendimento, ambos com 98 %. Os dados experimentais referentes a esta etapa
sintética estdo descritos na tabela 4. Os intermediarios hidrazidicos 11-1, 2, 4, 5, 7,9, 15 e
20 foram obtidos comercialmente (Sigma - Aldrich Chemical Company, Inc) com pureza
entre 97 e 99 %, exceto a hidrazida correspondente ao composto BSF-20, que foi adquirida
com pureza de 80 % e purificada por recristalizacdo de acetato de etila PA (Labsynth
Produtos Quimicos para Laboratorio) para evitar impurezas interferentes na proxima etapa
sintética. Observou-se que a hidrazida comercial do composto BSF-2 (97 % de pureza)
apresentou mudanca de coloragdo, verificando-se também mudanca na faixa de fusdo de
108-109 °C para 109-112 °C. Desta forma também se procedeu a purificagdo por
recristalizacdo de acetato de etila PA sob aquecimento a 70 °C e resfriamento em
temperatura ambiente, seguido de armazenamente a -6 °C até formacdo dos cristais. Nas

figuras 19 e 20 encontram-se os espectros de RMN de 'H e °C das hidrazidas purificadas.
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Figura 20. Espectro de RMN de 'H e '3C do intermediario hidrazidico do
composto BSF-2 purificado (300 MHz / 75 MHz / DMSO-ds/ TMS).
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Tabela 4. Dados experimentais das hidrazidas intermediarias: rendimento,
faixa de fusao e massa molar
(o]
)J\ -NH,
A
Compostos Rendimento Faixa de fusao Massa
an m %) O molar
Exp. Lit.? Exp. Lit.» (©
BSF-1 — E 90 b 58-68 74,08
BSF-2 el > o8 » 108-110 99,09
BSF-3  ~_~_* 96 98 76-77 76-78 130,19
BSF-4 - E > 98 » 44-47 104,11
BsF-s () b og 7779 12611
BSF-6 O 70 76 13-115 117-118 128,17
BSF-7 o] b g b 3942 132,16
BSF-8 @i 95 88° 112-113  113-117¢ 136,15
BSF-9 > > 98 P 136139 142,18
BsF-10 ()| 75 78 153-155  158-159 142,20
BSF-11 ®§ 8% 78 9899 99-100 150,18
BSF-12 [ 1 7368 16-117  116-117 150,18
BSF-13 )| 2 56 115116 114-116¢ 150,18
BSF-14 Hzn@g 84 694 228230 225-227¢ 151,17
BSF-15 mk\ﬁ; 297 > 143-145 158,18
)
BSF-16 = )| 81 90 197-198  195-197 161,16
BSF-17 ()| 80 = 119-118 16420
BSF-18 o )| 93 900 137-139  136-140° 166,18
BSF-19 o )| g5 g5 164-165 164-165¢ 170,60
BSF-20 AN 80 b 87-89 158,24
BSF-21 >—@§ 75 75 8283  87-90 178,23
BSF22 /) o1 71 86-88  86-87 178,23
\
BSF-23 /N@g 69 36 173-174  170-171 179,22
BSF-24 o )| 90 9 9294 9193 180,20
o,N
BSF-25 O 8 80 153-154  153-154 181,15

(cont.)
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Tabela 4. Dados experimentais das hidrazidas intermediarias: rendimento,
faixa de fusdao e massa molar (cont.)

Rendimento Faixa de fusao
Co t o Massa
mpostos (n %) ( C) molar
an Exp. Lit.? Exp. Lit.? (g
BSF-26 E“ 57 7 147-148  147-148 186,21
N
BSF27 (T 97 82 7970 7476 192,26
BSF-28 W§ 86 78 126-127  127-128 192,26
BSF-29 Ho Q | 95 20 111-113  110-113 19423
—0
BSF-30 O§ g4 79 143-144  145-146 196,20
(e}
BSF-31 H,N-& 62 58 230231 226228 21523
3O
F F
F
BSF-32 bi 92 83 108-109  110-111 204,15
BSF-33 _ﬂ“"{%i 98 69 137-138  140-141  207.27

BSF-34 f°O§ 90 20 109-110  111-113 208,26
BSF-35 ; 98 88 193-194  189-190 212,25

BSF-36 ©/0\© 85 78 110-111 107-108 228,25

N
BSF-37 (T 98 - 151-152 . 212,33

N
BSF-38 () o4 - 89-90 . 216,28

N
BSF39 () 97 - 98-99 . 234,34

N
BSF-40 . r 03 - 93-94 : 250,34

a: Beilstein’s Handbuch der Organischen Chemie; b: obtido comercialmente (Sigma-Aldrich);
c: Rodrigues, 2000; d: Tavares, Penna, Amaral, 1996; e: Jorge, 2011.

A benzidrazida 3-nitro (-NO») substituida teve sua hidrazinolise realizada em banho
de gelo, devido a caracteristica redutora do hidrato de hidrazina frente a grupos nitro
aromaticos, reduzindo-os a grupo amino, como ja evidenciado em trabalhos anteriores

(PALACE-BERL, 2012, JORGE, 2011, CAIL, ZHOU,YUE, 2009, CAl et al., 2007).
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6.2.2 Obtencao e identificacao dos derivados do 5-nitrofurano

A sintese dos compostos planejados (III) consistiu na obtengao de bases de Schiff
(MORRISON, BOYD, 1994) a  partir de  compostos  carbonilicos,
S-nitro-2-furfuraldeido, e aminas, hidrazida substituida, envolvendo reag¢do de adicdo
nucleofilica (MARCH, 2001, CAREY, SUNDBERG, 2000, MORRISON, BOYD, 1994),
figura 21.

II-a II-b II-c

AR ANV
0, + C=N—R c=N+ + .o
HT Ny R,/ / \\H/- \

1 11d

Figura 21. Mecanismo de reacido de obtencio de bases de Schiff (adaptado de
MARCH, 2001). R: amida substituida com grupos alquila, cicloalquila, fenila e
heterociclicos; R’: hidrogénio; R”: 5-nitro-2-furano.

Nesta reagdo ocorre, primeiramente, ataque nucleofilico da amina primaria (II),
proveniente da hidrazida, no carbono carbonilico deficiente em elétrons, proveniente do -
nitro-2-furaldeido (A). Em seguida os intermediarios hemiaminal N-protonado tetraédrico
(IT-a e II-b) com a a transferéncia rapida do préton do nitrogénio positivo para o oxigénio,
resulta na liberacdo de uma molécula de agua (II-c). A reacdo se completa com a
desprotonacao do intermediario imina (II-d), obtendo-se sua forma neutra (III)
correspondente aos com postos de interesse derivados do 5-nitrofurano. (MARCH, 2001,

CAREY, SUNDBERG, 2000).

Neste mecanismo de adi¢ao nucleofilica o meio reacional utilizado para a obtengao
da maioria dos compostos da série foi a mistura de acidos (agua, acido sulfurico PA, acido
acético PA e alcool metilico PA na propor¢ao 8:7:8:20 v/v, respectivamente), o qual deve
estar suficientemente acido para que ocorra a protonagdo do composto carbonilico, sem
permitir decréscimo da concentracdo de composto nitrogenado livre (TAVARES et al,

1998, TAVARES, PENNA, AMARAL, 1996, EL-OBEID, ELNIMA, AL-BADR, 1984).
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Assim, se 0 meio reacional apresentar acidez elevada, a amina pode se converter em sua
forma protonada, perdendo sua capacidade nucleofilica e consequentemente reduzindo a

velocidade da reacdo (MORRISON, BOYD, 1994).

A sintese dos compostos BSF-1, BSF-2, BSF-3, BSF-4, BSF-5, BSF-6, BSF-7, BSF-
10, BSF-20 e BSF-37 derivados do 5-nitrofurano (III) foi realizada por outra metodologia
sintética, em que as hidrazidas (Il) e 5-nitro-2-furfuraldeido foram dissolvidos em etanol
em temperatura ambiente sob agitacdo constante at¢ a formacdo de solido amorfo,
evidenciado por RMN e faixa de fusdo a formagdo dos compostos de interesse (COSTA et
al., 2012). Esta metodologia sintética foi adotada pois observou-se que compostos com
grupos substituintes alquila e cicloalquila apresentaram dificuldades sintéticas, pela
metodologia usada como rotina. Desta forma, o isolamento destes compostos em meio
reacional com mistura de acidos foi prejudicado, pois este meio possui agua e estes
compostos tém carater hidrofilico. Outro aspecto ¢ que o meio reacional acido, utilizado
para os demais compostos, pode ocasionar perda de carater nucleofilico da por¢ao amidica
destas hidrazidas com substituintes doadores de elétrons, devido sua maior facilidade de
protonagdo neste meio em relacdo a grupos com cardter recebedor de elétrons
(SOLOMONS, FRYHLE, 2004, MORRISON, BOYD, 1994). Esta metodologia foi
utilizada de forma comparativa com a metodologia de mistura de acidos para os compostos
BSF-8, BSF-26 e BSF-35. Nao foi observada diferencas grandes no rendimento entre as
duas metodologias sintéticas para estes compostos: BSF-8 — 91 % e 92 %; BSF-26 — 93 %
e 93 %; BSF-35-92 % e 91 % para a metodologia de mistura de &cidos e a metodologia
em etanol a temperatura ambiente, respectivamente. Observou-se que a metodologia
utilizando etanol obteve-se produtos mais puros, com faixas de fusdo mais estreitas antes

da etapa de purificacdo por recristalizacao.

Os compostos derivados do 5-nitrofurano (III) foram identificados, primeiramente,
pela faixa de fusdo determinada experimentalmente e comparada com dados da literatura,
sendo verificado que, para todos os compostos, o intervalo de faixa de fusdo foi estreito, o
que indica pureza destes compostos. O rendimento encontrado nesta etapa ficou entre 65 e

98 %. Os dados experimentais referente a esta etapa sintética estdo descritos na tabela 5.
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Tabela 5. Dados experimentais dos derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos:

rendimento, faixa de fusdo e massa molar.

(o] ’ \
E)LN,NYQNQ
H
H

Rendimento Faixa de fusao Massa
Compostos m %) (°O) molar
Exp. Lit. Exp. Lit. ()

BSF-1 O 78 90 251252 249250 197,15
BSF-2 el 78 80 201-202  207-208 222,16
BSF-3 _~_~_* 93 - 152-154 - 222,28
BSF-4 o 87 - 183-185 ; 227,17
BsF-s () %2 - 249-250 : 249,18
BSF-6 -1 70 . 206-207 - 251,24
BSF-7  —-o-| 65 - 177-178 ; 255,23
BSF8 ()| 91 86 201212 2142158 25922
BSF-9 [ 92 8 114-115  128-129 265,25
BSF-10 ()| 84 - 202-203 ] 265,27
BSF-11 %}% 80 88 200-201 - 273,24
BSF-12 [ ) - o - 195-196 : 273,24
BSF-13  —( )| 9% 95 230231 233-235 273,07
BSF-14  HN— )| 83 50 280-282  280-283 27423
BSF-15 g§ | 98 - 245-248 ; 281,25
BSF-16 N=—( )| 89 88 217220 217-220 284,23
BSF-17 ()| 88 92 249250 250-252¢ 28727
BSF-18 o )| 95 93¢ 246247 241243 28924
BSF-19 o )| 79 90 228-229 225227 293,66
BSF-20 A 75 - 140-141 ; 295,33
BSF-21 >—@§ 98 - 268-269 - 301,11
BsF22 /)] 85 89 244-245 442243 30130
BSF-23 N~ )| 8 97" 255.257  257-259% 302,29
BSF-24 o )| 97 or 208-230  229-230° 30327
BSF-25 ozb; g1 83¢ 225-227 - 304,22
BSF-26 A 93 - 249-250 ; 30,28

(Cont.)
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Tabela 5. Dados experimentais dos derivados S-nitro-2-furfurilidénicos:
rendimento, faixa de fusdo e massa molar (cont.)

Rendimento Faixa de fusao Massa
Compostos m %) O molar
Exp. Lit? Exp. Lit.? (g
N

BSF-27 %\*@/ 97 87 198-199 203-204 315,32

BSF-28 W§ 88 92 304-305 306-308 315,32

BSF-29 \_\o < > ; 97 88 204-205 198-200 317,30
—O

BSF-30 O§ 88 - 216218 : 319,27
o

BSF-31 H,N-$ 85 83° 269-270 270-271° 323,28

w O

BSF-32 Fbi 83 86 217-218 _ 327.22

BSF-33 H"@i 82 - 210-215 - 330,34

BSF-34 foO% 97 62° 204-205 193-195 331,32

BsF-35 () )| 2 - 239-240 ; 33531
BSF-36 @(°© 87 - 197-198 - 351,09

\

BSF-37 w 93 ] 169-170 ] 335,40
by

BSF-38 [T %4 - 200-201 . 329,35
SN

BSF-39 Mﬂj 95 ] 178-179 ] 357,40

Jij \ 95 172-173 373,40

BSF'40 /kj;o - - - ’
nifuroxazida 98 83° 293-294 298 275,05

Exp.: dados obtidos experimentalmente; Lit.: dados coletados de literatura; a: Beilstein’s
Handbuch der Organischen Chemie; b: Tavares, Penna, Amaral, 1996; ¢: Rando et al., 2008;
d: Rodrigues, 2000; e: Zorzi et al., 2014. Valores ndo encontrados na literatura (-). Compostos
5, 16, 20, 25, 27 e 30 ndo possuem numero CAS registrado.

Em sequéncia, na tabela 6, estio demonstrados os rendimentos parciais e totais
obtidos na preparacdo dos intermedidrios e dos compostos II. Observou-se que o
rendimento alto na maioria dos compostos foi favorecido pela obtencao das hidrazidas com
redu¢do de uma etapa sintética (PALACE-BERL, 2012, JORGE, 2011). O rendimento total
encontrado ficou entre 49 e 96 %. Os compostos BSF-26 e BSF-31 foram os que

apresentaram menor rendimento total, e o de maior rendimento foi o farmaco NF 96 %.
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Tabela 6. Rendimentos parciais e totais da etapa de preparaciao de
derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos

0] I \
\)J\N,N\W/((}\N%
H H

Rendimento (n %)

Compostos
Hidrazida N-acilidrazona  Total?
BSF-1 —i b 78 -
BSF-2 e\ b 78 ;
BSF-3 _~_~_\ 96 93 89
BSF-4 N b 87 -
BsF-s (D) b 92 .
BSF-6 O 70 70 49
BSF-7  —o-| b 65 .
BSF-8 )l 95 91 86
BSF-9 [ b 92 .
BSF-10 ()| 75 84 63
BSF-11 @g 86 80 69
BSF-12 [ 73 91 66
BSF-13 ()| 82 95 78
BSF-14 HZN@§ 84 83 70
BSF-15 ,'IJSH b 98 -
BSF-16  v=—( )| 81 89 72
BSF-17 ()| . 88 ;
BSF-18  o—( )| 93 95 88
BSF-19  o—( )| 85 79 67
BSF-20 A b 75 .
BSF-21 )< )| 75 98 74
BsF22 /G )] 91 85 77
BSF-23 N )| 69 82 57

(cont.)
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Tabela 6. Rendimentos parciais e totais da etapa de preparacao de
derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos (cont.).

Rendimento (q %)

Compostos
Hidrazida N-acilidrazona Total?
BSF-24  0-( )| 90 97 87
O,N

BSF-25 ®§ 82 81 66

BSF-26 X“ 57 93 53
BSF-27 (T , 97 97 94

BSF-28 < )| 86 88 76
BSF-29 HOQE 95 97 92

BSF-30 @% 84 88 74
(o]
BSF-31 wn-3— )| 62 85 53

O F
BSF-32 Fb% 92 83 76
BSF-33 _/J"@i 98 82 80

BSF-34 f°O§ 90 97 87
BsF-35 () )| 98 92 90

(o}
BSF-36 @ @ 85 87 74

\

BSF-37 [T 98 93 91
\

BSF-38 [ 94 94 88
\

BSF39 () 97 95 92

A\
BSFA) r 93 95 88

nifuroxazida 98 98 96

a:n % total = (N % hidrazida x n % N-acilidrazona) / 10?
b: obtido comercialmente (Sigma-Aldrich); c: Jorge, 2011.

A sintese do composto-prototipo NF segue o mesmo protocolo de obtengao dos
derivados planejados, sendo que seu composto intermediario hidrazidico, foi obtido
comercialmente. Assim, foi realizada apenas a etapa sintética para adi¢ao nucleofilica para

obtencdo da base de Schiff. O rendimento sintético de 96 % comparado com literatura no
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valor de 88 % (TAVARES, PENNA, AMARAL, 1996), foi bastante satisfatorio. Sua
identificacdo inicial foi a determinagdo da faixa de fusdo, estando a experimental situada
na faixa entre 293-294 °C ¢ a encontrada em literatura 298 °C (MERCK, 1996),
apresentando-se proxima e com intervalo da faixa estreito. A confirmagdo da pureza dos
compostos por analise elementar foi determinada pela composicdo centesimal dos
principais atomos constituintes da molécula, carbono (C), hidrogénio (H) e nitrogénio (N)

e estdo apresentados na tabela 7.

Foram realizadas também a espectrometria de RMN 'H e RMN '3C, apresentando
correspondéncia dos sinais a estrutura quimica deste farmaco, sendo estes dados
apresentados nas tabelas 8 € 9 e os espectros obtidos no anexo 2 "Espectros de RMN 'H e

RMN '3C do composto-prototipo nifuroxazida".

Tabela 7. Dados da analise elementar dos derivados do 5-nitrofurano

Formula Massa % C % H % N
Comp. molar

molecular (o) "Exp. Cale. A Exp. Cale. A Exp. Cale. A

BSF-1 C7H7N304 197,15 42,77 42,65 0,12 3,56 3,58 0,02 21,57 21,31 0,26
BSF-2 CsHeN4O4 222,16 43,64 43,25 0,39 2,37 2,72 0,35 25,04 25,22 0,18
BSF-3  CipHisN>O, 22228 64,61 64,84 0,23 8,56 8,16 0,40 12,84 12,60 0,24
BSF-4 CsHoN;Os 227,17 42,32 42,30 0,02 3,79 3,99 0,20 18,27 18,50 0,23
BSF-5 CioH7N;0s 249,18 48,25 48,20 0,05 2,83 2,83 0,00 16,62 16,86 0,24
BSF-6  CiHisN;O4 251,24 52,34 52,29 0,05 5,04 522 0,18 16,78 16,73 0,05
BSF-7  CioHiN;O4 239,23 50,76 50,21 0,55 5,52 5,48 0,04 17,94 17,56 0,38
BSF-8 C2HoN3O4 259,06 55,33 55,60 0,27 3,60 3,50 0,10 16,08 16,21 0,13
BSF-9 CioH/N;O04S 265,25 45,16 4528 0,12 2,74 2,66 0,08 15,72 15,84 0,12
BSF-10 CioHisN3Os 265,27 54,51 54,33 0,18 5,68 5,70 0,02 1596 15,84 0,12
BSF-11  Ci3HiuN;O, 273,24 57,32 57,14 0,18 3,97 4,06 0,09 1553 1538 0,15
BSF-12  Ci3sHiuN;O, 273,24 57,46 57,14 0,32 4,07 4,06 0,01 15,52 1538 0,14
BSF-13 CisHiNsOs 273,24 57,52 57,14 0,38 4,41 4,06 035 1535 15,38 0,03
BSF-14 CioHioN4Os 274,23 52,19 52,56 0,37 3,53 3,68 0,15 20,10 20,43 0,33
BSF-15  CoH;NsO4S 281,25 38,63 38,43 0,20 2,80 2,51 0,29 24,55 24,90 0,35
BSF-16  Ci:HsN4Os4 284,05 54,52 5493 041 3,08 2,84 0,24 19,39 19,71 0,32
BSF-17 CisHisN3Os 287,27 58,54 58,53 0,01 4,52 456 0,04 14,66 14,63 0,03
BSF-18 CisHilN:Os 289,24 53,57 53,98 0,41 3,80 3,83 0,03 14,15 14,53 0,38
BSF-19 CpHsCIN;O4 293,02 48,95 49,08 0,13 2,82 2,75 0,07 14,18 14,31 0,13
BSF-20 CisHxaN3Os4 295,15 56,90 56,94 0,04 6,77 7,17 0,40 14,57 14,23 0,34

(cont.)
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Tabela 7. Dados da analise elementar dos derivados do S-nitrofurano (cont.)

Formula — assa % C % H %N

Comp. lecul molar
mofecular (2) Exp. Cale. A Exp. Cale. A Exp. Cale. A

BSF-21 C;sHisN;O;, 301,30 59,58 59,79 0,21 4,86 5,02 0,16 13,93 13,95 0,02
BSF-22 CisHisNsOs 301,30 59,39 59,79 0,40 5,00 5,02 0,02 13,98 13,95 0,03
BSF-23  CisHuNisOs 302,29 55,85 55,63 0,22 4,58 4,67 0,09 18,58 18,53 0,05
BSF-24 Ci;Hi3sN;Os 303,27 55,14 55,45 031 4,18 432 0,14 13,64 13,86 0,22
BSF-25  CipHsN4sOs 304,22 47,38 47,38 0,00 2,80 2,65 0,15 18,22 18,42 0,20
BSF-26 CisHiiN;O4 309,07 62,47 62,14 033 3,70 3,58 0,12 13,49 13,59 0,10
BSF-27 CisHi7N;O, 315,32 60,61 60,94 033 5,41 543 0,02 13,32 13,33 0,01
BSF-28 CisHi7N;Os 315,32 60,56 60,94 0,38 5,72 543 0,29 13,34 13,33 0,01
BSF-29 C;sHisN;Os 317,30 56,48 56,78 0,30 4,78 4,76 0,02 13,60 13,24 0,36
BSF-30 Ci:HisN;Ogs 319,27 52,26 52,67 0,41 4,18 4,10 0,08 13,54 13,16 0,38
BSF-31 CipHioNsOsS 338,30 42,37 42,60 0,23 2,97 298 0,01 16,48 16,56 0,08
BSF-32 Ci3HsFsN;O4 327,05 47,53 47,72 0,19 2,49 246 0,03 12,96 12,84 0,12
BSF-33 CisHisN4sOs 330,13 58,06 58,17 0,11 5,46 549 0,03 16,94 16,96 0,02
BSF-34 Ci¢Hi7N;Os 331,12 52,66 52,37 0,29 3,37 3,30 0,07 14,87 15,27 0,40
BSF-35 CisHisN;O, 33531 64,24 64,47 0,23 3,88 391 0,03 12,60 12,53 0,07
BSF-36 CigHisN;Os 351,31 61,54 61,54 0,00 3,72 3,73 0,01 12,19 11,96 0,23
BSF-37 Ci7HsN;O; 335,40 60,58 60,88 0,30 7,20 7,51 0,31 12,16 12,53 0,37
BSF-38 C7HioN;Os 329,35 61,94 62,00 0,06 5,73 5,81 0,08 12,45 12,76 0,31
BSF-39 CioHxsN;O, 357,40 63,58 63,85 0,27 6,39 6,49 0,10 11,38 11,76 0,38
BSF-40 CioHxN3;Os 373,40 60,99 61,11 0,12 596 6,21 0,25 10,87 11,25 0,25

NF CioHoN;Os 275,05 52,66 52,37 0,29 3,37 3,30 0,07 14,87 15,27 0,40

A= |experimental -calculado|

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl
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Tabela 8. Principais sinais de RMN 'H (ppm) em DMSO — ds de derivados do 5-nitrofurano

. 4
o :
A AL wo,
k‘ng/\ (o)
H 1
& H

N-H N=CH Ar-Hgy rano Ar-Hiepi) Ar, NAre Al
Compostos (s,1Hs)  (s,1Hj) (d:Hy) J @dH)d J (@HyeHi)d J  (@HpeHy) J H10-H20
d(ppm) d(pm) _ d(pm) (H) (ppm) (Hy (ppm) (Hz) 8 (ppm) (H) d (ppm) J (Hz)
BSF 1 | 11,74/11,63 8,14/7,93 7,76 3,9 7,19 3,7 - - - - HI10:2,21 2,01(s,1H)
N
BSF 2 ‘,9\10)& 12,14/12,06 8,14/7,95 7,77 3.8 7,25 3,9 - - - - H10:4,20/3,88 (s,1H)
w H10: 2,60(t, 1H) J=7,2/2,24 (t, 1H) J=7.2;
BSF3 .~ \ 11,70/11,59 8,16/7,92 7,76 3,9 7,17 42 - - - - HI1:1,58 (t, 2H)J=7,2, H12 eH13: 1,31
(s); H14: 0,88 (t, 3H) J=6,6
BSF 4 O 11,53 7,98 7,75 3,9 7,15 3,9 - - - - HI1:4,19(d, 2H) J= 6,9; H12: 1,26 (s, 3H)
13 —V4 _
N ) ) )  HI2:8,39 (s, 1H); H13:6,74 (q, 1H) J=
BSF 5 Q% 12,23 7,99 7,79 3,9 727 3.9 1.8: H14:739 (5, 1H)
N H10: 3,45 (t) J=6,9, 1H/ 2,68 (t) J="7.5
BSF 6 ! 11,71/11,57 8,19/7,93 7,76 3,8 7,19 3.8 - - - - ’ 7 ’ =
S 12@ § 1H; H11-14: 1,86-1,59 (m, 8H) - Hax./eq.
13
BSF 7 %o 11,34 7,97 7,74 3,9 7,12 3,9 - - - - HI11-13:1,49 (s, 9H)
11
14__15
BSF 8 & = 12,22 8,42 7,79 3,9 727 3.4 7,92 73 7,66-7,53 (m) - HI2-14:7,66-7,53 (m, 3H)
12 11
13 J4 . — . . —
B 12.03 201 791 39 724.720 ) ) ] _ HI14:8,00 (d) J=2.8; H12:7,90 (dd) J=
BSF 9 12(;175 ; ; ; ; 247,20 (m) 4,8, H13 e H3:7,24-7,20(m, 2H)
1 15
H10:3,09 (s) /2,24 (t) J=11,1; HI11-15:
s 11,66/11,49 8,18/7,93 7,76 3,9 7,19 3,7 - - - -
BSFI0 = | 1eenie s18m, : : ’ ’ 1,43-1,25 (m, 10H) - Hax feq.
e 14 15
BSF11 - )| 12,18 8,41 7,79 3,9 7,26 3,7 7,72 (t) 5 Hi2e13:744 49  HI16:2,40 (s, 3H)

12 11

Deslocamentos quimicos (8) emppme constantes de acoplamento (/) em Hz Sinais em: s: singleto; d: dupleto, dd: duplo dupleto; t: tripleto; mmultipleto; Ar: anéis aromaticos; NAr: anéis ndo aromaticos; Al grupos alifaticos.



Tabela 8. Principais sinais de RMN 'H (ppm) em DMSO — ds de derivados do 5-nitrofurano (cont.)

0 + 4
7 | \s
2 NO
%N’N\f/@ z
H 1
8 H

N-H N=CH Ar-Hyyrano Ar-Hyenii Ar, NAre Al
Compostos (,1Hg)  (1H)  (Hy)  J (@H)d J (dHpyeHis)d J  (@HpeHy)  J 5 (H‘Ig)'ljz(oﬂz)
d(ppm) S(ppm)  d(ppm) (H) (ppm) (Hp) (ppm) (Hz) 3 (ppm) (H2) PP
12
1 5 _ . _ . .
BSF 12 ’\ 11,97/11,78 8,22/7,95 7,78 3,9 7,32-7.22 (m) 7,32-7,22 (m) 7,32-7,22 (m) HII-15 e H3:7,32-7,22 (m, 6H); H16:3,97,
12 e " 3,61 (S, ZH)
14 15
BSF13  "“{ )=l 12,15 8,40 7,75 39 722 39 7,83 8,1 7,33 8,0 HI16:2,37 (s, 3H)
12 11
1o 14 15
BSF14 N )] 11,86 8,38 7,78 3,9 72 3,9 7,69 8,7 6.64 84  HI16:5,74 (s, 2H - NHy)
12 11
15
BSF 15 ""ﬂ,@},; 12,75 8,09 7,80 3,8 7,36 3,8 - - - - HI16:2,96 (s, 3H)
s
14_15
BSF16 N2 )| 12,40 8,41 7,79 33 731 ) 8,06 - 8,06 - -
12 11
14___ 15
BSF 17 %@ﬂ 12,15 8,41 7,79 39 726 38 7,85 8,1 7,39 8,1  HI6:2,69 (q, 2H) J=6,0; H17: 1,22 (s, 3H)
17 12 11
1415
BSF 18 /’o@g 11,92 8,44 7,71 3,9 7,18 3,9 7,92 8,4 7,06 8,4 H16:3,85 (s, 3H)
17 12 11
14 15
BSF 19 c.@;g 12,30 8,43 7,77 39 727 34 7.97 8.3 7.61 8.5 )
12 11
BSF20 U RUAUN 11,69/11,59 8,16/7,92 7,76 39 717 40 - - - . HI10:2,62-2,58,2,27-2,22 (2H); HI2-HI6:
h A 1,28 (9H); H17: 0,86 (3H)
18 1415
BSF 21 1>—m®gi 12,16 8,43 7,78 39 726 38 7,87 8,1 7,41 g1 H17:3,02-2.91 (m, 1H); HI6: 1,25 (5, 3H);

16 12 11

HI8: 1,23 (s, 3H);

Deslocamentos quimicos (8) emppme constantes de acoplamento (/) em Hz Sinais em: s: singleto; d: dupleto, dd: duplo dupleto; t: tripleto; mmultipleto; Ar: anéis aromaticos; NAr: anéis ndo aromaticos; Al grupos alifaticos.
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Tabela 8. Principais sinais de RMN 'H (ppm) em DMSO — ds de derivados do 5-nitrofurano (cont.)

0 s
PN
"’HKSN’\ (0]
H 1
8 H

N-H N=CH Ar-Hyyrano Ar-Hgenin Ar, NAre Al
Compostos s 1Hy)  (51H)  (@GH)  J (@H)d J (dHpeHi)d J  (@HpeHy)  J 5 (H‘n‘:)";z("Hz)
S(ppm) S(pm)  S(pm) (H)  (ppm) (Ho) (ppm) (Hz) 3 (ppm) (Hz) PP
14 15
H16:2,63 (t, 2H) J=7.2; H17: 1,66-159 (m,
e . 12,16 8,42 7,79 3.9 726 3.9 7,85 8,1 7,36 8,2
BSF22 JA )7 | , : , : , , , : ; “ 2H); HI8:0,91 (s, 3H)
17, 14 15
BSF23 N )7l 11,93 8,40 7,78 3.9 721 3.9 7,83 8.9 6,76 9,0  HI6, H17:3,01 (s, 6H)
16 12 11
14 15
BSF 24 _/o - )=l 191 8,45 7,72 3.9 7,19 3,9 791 8,6 7,05 g7 H16:4.16(q 2H) JJ__g’z’ HI7:1,35 (4 3H)
17 12 11 e
016
2!
BSF 25 O 12,50 8,75 7,80 38 731 2,9  HILLI3,15:848-8,36 (m) HI2:7.87 () HI2:7,9 -
12 111.
T BN H198,55 (s, 1H); H11, H12, H14 ¢ H17:
1€
BSF 26 OO 12,20 8,49 7,72 3.9 7,22 3.9 - - - - 8,08-7,99 (m, 4H); H15, H16: 7,65-7,62 (m,
15 13 11
M 2H)
Ns e e H16:2,66 (t, 2H) J=7,5; H17:1,63-1,53 (m,’
BSF 27 N 12,17 8,44 7,78 39 7,26 3.6 7,86 8,1 7,36 7.8 2H); H18:1,38-1,25 (m, 2H); H19: 0,91 (t,
12 11 3H), J=7,2
15 14_15
BSF 28 %—@% 12,16 8,43 7,79 39 7,26 38 7,87 8.2 7,56 82  HI17-19:1,32 (s, 9H)
17 12 11
19 \18 14_15
\e_ HI17:4,01 (t, 2H) J=6,6; H18: 1,82-1,73
BSF2 S 12,07 8,67 8,11 42 7,55 42 7,88 8,6 7,06 8,7 N > oD
SF29 W ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ " (m, 2H); H19: 1,06-0,97 (m, 3H)
v 12 11
14 15
168 H15:7,58 (dd); HI15:8,4; ) ) )
12,06 8,42 7,71 39 7,18 39 HI2:7,08  HI2:8,4 HI16, HI7:3,85 (s, 3H)/ 3,31 (s, 3H
BSF 30 o )=l . ; , , , , HILL753  HIL L9 7, X . H17:3,85 (s, 3H)/ 3,31 (s, 3H)

12 11
Deslocamentos quimicos (3) emppm e constantes de acoplamento (J) em Hz. Sinais em: s: singleto; d: dupleto, dd: duplo dupleto; t: tripleto; m:multipleto; Ar: anéis aromaticos; NAr: anéis ndo aromaticos; Al: grupos alifaticos.




Tabela 8. Principais sinais de RMN 'H (ppm) em DMSO — ds de derivados do 5-nitrofurano (cont.)

. 4
o 3
7 ]\5
z NO
How

N-H N=CH Ar'Hfurano Ar_ernil AI', NAre Al
H10-H20
Compostos (s,1Hg)  (s,1H) (4,H,) J @H)3s J (dHpeHi)d J  (@HpeHy)  J 5 (ppm) J (H2)
d(pm) S(pm)  S(ppm) (H)  (ppm)  (Hz) (ppm) (H2) 3 (ppm) (Hz) PP
14 15
17 1
BSF 31 HzN,;'ﬁ@zf 12,36 8,43 7,80 3.8 7,30 2.8 8,10 7,80 7,99 8,20 H17:7,54 (s, 2H)
12 11
F F
F 16\14 415
BSF 32 S 12,39 8,42 7,84-7,80 (42H)  7.32 ©) 8,24 (s, 2H) H12:7,84-7,80 (t, 2H) H13:8,00 (d, J=7.4)
12 11 h‘
o =X | H16: 6,38 (t, 1H); H17:3,11-3,07 (¢, 2H);
BSF33 5/ o\ /" 11,84 8,37 7,78 3,63 720 3,74 7,72 8,44 6,62 8,46  HIS:1,42-1,37 (t, 2H); H19: 1,57-1,52 (,
— 2H); H20: 0,94-0,90 (t, 3H)
8 = | H17:4,06 (t, 2H) J=6,6; H18: 1,82-1,73 (m,
BSF34 v/ ©\ _/*t 1209 8,41 7,79 3,9 7,24 3,9 7,91 8,8 7,01 8,8  2H)J=6,5; H19: 1,46 (m, 2H); H20: 0,94 (t,
17 12 11
- 3H)J=7,2
2021 1415
H17, H21 e H4:7,75- H17, H21 e H4:7,75-7,71 (m, 3H); H18
BSF M 12,08 8,47 7,21 3,9 8,02 8,4 7,82 8,3 ’ o S
SF 35 ’° ww | 7,71 (m) H19 e H207,53-7,39 (m, 3H)
Q H11:7,77 (d, 1H, J=7.8 Hz); H12, H13,
e H14:7,56-7,37 (m, 3H), H18, H20: 7,32-
” 12,14 8,30 7,70 36 7,29-7.23 - - - - =0 ’ X
BSF 36 w2 : : ’ ’ (m) 7,23 (m, 2H), H3, H17, H19, H21:7,17-
syl 6,97 (m, 4H)
12 11
H10:3,04 (t) J=12,0/2,18 (t) J=12,0;
. H11-15: 1,79 (d, 4H) J=10,5- Hax/eq.; H3,
w2 11,67/ 8,17/
BSF 37 W 1150 703 7,76 3,8 7,18 320 - - - - HI8-HI9 ax.,, H16-H17 ax./eq. 1,47-1,19
i oW ey ’ ’ (m, 11H); H19-H20: 0,95-0,84 (m, 5H) eq.

HI8, H19 ¢ H20 (CHs)

Deslocamentos quimicos (3) emppm e constantes de acoplamento (J) em Hz. Sinais em: s: singleto; d: dupleto, dd: duplo dupleto; t: tripleto; m:multipleto; Ar: anéis aromaticos; NAr: anéis ndo aromaticos; Al: grupos alifaticos.

81
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Tabela 8. Principais sinais de RMN 'H (ppm) em DMSO — ds de derivados do 5-nitrofurano (cont.)

. 4
—
Rt
S
Ho

N-H N=CH Ar-Hgyrano Ar-Heenin Ar, NAre Al
C t H10-H20
ompostos (,1Hg)  (5,1Hj) (d,Hy) J @H)d J (@HyeHs)d J  (@HpeHy J 5 (opm) J (H2)
6 (ppm) S (ppm) 3 (ppm) H  (ppm) (Hz (ppm) (Hz) o (ppm) (Hz)
N H16:2,65 (t, 2H) J=7,5; H17: 1,60 (t, 2H)
e
BSF38 7t 1215 8.41 7,79 37 7,26 33 7,84 7,7 7,36 7,9 J=6,9; HI8, H19: 1,3 (d, 4H); H20: 0,86 (t,
26 18 » " 3H) J= 6,6
W \x H16: 2,65 (t, 2H) J=7,2; H17: 1,59 (s, 2H);
BSF 39/2’\/“\/”\/@ 12,15 8,42 7,79 3,0 7,26 (s) 7,85 7,6 7,35 7,7 H18-H21: 1,28 (s, 8H); H22: 0,85 (s, 3H)
w2 e a !
4 H17:4,05 (t, 2H), J=6,3; H18: 1,78-1,71
BSF 40 420N 12,09 8,41 7,79 3.9 7,24 3,9 7,91 8,80 7,06 8,80  (m, 2H); H19-H22: 1,42-1,28 (m, 8H); H23:
21 19 17 —
2 2 18 19 » " 0,87 (t, 3H) J=69
Nifuroxazida 12,02 8,39 7,78 39 723 39 7,82 8,8 6,89 8,7 OH:10,17 (s)

Deslocamentos quimicos (8) emppme constantes de acoplamento (/) em Hz Sinais em: s: singleto; d: dupleto, dd: duplo dupleto; t: tripleto; mmultipleto; Ar: anéis aromaticos; NAr: anéis ndo aromaticos; Al grupos alifaticos.



Tabela 9. Principais sinais de RMN *C (ppm) em DMSO — ds de derivados do 5-nitrofurano

0 3=
7 | N5
2 NO
%N’NW 2
H 1
8 H

Compostos 2 3 C4 cs C6 C9 clo  ci1 c12 c13 Cl4 C15 C16-C20
133.6/ 17227/ 21.6/
0 1519 1142 1146 1517 ’ ’ ’ ; ; ; - ] ]
BSK1 % : : : ’ 1306 166,16 20,0
Ne g 1492/ 1703/ 28,6/ 1219/
SN 1528 113 1144 1512 ’ ’ > ’ ; ; ] ;
BSF2 R ’ 9 ’ 31, 1363 1063 285 1063
BSF3 AUAN 1518 1146 1148 151 BT 174703420 2440 g 218 13,8 ; -
W ww 1305 1692 315 236
BSF 4 12\/87, 151,8 1143 1146 15,6 1318 1531 - 61,0 144 ] ; ; ;
11
13 14
BSF5 ,2’0\105 151,6 1146 1151 1517 1355 1542 1463 ; 1460 1122 1160 ; ;
11
15N 1337/ 177.6/
1520 1140 1147 1516 ’ ’ - ]
BSF 6 12@;% , , , i 305 1724 B2 28 25l 256 293
12
BSF 7 12%,70— 1521 1137 1147 1519 1312 1674 803 279 279 279 ; ; -
14__15
BSF 8 13©5§ 151.8 1145 1151 1501 1355 1634 1328 1277 1285 132,01 1285 1277 ;
12 11
13 14
BsF9 | s\"’ [ 1523 1152 1159 1522 1358  159,1 1355 ; 1286 1283 1333 ; ;
11
1 15
BsF10 ()=l 1520 1140 1146 1s17 Y T2 ags 253 s 251 283 ;

130,4 172,2

12 11

Deslocamentos quimicos (3) em ppm.

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl
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Tabela 9. Principais sinais de RMN 3C (ppm) em DMSO — ds de derivados do 5-nitrofurano (cont.)

0 3
7 | Ne
2 NO
EJJ\N’N@ 2
H 1
1

Compostos C2 C3 Cc4 C5 C6 9 Clo C11 C1z2  C13  Cl4  CI5 C16-C20
1 14 15
BSF11  ( p—| 1518 1146 1151 1518 1353 1636 1353 1282 1284 1328 1379 1328 C16:20,9
12 11
= 1345/ 172,6/
13, 15
BSF 12 ©\/ 1518 1145 1150 1518 ’ 01351 1295 1283 1265 1282 129, C16:41,2
S N 130,9  167.1
14 15
BSF13 "= )zl 1519 1149 1146 1518 1351 1633 1298 1278 1290 1423 1290 1278 C16:21,0
12 11
16 14_15
BSF14 HN-( > 1526 1143 1148 1524 1335 1633 1188 1297 1127 1517 1127 1297 -
12 11
15
14
BSF 15 ’“HJ\};; 1520 1164 1144 1520 1323 03 4506 - - - 1350 150
MN-g' 160,5
11
16 14_15
BSF16 N=7 )zl 1520 1145 1145 1514 1365 1621 1365 1286 1326 1158 1326 1286 C16:118,1
12 11
14 15
BSF17 /= Jwl 1518 1151 1146 1518 1352 1634 1302 1279 1279 1484 1279 1279  Cl6:28,1;C17:152
17 12 11
14__15
BSF 18 /8@5 1522 1142 1138 151,8 1347 1624 1299 1250 1144 1634 1250 1144 C16:55,5

BSF19 Cl— 10§ 151,8 114,5 115,2 151,6 135,7 162,3 131,3 129,6 128,5 137,0 1285 129,6 -

12 11

Deslocamentos quimicos (3) em ppm.



Tabela 9. Principais sinais de RMN 3C (ppm) em DMSO — ds de derivados do 5-nitrofurano (cont.)

4

o 3
7 | N\
2 NO
"H)g\N’N\f/((}\ 2
H 1
8 H

Compostos C2 C3 Cc4 cs C6 C9 C10 C11 C12 C13 Cl4 C15 C16-C20
QBB M N 133,7/ 174,17/ 34,2/ 24,8/ U
BSF20 37 >, 7 7MIS18 0 1142 1147 1516 1305 1692  3Ls 23.9 286 28,5 28.4 31,1 C16:22,0;C17: 13,8
18 14 15
BSF21 17— 10§ 151,9 1146 1150  151,8 1352 1634 1304 1279 1264 1529 1264 1279 C16:33,4;C17,18:23,5
16 12 11
14 15
16: ; C17:23,7; C18:
BSF 22 mj—m@;i 151,9 1146 1150  151,8  135,1 1633 1302  127,8 1284 1468 1284  127,8 C16:37.0; (1:375 37, C18
17 12 11 ’
17\ 1415
BSF 23 /N@§ 1524 1144 1147 151,7 1336 1632 1186 1294 1108 152,7 110,8 1294 Cl16, 17:41,5
16 12 11
14 15
16
BSF24 0O —1 1522 1143 1142 1518 1347 1634 1249 1299 1144 1617 1144 1299 C16:63,5;C17: 14,4
17 12 11
16
O3N 4 s
BSF25 | 152,0 1145 1145 1514 1342 1613  136,5 1304 1266 1224 1478 1158
10
12 11
ST BN C18:135,5; C17:130,1;
BSF26 - 151,9 1152 1146 1518 1354  163,5 1345 1242 1281 132,0  127,7 1282 COT I
11 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ C19:128,9; C16:126,9
e =S C16:34,7; C17:32,7;
17\16 * sl . s/l
BSF 27 y 10; 151,9 1146 1149 1518 1351 1633 1302  127,8 1283 1470 1283  127,8 Cl18: 217 C10: 13.6
12 11

Deslocamentos quimicos (3) em ppm.

FBT/FCF/USP
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Tabela 9. Principais sinais de RMN 3C (ppm) em DMSO — ds de derivados do 5-nitrofurano (cont.)

o 3
)’l\ ;‘162{ \5N02
E’g‘ng’ X (0]
H 1
s H

Compostos C2 C3 C4 Cs C6 9 C10 c11 C12 C13 Cl14 C15 C16-C20
BSF 28 mg"‘—@% 151,9 1146 1150 151,9 1352 1634 1300  127,7 1253 1551 1253 1277 €16:34,7;
13 10 s s s ) s s s [l s ) > ) .
D C17,18,19:30,8
19\18 1415 . . . .
BSF29 7 661 —| 1470 1142 1142 1470 1404  161,7 1292 1304 1246 1506 1246 1298 C17'6C9139’.?;83'21’9’
12 11 ’ ’
17_
14 15
BSF30 "\, }ISLO 1145 1145 ISL8 1348 1629 1248 1213 11LL 1521 1485 1149 C16, 17:55,7
13 10
12 11
17 9 " N
BSF31 HN:ST\ )@l 1520 1145 1156 1515 1357 1624 1362 1286 1258 1470 1258 1285 -
12 11
F F
BSF 32 R | 152,0 1145 1156  151,5 1362 1620 1337  131,9 1299  128,7  132,0 1242 C16:125,7
10
12 11
12__15
N C17:42,0; C18:30,6; C19:
BSF33 ., M\ )7l 1524 1143 1148 1523 1334 1633 1183 1297 1109 15,7 1107 1296 7 T
w S 19,7; C20: 13,7
15
14 15
16
o—( )= C17:67,5; C18:30,6;
BSFszjﬁ \_/ 151,9 1142 1148  151,8 1346 1628 1245 1298 1146  161,8 1146 1298 C10: 18.6: C20: 136
15
2¢c_21 14_15 Cle6: 138,9; C18 ¢ C20:
BSF 35 15’615 —| 1519 1152 1146 1518 1355 1705 131,55 1290 1282 1432 1282 1290  128,5Cl7eC21:126)9;

18 17 12 11

C19:126,7

Deslocamentos quimicos (3) em ppm.



Tabela 9. Principais sinais de RMN 3C (ppm) em DMSO — ds de derivados do 5-nitrofurano (cont.)

o A\
)I\ ;‘1521 5N02
"\‘QN’\ (0]
H 1
8 H

Compostos 2 C3 c4 cs c6 C9 Cclo Cll CI2 CI3 Cl4 CI5 C16-C20
1 2c
e C16:156.4;
e 1323/ 169,5/ C18,20: 123.7;
(o]
BSF 36 i ISL9 1S3 M4 ISL6  To (ot 190 1267 1229 1353 1751539 Clo: 1229
= Pl C17,C21:118,6
1z 11
WL 1338/ 1773/ 431/ C16:36.7: C18:31,6: C17:
A0 ) s 5 . sl . sV, .
. 152 114 114 151
BSF372(J)Y7\4©: 52,0 0 6 BLY s 12 36a 288 3200366 319 283 8o 019:22.1, C20:13.9
16 A
5
BSF 38 N\U}m O 1146 1150 1519 1351 1633 1302 1284  127.8 1470 1278 1284 10349 CL7:30.8,CI8:
15
P T ’ ’ ’ ’ ’ ’ ‘ ’ ’ ’ *303:C19:21,9; C20: 13,8
;
] C16:35.,0, C20:31.2: C17:
BSWE 1510 1146 1150 1518 1352 1633 1302 1283 1279 1470 1278 1283 30,6, C18:28,5, C19:28.4,
21 15 17 | N C21:22,0,C22:13,8
2 20 1 GV
C17:67.8, C21:312, C18:
BSF 40 @E 1520 1146 1148 1518 1347 1618 1245 1299 1142 1600 1142 1298 28,5, C20:28.4, C19:254,
23 5 . .
A B A K C22:22.0, C23:13.9
2 20 18 @'
Nifuroxazida 1520 1146 1146 1517 1344 1611 1231 1299 1151  163,1 1151 1299 ;

Deslocamentos quimicos (3) em ppm.
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No anexo 1 "Espectros de RMN 'H e RMN 3C dos compostos ", encontram-se os
espectros dos compostos. Os compostos derivados do 5-nitrofurano em analise de RMN
apresentaram deslocamentos quimicos (0) correspondentes as estruturas quimicas
propostas. Evidencia-se a formagdao destes compostos pela presenca dos sinais
caracteristicos de RMN 'H em =12,20 ppm - 1H, singleto, referente ao hidrogénio ligado
ao nitrogénio imidico; em =8,40 ppm - 1H, singleto, hidrogénio ligado ao carbono
azometinico; ~7,20 e 7,70 ppm - dupletos correspondentes aos hidrogénios do anel
furanico apresentando cada um - 1H; dupleto em = 8,30-7,00 ppm correspondentes aos
hidrogénios do grupo fenila, apresentando 4H, para os demais substituintes foram
descritos individualmente na tabela. Na figura 22 encontram-se os espectros de RMN de
'H dos compostos BSF-8 e BSF-12, evidenciando-se os hidrogénios H8 e H6 da porcao
N-acilidrazona, caracteristicos da formacao dos compostos de interesse e a peculiaridade

da duplicidade dos deslocamentos quimicos destes mesmos hidrogénios H8 e H6.

Os sinais caracteristicos no RMN *C sdo: =132-114 ppm dos carbonos do anel
aromatico (fenila); =163-162 ppm carbono do grupo carbonilico de amida; ~136-134 ppm
carbono azometinico; =152-151 ppm carbono do anel furano ligado a por¢ao azometinica
da molécula. Os demais substituintes (alquila, cicloalquila e heterociclicos) foram
descritos individualmente na tabela. Na figura 23 encontram-se os espectros de RMN de
13C, dos compostos BSF-8 e BSF-12, evidenciando-se os carbonos C9 e C6 da por¢io N-
acilidrazona, caracteristicos da formagao dos compostos de interesse e a peculiaridade da

duplicidade dos deslocamentos quimicos para estes mesmos carbonos C9 e C6.
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H dos compostos BSF-8 ¢ BSF12 (300 MHz / DMSO-d; /
TMS). Principais deslocamentos quimicos dos hidrogénios H6 ¢ H8 que evidenciam a formacao
dos derivados do S5-nitrofurano, destacando os deslocamentos quimicos duplicados para o
composto 12.
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Figura 23. Espectro de RMN de '*C dos compostos BSF-8 ¢ BSF-12 (75 MHz / DMSO-ds/
TMS). Principais deslocamentos quimicos dos carbonos C6 e C9 que evidenciam a formacgao
dos derivados do 5-nitrofurano, destacando destacando os deslocamentos quimicos duplicados

para o composto 12.

No conjunto de compostos avaliados neste trabalho, observou-se que os
compostos BSF1, BSF-2, BSF-3, BSF-4, BSF-6, BSF-10, BSF-12 (figuras 22 e 23), BSF-
20 e BSF-37 apresentaram duplicidade de deslocamento quimico no RMN de 'H
correspondentes as posicdes H6, H8 e H10, quando existente; e para RMN °C,

duplicidade dos deslocamentos quimico em C6, C9 e C10, quando existente.
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Considerando as duplicacdes de deslocamentos quimicos, em literatura ¢
estabelecido que estruturas N- acilidrazonas podem existir como isomeros geométricos
(E/Z) em relagdo a por¢ao azometinica (HC=N) e como rotameros sobre a por¢ao amidica
(C=O-NH) (GU et al., 2012, PALLA et al., 1986, PALLA, PREDIERI, VIGNALLI, 1982).
Na figura 24 encontram-se as possiveis configuragcdes geométricas para N-acilhidrazona.
Palla e colaboradores mostraram que N-acilidrazonas derivados de aldeidos aromaticos,
neste caso o nitro-furaldeido, em solu¢do encontram-se predominantemente ou
completamente na configuracao £, devido a rotagdo impedida na ligacdo imina, o que ¢
observado na estrutura cristalografica da nifuroxazida (PALLA et al., 1986, PALLA,
PREDIERI, VIGNALI, 1982).

NO,
(@] (e} i\
I
HO H H

E,Z - nifuroxazida cristalografada
NO,

E)L %3 Vj %5 % é

NO,

Figura 24. Possiveis isomeros geométricos de N-acilidrazonas e
representacio da estrutura cristalografica da nifuroxazida.
Adaptado de GU et al., 2012.

Com objetivo de explorar se os compostos que apresentaram duplicidade de
deslocamentos quimicos sdao isdmeros geométricos ou se mantiveram a configuracao £,
Z da NF, o composto BSF-3 foi selecionado para realizar estudos de RMN bidimensionais

de efeito nuclear NOESY, HSQC ¢ HMBC.

O efeito nuclear Overhauser (Nuclear Overhauser Effect, NOE) consiste na
interacao de dipolos magnéticos de dois protons a distancia, um efeito diferente do efeito
de acoplamento, que ¢ mediado pela polarizagao das ligagcdes da molécula (KAISER,
2000). No espectro de NOESY, observam-se as correlagdes entre os atomos de hidrogénio
da molécula, similar ao espectro de correlacdo homonuclear de deslocamentos quimicos
(COSY - homonuclear correlation spectroscopy), e também as interacdoes (NOE) entre
dtomos de hidrogénio com distincia interatdmica entre 2,5 ¢ 5 A (PAVIA, 2009,

SILVERSTEIN, BASSLER, MORRIL, 2007). Observa-se que para o composto BSF-3
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apresentou efeito Overhauser entre os H3, H6 e H4, assim como entre o H6 e HS ¢ entre
o H8 e HI10. Houve efeito Overhauser entre os hidrogénios da porcdo alifatica da
molécula, porém o que nos direciona para a analise das configuragdes E/Z foram os
hidrogénios mencionados, os quais indicam a mesma configuracao da NF (£, Z), como

ilustrado na figura 25.

Figura 25. Espectro de efeito nuclear Overhauser (NOESY-2D) do composto BSF-
3 (500 MHz / DMSO-ds / TMS). Linhas continuas representam correlacdes dos
deslocamentos quimicos. Letras A — E representam as principais interagdes ¢ A’ — E’
representam sua simetria.

No espectro de HSQC, observam-se os acoplamentos entre carbono e hidrogénio
a uma ligacio de distancia (acoplamentos 'Jc.n). Este espectro foi realizado em 500 MHz,
assim como o0 NOESY e HMBC, facilitando as atribui¢des no espectro de HMBC. Segue
na figura 26 o espectro HSQC para o composto BSF-3. No espectro de HSQC observou-
se mais claramente as correlagdes entre as ligacdes de C e H na estrutura do comosto

BSF-3.
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Figura 26. Espectro de correlagdo quantica uinica heteronuclear de deslocamentos
quimicos (HSQC) do composto BSF-3 ('H 500 MHz / 3C 125 MHz /DMSO-ds /
TMS). Linhas pontilhadas representam correlagdes dos deslocamentos quimicos.

O método de HMBC verifica os acoplamentos entre carbono e hidrogénio a duas
e trés ligacoes de distdncia, e em certas excecdes, pode-se chegar a quatro ligagdes
(acoplamentos 2Jc.u, *Jcn e *Jen) (PAVIA, 2009, KAISER, 2000). Na por¢do comum da
estrutura quimica dos andlogos da NF, observa-se correlagdes ortogonais de 2Jc.n, *Jcu e
*Jcn. As correlagdes ortogonais entre os H8 e H8’, representadas com setas azuis na
figura 27, com os C6, C6’, C9, C9’ e C10° demonstram a conectividade da molécula na
por¢do N-acilhidrazona em acoplamentos 2Jc.i € *Jcn. A correlagdo ortogonal entre HS’
e C10’ ndo se observa para o H8 e C10, sendo uma possibilidade a ocorréncia de
rotameros sobre a por¢do amidica (C=0O-NH). Esse fenomeno nido ocorre na por¢ao
azometinica (HC=N), passivel de isomeria geométrica (GU et al., 2012, PALLA et al,,
1986, PALLA, PREDIERI, VIGNALI, 1982).
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Figura 27. Espectro de correlacio heteronuclear de deslocamentos quimicos de
multiplas ligacées (HMBC) do composto BSF-3 (‘H 500 MHz / 3C 125 MHz
/DMSO-ds /| TMS). Linhas pontilhadas representam correlagdes dos deslocamentos
quimicos.

Considerando os RMN bidimensionais para o composto BSF-3, propdem-se que
a duplicacdo dos sinais de RMN de 'H e '3C sdo atribuidas aos rotdmeros da porgio
amidica (C=0O-NH) da molécula. Outro aspecto considerado nesta hipotese ¢ que em
compostos com a rotacao da carbonila mais bloqueada, como no caso dos compostos com
substituintes fenilicos, ndo ¢ observada a duplicagao dos deslocamentos quimicos. No
RMN de 'H e '*C do composto BSF-8 comparado com o composto BSF-12 (figuras 22 e
23 desta secdo), verifica-se essa hipotese com a inclusdo de um carbono espagando o anel
fenilico, o que favoreceu a rotagdo da carbonila, apresentando rotameros na porcao

amidica, evidenciado pela duplicagdo de sinais.

Os compostos BSF-1, BSF-2, BSF-3, BSF-4, BSF-6, BSF-7, BSF-10, BSF-12,
BSF-20 e BSF-37 também apresentaram duplicidade de sinais e possuem em comum 0s
grupos substituintes alifaticos, cicloalquil que proporcional maior liberdade
conformacional. Como exemplo, nas figuras 28 e 29 os espectros de RMN de 'H e '°C do

composto BSF-20 estao detalhados.
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H do composto BSF-20 (300 MHz / DMSO-ds/ TMS).
Indicacdo dos hidrogénios com deslocamentos quimicos duplicados.

C16
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Figura 29. Espectro de RMN de 3C do composto BSF-20 (75 MHz / DMSO-ds/ TMS).
Indicagao dos carbonos com deslocamentos quimicos duplicados.

Na identificagdo dos compostos BSF-6 e BSF-10 foram utilizados como recursos
analises de RMN de 'H e '*C além de COSY e correlacio heteronuclear de deslocamentos

quimicos (HETCOR - heteronuclear correlation spectroscopy).

As atribui¢des das posi¢des dos hidrogénios nos compostos BSF-6 ¢ BSF-10
foram auxiliadas pelo espectro de COSY-2D, o qual estabelece correlagdes entre os
hidrogénios com acoplamentos geminais e vicinais, considerando o espectro de RMN 'H
em seus eixos horizontal e vertical. O espectro de HETCOR auxiliou na correlagao dos
hidrogénios e carbonos, principalmente com deslocamentos quimicos ndo

correlacionados nos espectros de uma dimensao (PAVIA, 2009).
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H do composto BSF-6 (300 MHz / DMSO-ds / TMS).
Indicacao dos hidrogénios com deslocamentos quimicos duplicados.

No espectro de RMN 'H do composto BSF-6, figura 30, verifica-se que os
hidrogénios do grupo ciclopentila totalizam 8 hidrogénios, porém sem separa¢do que
possibilita a distingdo de suas posicdes. Observa-se também a duplicidade dos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios H6, H8 ¢ H10. Complementando a anélise de
atribuicdo de hidrogénios o COSY-2D foi realizado, figura 31, onde também se observou
as interagdes do H10 duplicado com os demais hidrogénios do grupo ciclopentila (H11

ao H14).
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1

Figura 31. Espectro de correlagio homonuclear de deslocamentos quimicos
(COSY-2D) do composto BSF-6 (300 MHz / DMSO-ds/ TMS / 2 h de aquisi¢cao).
Linhas continuas representam correlagdes dos deslocamentos quimicos. Letras A — F
representam as principais interagcdes € A’ — F’ representam sua simetria.

Quanto as atribui¢des dos carbonos na estrutura do composto BSF-6, foram
utilizados o RMN 3C (figura 32) e o HETCOR ('H /'3C) (figura 33) para auxiliar na
confirmacao final da estrutura e atribui¢ao dos deslocamentos quimicos, além de permitir

visualizar o carbono C10 correspondentes ao H10 duplicado.
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Figura 32. Espectro de RMN de *C do composto BSF-6 (75 MHz / DMSO-d; / TMS).
Indicagao dos carbonos com deslocamentos quimicos duplicados.
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Figura 33. Espectro de correlacio heteronuclear de deslocamentos quimicos
(HETCOR-'H/"3C) do composto BSF-6 (300 MHz / 75 MHz / DMSO-ds/ TMS/ 7 h
de aquisicao). Linhas pontilhadas representam interagdes dos deslocamentos quimicos.
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Para as atribui¢des dos hidrogénios do composto BSF-10 foi considerado que os
hidrogénios equatoriais estariam desblindados, devido efeito anisotrépico do grupo
cicloexila com a proximidade da carbonila (figuras 34 e 35). Os hidrogénios axiais
estariam mais bloqueados, correlacionados com interacdes geminais observadas no
COSY-2D (linha A, figura 24). O hidrogénio 10 deste composto assumiria duas posigoes,
sendo que foi possivel distinguir no RMN 'H, figura 34, a posi¢do axial devido tripleto
de 6 =2,24 ppm e J=11,1 Hz, o qual corresponde com a constante de acoplamento entre
10 e 14 Hz de angulo o = 180° encontrada em literatura como caracteristica de
acoplamento vicinal dos hidrogénios axiais H10 ax. e H15 ax. do grupo cicloexila

(PAVIA, 2009).

o 5 4 Hys ax
s o j A Yno, e
A 0 H N 9 13—q4— \
23 , 8 H 11 \ H11-HIS eq.
. 12
H4
H6 H3 H1o ax
HS$ ™ H10
{_11 0=2,24 ppm
J=11,1 Hz H10 H11-H1S5 ax.

Figura 34. Espectro de RMN de 'H do composto BSF-10 (300 MHz / DMSO-ds / TMS).
Tlustragdo do cicloexil indicando a posi¢ao axial do H10 com constante de acoplamento (J) de

11,1 Hz.
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Figura 35. Espectro de correlacio homonuclear de deslocamentos quimicos (COSY-
2D) do composto BSF-10 (300 MHz / DMSO-ds / TMS / 2 h de aquisicdo). Linhas
continuas representam correlagdes dos deslocamentos quimicos. Letras A — F representam
as principais interagdes € A’ — F’ representam simetria das correlagdes.

Quanto as atribui¢des dos carbonos na estrutura do composto BSF-10, foram
utilizados o RMN 3C (figura 36) e o HETCOR ('H /'3C) (figura 37) para auxiliar na

confirmacao final da estrutura e visualizar a duplicacao do sinal do carbono C10.

Quanto aos farmacos utilizados como referéncia no ensaio de determinagdo de atividade
anti-7. cruzi ressalta-se que o benznidazol (BZ) encontrava-se disponivel no LPDF -
FBT/FCF - USP e o nifurtimox (NFX) foi gentilmente disponibilizado pela Professora
Bianca Zingales, responsavel pelo Laboratério de Biologia Molecular de
Tripanosomatideos - IQ/USP. Para a identificacdo destes fairmacos foi determinada a

faixa de fusdo, sendo que para o BZD obteve-se a faixa de fusdo de 188-189 °C e a
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encontrada em literatura foi de 188-190 °C (MERCK, 1996). Para o NFX foi de 180-181
°C, sendo a encontrada em literatura de 180-182 °C (MERCK, 1996). Os farmacos
apresentaram faixas de fusdo compativeis com os da literatura e com estreito intervalo,
indicando grau pureza satisfatorio. Foram realizadas também analises de RMN 'H e RMN
13C, apresentando correspondéncia dos sinais com a estrutura quimica destes formacos.
Os espectros obtidos estdo apresentados no anexo 3 "Espectros de RMN 'H e RMN !3C

dos farmacos benznidazol e nifurtimox".

o 3 c12
% 9 ,;‘l 62[ M NO, C13
A 10 H 3 9 C14
" , & H c11
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o A C10
A C2
C3
Cs

Figura 36. Espectro de RMN de 3C do composto BSF-10 (75 MHz / DMSO-ds / TMS).
Indicagao dos carbonos com deslocamentos quimicos duplicados.
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Figura 37. Espectro de correlacio heteronuclear de deslocamentos quimicos
(HETCOR-'H/'3C) do composto BSF-10 (300 MHz / 75 MHz / DMSO-ds/ TMS
/ Th de aquisicao). Linhas pontilhadas representam interagdoes dos deslocamentos
quimicos.

6.3 Determinacdo da atividade anti-7. cruzi frente a forma epimastigota

A determinagao da atividade biologica neste trabalho frente a forma epimastigota
do T. cruzi foi realizada a fim de fornecer dados para os estudos de relagdes estrutura-
atividade neste tipo morfologico em razdo de tratar-se de triagem preliminar de
compostos. A forma epimastigota ¢ considerada como forma ndo infectante do parasito
encontrada, predominantemente, no intestino do vetor triatomineo (barbeiro). Porém, foi
identificado e reportado em literatura a presenca de epimastigotas em pequenas
quantidades, menos que 1 %, em células de mamiferos (TYLER, ENGMAN, 2001,
ALMEIDA-DE-FARIA et al., 1999, FAUCHER, BALTZ, PETRY, 1995).
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A atividade anti-7. cruzi frente a forma epimastigota do parasito foi avaliada
frente a quatro cepas de DTUs distintas, caracterizadas por terem alta prevaléncia em
humanas. Foram avaliados clones provenientes das cepas Bug 2149 cl10 (7¢V) e Silvio
X10 cll (7cl), os quais foram identificados, isolados e disponibilizados pela Professora
Bianca Zingales do Laboratério de Biologia Molecular de Tripanosomatideos,
Departamento de Bioquimica/IQ/USP para realizacdo dos ensaios com os compostos
planejados (ARAUJO, 2011), além da cepa Colombiana (7¢cI), disponibilizada pelo
mesmo grupo. A cepa Y (7cll), isolada pela primeira vez por Silva e Nussenszweig em
1953, foi disponibilizada pela Professora Maria Julia Manso Alves do Laboratério de
Bioquimica Parasitaria, Departamento de Bioquimica/IQ/USP. Em trabalho de Filardi e
Brener (1987) a cepa Silvio X10 foi classificada como suscetivel apds ensaios em
camundongos monitorando-se a porcentagem de cura apds 20 dias de tratamento com
BZD e NFX de maneira alternada. Porém esta cepa ndo era caracterizada como clone,
diferente do clone da cepa Silvio X10 (cll), a qual foi considerada resistente (BZD: ICso
= 26,1 2,5 uM) por Aratjo (2011) em trabalho anterior desenvolvido no grupo de
pesquisa de Zingales e colaboradores (ARAUJO, 2011). A cepa Colombiana é
classificada como resistente ao BZD (ARAUJO, 2011, FILARDI, BRENER, 1987). No
presente trabalho foi utilizado o mesmo clone Silvio X10 cll e Colombiana e obteve-se
valor correspondente ao demonstrado na literatura (BZD — Silvio X10 cll: ICso = 29,16
12,90 uM; BZD — Colombiana: ICso = 58,6 = 5,7 uM), considerando-se assim cepas
resistente ao BZD.

O protocolo utilizado para estes ensaios foi baseado em Ishii e colaboradores
(2011), Jorge (2011), modificado e adaptado a partir de Cerecetto e colaboradores, 1998.
Inicialmente foram realizadas curvas de calibrac¢ao para cada cepa analisada (Silvio X10
cll, Y e Bug 2149 cl10), sendo construidas com a quantidade de parasitos em relagdo a
absorbancia no A de 562 nm. Os resultados obtidos estdo ilustrados na figura 38 e tabela
10, referentes aos dados para cepa Silvio X10 cll, figura 39 e tabela 11 para a cepa Y,
figura 40 e tabela 12 para a cepa Bug 2129 cl10 e figura 41 e tabela 13 para a cepa

Colombiana.
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Tabela 10. Dados de
absorbancia (A = 562 nm) e
numero de parasitos da cepa
Silvio X10 cl1 de 7. cruzi
Silvio X10 cl1
n’ de Absorbancia
parasitos (A =562nm)
(*10%/mL) (média +dp)
0,0 0,000 =+0,001
6,9 0,031 =+0,001
7,8 0,044 +0,002
10,3 0,056 +0,004
13,8 0,077 +0,003
17,5 0,091 =+0,012
24,0 0,116 +0,013
29,8 0,145 +0,009
33,8 0,175 =+0,018
38,3 0,191 =+0,016
48,0 0,261 +0,019
Dados apresentados em média e
desvio padrao (dp) da triplicata.

Tabela 11. Dados de
absorbancia (. = 562 nm) e
nimero de parasitos da cepa’Y
de 7' cruzi

Y

n° de Absorbancia
parasitos (A =562nm)
(*10%mL) (média +dp)

0,0 0,007 +0,001
10 0,020 +0,001
20 0,044 +0,002
28 0,047 +0,003
38 0,076  +0,002
46 0,087 +0,008
54 0,111 +0,010
72 0,144 +0,009
78 0,152  +0,011
86 0,183 +0,012

116 0,250 =+0,015

Dados apresentados em média e desvio
padrdo (dp) da triplicata.

Figura 38. Curva de calibracdo para cepa Silvio
X10 cll de 7. cruzi. Regressao linear da absorbancia (A
= 562 nm) e numero de parasitos (linha continua).
Intervalo de confianca da média de 95 % (linhas
pontilhadas). Teste ANOVA: F = 1266,2; P<0,001.

Figura 39. Curva de calibracido para cepa Y de
T. cruzi. Regressao linear da absorbancia (A = 562 nm)
e nimero de parasitos (linha continua). Intervalo de
confianca da média de 95 % (linhas pontilhadas). Teste
ANOVA: F =1578,9; P<0,001.



Tabela 12. Dados de
absorbancia (A = 562 nm) e
numero de parasitos da cepa
Bug 2149 cl10 de 7. cruzi
Bug 2149 cl10
n’ de Absorbiancia
parasitos (A =562nm)
(*10%mL) (média +dp)
0,00 0,000 +0,001
3,90 0,016 +0,007
4,60 0,019 +0,005
8,75 0,025 +0,010
10,00 0,029 +0,002
13,38 0,049 +0,012
17,00 0,058 +0,016
19,50 0,062 +0,005
24,00 0,083 +0,018
30,25 0,108 +0,012
37,00 0,115 +0,019
40,50 0,127 +0,021
44,25 0,140 +0,026

Dados apresentados em média e desvio
padrdo (dp) da triplicata.

Tabela 13. Dados de
absorbancia (A = 562 nm) e
nimero de parasitos da cepa
Colombiana de 7. cruzi
Colombiana
n° de Absorbéncia
parasitos (A= 562nm)
(*10%mL)  (média +dp)
0,0 0,000 +0,000
5,0 0,022 +0,002
5,5 0,014 +0,003
6,0 0,027 +0,004
10,0 0,034 +0,005
13,0 0,035 +0,009
17,5 0,042 +0,010
20,5 0,058 +0,006
28,5 0,071 +0,009
31,5 0,094 =+0,002
52,0 0,156 +0,002
76,0 0,213 +0,002

Dados apresentados em média e
desvio padrdo (dp) da triplicata.
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Figura 40. Curva de calibracio para cepa Bug 2149
cl10 de 7. cruzi. Regressao linear da absorbancia (A =
562 nm) e numero de parasitos (linha continua).
Intervalo de confianca da média de 95 % (linhas
pontilhadas). Teste ANOVA: F=1153,6; P<0,001.

207 y=0,0028x + 0,0018
R2=0,990

200

150

100

Absorbancia

050

000+

Numero de parasitas (*105mL)
Figura 41. Curva de calibracio para cepa
Colombiana de 7. cruzi. Regressdo linear da
absorbancia (A = 562 nm) e niamero de parasitos (linha
continua). Intervalo de confianca da média de 95 %
(linhas pontilhadas). Teste ANOVA: F = 1016,1; P<
0,001.

As curvas de calibragao obtidas indicaram ajuste a regressao linear com alto valor

do coeficiente de determinacgdo (r* acima de 0,99) e o teste ANOVA indicou que os
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modelos de regressao sdo apropriados para predi¢des, uma vez que o valor de F ¢
excedente e a inclinagdo da reta ¢ diferente de 0 (P<0,001). As regressdes foram utilizadas
durante os ensaios para avaliacdo do nimero de parasitos correspondentes a absorbancia
obtida, tanto no preparo do inoculo para realizacdo do ensaio, quanto na leitura final em

microplacas apds tratamento com os compostos e farmacos.

Esta metodologia para quantificagdo de parasitos em suspensdes por
espectroscopia UV/VIS para posterior determinacdo da porcentagem de inibi¢dao de
crescimento (%IC) e do ICso € bastante empregada em estudos relacionados ao 7. cruzi,
indicando reprodutibilidade dos ensaios (JORGE, 2011, ISHII et al, 2011, GERPE et al,,
2010, CERECETTO et al., 1998).

Em todos os ensaios foram realizados o controle do solvente DMSO nas
concentragdes de 1,0 % e 0,5 %, sendo que a maxima concentragdo utilizada para a
solubilizagdo dos compostos e farmacos ndo ultrapassou 1,0 % de DMSO. Na tabela 14
se encontram as absorbancias nas concentragoes de 1 % e 0,5 % de DMSO realizadas
como controle de solvente e o controle positivo (controle de crescimento parasitario) para
as cepas Bug 2149 CI10 e Silvio X10 cll. Verificou-se que ndao houve diferencas
significantes (P<0,05) nas trés condic¢des, duas variagcdes de DMSO e controle positivo,
indicando que até¢ 1 % de DMSO nao interfere no crescimento parasitario.

Tabela 14. Avaliacdo da variacao de absorbancia em trés condi¢oes: controle de
solvente (1 % e 0,5 % de DMSO) e controle positivo para as cepas Silvio X10
cll, Y, Bug 2149 cl10 e Colombiana

Absorbancias nas condicoes de cultivo

arasitario
Cepas (= 56gnm) (média +dp) P
CP CS (1 %) CS (0.5 %)
Silvio X10 cll 0,500 0,009 0,508 0,008 0,501 0,009 0,368
Y 0445 +0,008 0432 +0,009 0443 0,007 0,367
Bug2149¢l10 0,458 +0,004 0453 0,014 0452 =0,018 0,369
Colombiana 0429 0,006 0,425 +0,004 0426 +0,008 0,366

Dados apresentados em média e desvio padrdo (dp) das réplicas e de pelo menos dois ensaios
independentes. Teste estatistico de Kruskall-Wallis. Intervalo de confianca de 95 %. CP: Controle
positivo; CS — 1 %: Controle do DMSO a 1 %; CS - 0,5 %: Controle do DMSO a 0,5 %.

Em todas as microplacas foram realizados os controles dos farmacos de referéncia
na concentragdo de 20 uM para o BZD e 10 uM para o NFX, sendo as porcentagens de

inibi¢do de crescimento parasitario nestas concentracdes comparadas as curvas obtidas
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para calculo do ICso de cada farmaco. Em todos os ensaios realizados nao houve

discrepancia da inibi¢ao de crescimento para os dois farmacos de referéncia.

Os valores de ICso foram obtidos utilizando-se modelo ndo-linear, dose-resposta,
sigmoidal realizados no programa OriginPro 8.0. Para a constru¢do das curvas de
obtengdo dos ICso dos compostos e farmacos foram utilizadas até 10 concentragdes
diferentes, variando entre 300 e 0,8 pM. As porcentagens de IC apresentadas nas tabelas
se referem aos dados calculados apds as leituras de absorbancia realizadas no ensaio
biologico e obtidos empregando-se a equagdo 1 apresentada no item “5.3.4 Tratamento
dos dados obtidos para determinagdo da atividade anti-7. cruzi”. Os ensaios foram
realizados em triplicata com pelo menos uma repeticao independente e assim calcularam-
se os respectivos desvios-padroes para cada concentragdo. Para determinagao do ICso do
farmaco BZD o modelo matematico utilizado foi o exponencial no programa OriginPro
8.0, o qual demonstrou melhor correspondéncia aos dados obtidos e melhor coeficiente

de determinagdo, r°.

O farmaco de referéncia BZD, tnico farmaco disponivel no Brasil para o
tratamento da doenca de Chagas, apresentou menor capacidade de inibigao de
crescimento do parasito, comparado com os compostos sintetizados (BZD: Silvio X10
cll - ICso = 29,16 £2,90 uM, Y - 1Cso = 40,40 +3,37uM , Bug 2149 cl10 - ICso = 30,63
+3,21 uM, Colombiana - ICso = 47,91 +4,96 uM). Os compostos BSF-27 (Silvio X10 cl1
-1Cs50=4,75+0,36 uM, Y - ICs50 = 3,10 £0,29 uM , Bug 2149 cl10 - ICso = 4,41 +£0,46 uM,
Colombiana - ICso = 2,45 £0,27 uM), BSF-33 (Silvio X10 cll - ICso = 4,34 £0,33 uM, Y
- 1Cs0 = 3,39 0,31 uM , Bug 2149 cl10 - ICso = 4,22 +0,49 uM, Colombiana - ICsp =
3,94 +0,43 uM), BSF-34 (Silvio X10 cll - ICso = 5,07 0,28 uM , Y - ICso = 3,47+0,20
uM, Bug 2149 cl10 - ICso = 4,25 +0,40 uM, Colombiana - ICso = 2,86 +0,31 uM) e BSD-
35 (Silvio X10 cll - ICso = 3,17 £0,32 uM , Y - ICs0 = 1,17 £0,12 uM, Bug 2149 cl10 -
ICso = 1,81 £0,18 uM, Colombiana - ICso = 3,06 +0,23 uM) apresentaram ICso inferior
ao NFX (Silvio X10 cll - ICso = 6,02 0,32 uM , Y - ICso = 12,84 £1,30 uM, Bug 2149
cl10 - ICso= 7,32 0,75 uM, Colombiana - ICso =9,93 1,01 uM) para as cepas analisadas.
Os graficos e dados de obtenc¢ao do ICso do composto BSF-35 e BZD para as quatro cepas
se encontram nas tabelas 15 a 22 e figuras 42 a 49. Os compostos planejados mostraram-
se mais ativos que o composto-prototipo NF, o que indica que as modificagdes

moleculares realizadas na etapa de planejamento dos compostos foram pertinentes.
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Tabela 15. Inibi¢do do crescimento

parasitario em diferentes
concentragcdes do BZD para a cepa
Silvio X10 cll

BZD - Silvio X10 cl1
concentracio 1C (%)
wM log pM (média £ dp)
50,0 1,699 70,1 +0,5

25,0 1,398 46,3 +£3.,8
12,5 1,097 31,6 +4,0
6,2 0,796 21,6 £9,0
3,1 0,495 8,3 +4,6
1,6 0,194 7,6 £2.9

0.8 -0,107 5.8 *2,2 Figura 42. Curva exponencial da inibi¢do do
0,4 -0,408 4,5 +4.4 crescimento parasitario em diferentes concentragdes

Dados apresentados em média e desvio  do firmaco benznidazol e valor de ICso para a cepa
padrdo (dp) da triplicata e de pelo menos Silvio X10 cll

dois ensaios independentes.

Tabela 16. Inibicao do crescimento
parasitéario em diferentes
concentracdes do BZD paraacepa’Y

BZD -Y
concentraciao IC (%)
pM log pM  (média + dp)

100,0 2,000 58,10 +2.89
50,0 1,699 40,95 +5,07
25,0 1,398 20,95 +4,86
12,5 1,097 7,38 £7,90
6,2 0,796 0,71 +7,07
3,1 0,495 0,00 +8,03
1,6 0,194 0,00 +7,86
0,8 -0,107 0,00 47,57 Figura 43. Curva exponencial da inibi¢do do

Dados apresentados em média e desvio crescimento parasitario em diferentes concentragdes

padrdo (dp) da triplicata ¢ de pelo menos 44 farmaco benznidazol e valor de ICso para a cepa
dois ensaios independentes. %
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parasitario em diferentes
concentragcdes do BZD para a cepa
Bug 2149 cl10
BZD - Bug 2149 cl10
concentracio 1C (%)
pM  log pM  (média £ dp)
50,00 1,699 61,81 £1,05
25,00 1,398 45,57 +£2,41
12,50 1,097 32,08 +0,70
6,25 0,796 22,93 £3,24
3,12 0,495 14,92 £2,99
1,56 0,194 8,06 +4,17
0,39  -0,408 3,95 £9,53

Dados apresentados em média e desvio

padrdo (dp) da triplicata e de pelo menos  Fjgura 44. Curva exponencial da inibigdo do
dois ensaios independentes.

Tabela 18. Inibicdo do crescimento
diferentes
concentragdes do BZD para a cepa

parasitario

cm

Colombiana

crescimento parasitario em diferentes concentragdes
do farmaco benznidazol e valor de ICso para a cepa
Bug 2149 cl10.

BZD - Colombiana

concentracio I1C (%)
uM ;‘;% (média + dp)
200,00 2,301 67,34 +4,90
100,00 2,000 58,73 +2,26
50,00 1,699 50,87 +3,30
25,00 1,398 36,51 +2,67
12,50 1,097 29,47 +5,85
6,25 0,796 24,07 +4,05
3,13 0,495 22,09 +2,71
1,56 0,194 17,43 +3,39
0,78  -0,107 16,44 +3,73

Dados apresentados em média
padrdo (dp) da triplicata e de pelo menos dois

ensaios independentes.

Figura 45. Curva exponencial da inibi¢do do
crescimento parasitario em diferentes
concentragdes do farmaco benznidazol e valor de
ICso para a cepa Colombiana.

e desvio
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Tabela 19. Inibi¢do do crescimento
parasitario em diferentes
concentracoes BSF-35 para a cepa
Silvio X10 cll

BSF-35 - Silvio X10 cl1
concentraciao IC (%)
pM  log pM  (média + dp)
100,0 2,000 82,84 17,99
50,0 1,699 81,04 7,34
25,0 1,398 77,25 17,37
12,5 1,097 75,83 16,00
6,2 0,796 69,19 13,01
3,1 0,495 45,73 +7,71
1,6 0,194 14,69 13,42
0,8 -0,107 8,77 2,86 Figura 46. Curva exponencial da inibi¢do do

Dados apresentados em média e desvio crescimento parasitario em diferentes concentragdes

padrdo (dp) da triplicata e de pelo menos 4o BSF-35 e valor de ICso para a cepa Silvio X10
dois ensaios independentes. cll

Tabela 20. Inibi¢ao do crescimento
parasitario em diferentes
concentracoes do BSF-35 para a
cepaY

BSF-35-Y

concentracio 1C (%)

pM  logpM (média + dp)
50,0 1,699 100,00 =+£3,00
25,0 1,398 100,00 =+4,00
12,5 1,097 99,71 +£522
6,2 0,796 95,03 +3,82
3,1 0,495 93,87 3,84

1,6 + . .
0.8 0,194 84,52 £2,53 Figura 47. Curva exponencial da inibicdo do
’ 0,107 4421 £3.96  rescimento parasitario em diferentes concentragdes
04 0398 36,00 £2,00 do BSF-35 ¢ valor de ICso para a cepa Bug 2149
Dados apresentados em média e desvio ]1().
padrdo (dp) da triplicata e de pelo menos
dois ensaios independentes.
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Tabela 21. Inibi¢do do crescimento
parasitario em diferentes
concentragdes do composto BSF-35
para a cepa Bug 2149 cl10

BSF-35 - Bug 2149 cl10
concentracao IC (%)

pM  logpM  (média £ dp)

100,0 2,000 88,93 +7,23
50,0 1,699 8841 946
250 1,398 86,30 9,13
12,5° 1,097 84,49 +599
6,2 0,796 83,14 9,51

3.1 0,495 75,05 £5,22 Figura 48. Curva exponencial da inibicdo do
1,6 0,194 38,34 8,17  (rescimento parasitario em diferentes concentra¢des
0,8 -0,107 13,57 46,74  do composto BSF-35 e valor de ICso para a cepa

Dados apresentados em média e desvio Byg 2149 cl10.

padrao (dp) da triplicata e de pelo menos

dois ensaios independentes.

Tabela 22. Inibi¢ao do crescimento
parasitario em diferentes
concentracoes do BSF-35 para a
cepa Colombiana
BSF-35 - Colombiana
concentracio IC (%)
pM log pM  (média = dp)
100,00 2,000 95,81 +1,98
50,00 1,699 95,65 +£2,34
25,00 1,398 95,34 +£3.36
12,50 1,097 86,50 +£3,29
6,25 0,796 75,16 £5,30
3,13 0,495 54,68 +3,27
1,56 0,194 28,75 £1,98

Figura 49. Curva exponencial da inibi¢ao do

crescimento parasitario em diferentes
0,78 -0,107 14,78 +3,29  concentragdes do BSF-35 e valor de ICso para a
0,39 -0,408 11,06 +£1,98 cepa Colombiana.

Dados apresentados em média e desvio padrao
(dp) da triplicata e de pelo menos dois ensaios
independentes.

As curvas de dose-resposta para determinagdo do ICso encontram-se no anexo 4
“Curvas dose-resposta da inibi¢do de crescimento parasitario para as cepas Silvio X10 cl,

Y e Bug 2149 cl10”.
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Na tabela 23 e figura 50 encontra-se a relagdo dos dados de ICso determinados
para as cepas Silvio X10 cll, Y, Bug 2149 cl10 e Colombiana. Os compostos planejados
apresentaram valores de ICso mais elevados para cepa Silvio X10 cll, indicando maior
resisténcia desta cepa a estes compostos. Dentre os 40 compostos analisados a maioria
dos compostos apresentaram atividade superior ao BZD para as quatro cepas. E
importante salientar que os compostos BSF-37, BSF-36, BSF-39 ¢ BSF-40 foram
sintetizados e avaliados quanto sua atividade frente epimastigotas no final do trabalho,

pois foram planejados com os dados do conjunto de 36 compostos.

Tabela 23. Atividade anti-7. cruzi dos compostos, farmacos de referéncia e composto-
prototipo frente as cepas Silvio X10 cl1, Y, Bug 2149 cl10 e Colombiana

O I N
oy Ao
H
H

Silvio X10 cl1 Y Bug 2149 cl10  Colombiana
(Tel) (Tell) (TeV) (Tel)
Compostos

ICso (uM) ICso (uM) ICso (uM) I1Cso (uM)

(média =dp) (média =dp) (média =dp) (média =dp)
BSF-1 - 27.96 +2,18 13,77 £1,04 1439 £123 9,52 =1,03
BSF2 "o A 40,51 1,75 8023 8,54 27,40 £2,67 60,61 6,17
BSF-3  ~_~_% 10,08 0,89 1026 +1,05 1220 +133 7,58 40,76
BSF-4 s 11,31 1,04 928 +0,93 6,92 0,70 7,07 +0,74
BSF-5 () 17,95 +131 24,86 +2,54 9,99 £0,99 13,14 +1,07
BSF-6 O 18,15 1,84 12,45 +0.83 14,58 1,15 9,67 +0,93
BSF-7 Yo 14,49 +1,15 10,59 +1,10 1229 +130 7,41 0,73
BSF-8 <) 3,10 221 12,77 1,03 1439 123 11,30 =1,14
BSF-9 - 12,82 1,11 551 0,59 6,87 0,62 15,12 +1,32
BSF-10 ()| 13,91 1,51 1437 £1,50 12,69 £1,08 10,19 =0,78
BSF-11 @; 27,69 42,53 10,58 £1,03 2535 1,92 8,53 +0,80
BSF-12 [ )\ 18,78 £1,59 10,97 £1,05 12,36 £1,20 10,06 =0,99
BSF-13  —( )| 15,04 £1,50 11,85 £1,04 11,03 £1,17 11,92 +121
BSF-14  wN— )| nd nd nd nd
BSF-15 m&; 34,13 1,01 17,28 1,02 18,74 0,88 14,24 =145

(cont.)
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dos compostos, farmacos de referéncia e
composto-prototipo frente as cepas Silvio X10 cll, Y, Bug 2149 cl10 e Colombiana

(cont.)
Silvio X10 cl1 Y Bug 2149 cl10 Colombiana
Compostos ICso (uM) ICso (uM) ICso (uM) ICso (uM)
(média+dp)  (média+dp)  (média+dp)  (média =dp)
BSF-16  n=—( )| 3714 £290 2429 4105 2526 <141 20,24 +2,04
BSF-17 L@g 12,35 +1,05 9,11 40,91 9,53 io,g 6,55
BSF-18 0 )| 1443 £1,03 11,63 1,17 691 0,69 8,08 =085
BSF-19 o~ )| 2020 £145 9,15 20,95 1427 41,07 8,64 0,92
BSF-20 AN 1473 £1,50 13,49 £0,93 14,40 123 8,07 +0,78
BSF-21 ) )| 6,09 0,67 391 033 9,04 049 6,08 =0.65
BSF-22 /)| 1028 €036 7.01 4070 9.80 £039 725 +0.75
BSF-23 )n@; 100,00 +5,27 100,00 6,87 50,96 3,90 85,53 9,36
BSF-24  o-( )| 1385 £1,05 9,74 100 626 035 11,55 <L,15
0,N
BSF-25 @; 5234 +£1,16 44,13 £1,01 3042 43,02 40,64 +4.24
BSF-26 H‘* 9,59 £0,89 7,15 £0,70 9,90 +1,06 7,58 +0,28
\
BSF-27 () 477 048 3,10 £029 4,70 0,50 2,45 +027
BSF-28 ) )-| 1368 £136 943 1,00 13,67 140 6,10 0,64
BSF-29 HO@% 12,78 £0,62 7,74 £0,75 5,71 0,57 526 +0,55
—0
BSF-30  , @% 2731 42,43 1422 £1,05 17,21 £1,03 26,59 2,63
(o]
BSF-31  H,N-S nd nd nd nd
s
BSF-32 Fbi 25,50 £2,25 10,58 £1,03 14,62 0,96 9,98 +1,06
BSF-33 _/J"@f 434 £033 339 £031 4,44 £032 3,94 +0,43
BSF-34 _/J@ | 507 028 347 2020 425 £040 2,86 =031
(cont.)
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Tabela 23. Atividade anti-7. cruzi dos compostos, farmacos de referéncia e
composto-prototipo frente as cepas Silvio X10 cll, Y, Bug 2149 cl10 e Colombiana

(cont.)
Silvio X10 cl1 Y Bug 2149 c110  Colombiana
Compostos ICso (uM) ICs0 (uM) ICs0 (uM) ICso (uM)
(média+dp)  (média+dp)  (média+dp)  (média+dp)
BSF-35  ( )»( )| 197 2014 117 2012 181 40,18 3,06 40,23
BSF-36 ©°© 12,34 0,18 7,79 0,80 1222 +0.86 5,79 =043
\
BSF-37 [T 230 025 2,50 <022 127 +0,13 147 =0,16
\
BSF-38 [T 3,77 0,12 2,55 €020 1,99 0,18 1,76 +0,19
\
BSF-39 [ 1,98 0,19 137 0,13 0,67 £0,06 1,05 +0,12
N
- + + + +
BSFA0 J@f 1,99 40,19 147 0,14 085 £0,07 1,09 +0,11
NF ~ 300,00 ~ 300,00 ~300,00 187,78 9,91
BZD 27,15 2,75 4023 44,07 2923 3,09 47,91 +4,96
NFX 6,02 £032 12,84 £130 732 £0,68 9,93 +1,01

Dados apresentados em média e desvio padrdo (dp) da triplicata e de pelo menos dois ensaios
independentes. BZD: benznidazol; NFX: nifurtimox; NF: nifuroxazida (composto-prototipo); nd:
concentragdo ndo determinada dentro da concentragdo maxima utilizada no ensaio sem ocorrer precipitagao

do composto.



Figura 50. Comparativo da atividade anti-7. cruzi dos compostos e farmacos de referéncia frente as cepas Silvio X10 cll, Y, Bug 2149
cl10 e Colombiana do 7. cruzi. Dados apresentados em média e desvio padrdo (1) da triplicata e de pelo menos dois ensaios independentes.
Teste estatistico de andlise de variancia de um fator, one way-ANOVA, seguido pelo pds-teste (post-hoc) de Tukey de comparagdes multiplas
(intervalo de confianca de 95 %). Todos os compostos apresentaram P<0,05. Letras indicam diferengas entre as cepas para um mesmo
composto; BZD: benznidazol; NFX: nifurtimox; NF: nifuroxazida. Nao foi possivel determinar o ICso dentro da concentragdo maxima utilizada
no ensaio para os compostos BSF-14 e BSF-31, sem precipitacdo dos mesmos.

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl
115



116

No tratamento dos dados, ap6s a obtencao do ICso, foi realizado teste estatistico
para identificar compostos que apresentaram atividade igual para as duas cepas. O teste
estatistico aplicado foi o teste de andlise de varidncia de um fator, one way-ANOVA,
seguido pelo pods-teste (post-hoc) de Tukey de multiplas comparacgdes, considerado
intervalo de confianga de 95 %. Os compostos apresentaram ICso diferentes entre as
cepas, em geral, os compostos mais ativos apresentaram valores menores para cepa
Colombiana, indicando atividade para a cepa mais resistente a BZD dentre as quatro cepas
estudadas. Dentre os 40 compostos obtidos no final deste trabalho, obteve-se apenas 5
compostos com atividade inferior ao benznidazol, BSF-2, BSF-23 e BSF 25, além dos
compostos BSF-14 ¢ BSF-31 que ndo foi possivel obter o ICso pois ndo demonstrou
atividade na maxima concentragdo permitida no ensaio, sem que houvesse precipitagao
do composto. Os compostos BSF-27, BSF-33, BSF-34, BSF-35, como mencionados
anteriormente, assim como os compostos obtidos com auxilio dos estudos de QSAR,
BSF-37, BSF-38, BSF-39 e BSF-40, foram mais ativos que o NFX. Estes dados
representam que 87 % dos compostos sintetizados apresentaram atividade superior ao

BZD e 20 % do total de compostos apresentaram atividade superior ao NFX.

6.4 Estudos de relagoes entre estrutura quimica e atividade biologica e construcio

de modelos matematicos de previsio (QSAR)

O estudo das propriedades moleculares (diretamente relacionadas a estrutura
quimica) que mais influenciam na atividade anti-7. cruzi, como descrito no item 5.4,
envolveram a construcdo dos modelos moleculares tridimensionais dos compostos € o
calculo de descritores moleculares (variaveis independentes). Métodos quimiométricos
como andlise exploratéria de dados e constru¢do de modelos matematicos de previsao
(QSAR), com abordagem multivariada, foram considerados para avaliar o conjunto de

dados.

6.4.1 Construcao dos modelos moleculares 3D

A constru¢ao dos modelos moleculares, como descrito no item 5.4.1, iniciou com
a estrutura cristalografica do composto-prototipo NF (PNIEWSKA, JANUCHOWSKI,
1998), utilizada como molde, mantendo-se as coordenadas cartesianas (X, y, z) na
construgdo dos analogos, principalmente do grupo 5-nitrofurano. Nas simulagdes de DM

atribuiram-se massas ficticias de 5.000 u.m.a. aos atomos de carbono e oxigénio do grupo
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S-nitrofurano e aos carbonos e nitrogénios da por¢ao N-acilidrazona, com objetivo de
manter a integridade estrutural em relagdo a estrutura cristalografica (molde). Obtiveram-
se 50.000 conférmeros para cada composto (PAC) e selecionaram-se dos PAC os
conformeros de energia mais baixa na regido de equilibragdo da simulagdo, graficos
apresentados no anexo 5. Os conformeros de energia mais baixa foram investigados
quanto a manutencao de integridade estrutural em relag@o a estrutura inicial da simulagdo
de DM (output da minimizacdo), utilizando como critério os valores de RMSD
(sobreposi¢do). Quanto menor o valor de RMSD, menor a distdncia em A entre as
posigdes atdbmicas dos conformeros, indicando a manutengdo de integridade estrutural
(BABER et. al., 2009). Nenhum composto ultrapassou o valor de RMSD de 0,10 A, como

apresentado na tabela 24.

Os valores das contribui¢des de energia resultantes da simulagdo de DM para o
conformero de energia mais baixa selecionado da regido de equilibrio do PAC de cada
composto estdo na tabela 24. As contribui¢des de energia intramolecular de solvatagao
(Esotv) € de ligag@o de hidrogénio (Enp) foram consideradas no calculo da contribuigdo de
energia total (Etor), conforme mencionado na secdo Materiais ¢ Métodos. Para a maioria
dos compostos investigados, os valores de Etor foram na faixa de 40 a 60 kcal/mol. Os
conformeros selecionados foram minimizados e considerados para o célculo das

propriedades moleculares, utilizando diferentes programas computacionais.

Tabela 24. Valores dos parametros termodinimicos obtidos para os conformeros de
energia mais baixa selecionados do PAC para cada composto investigado

Compostos Estrerct Eeno Etors Eis4 Evaw Echarge Esov Emw  Ervor RI(\giD
BSF-1 8,82 12,36 2,15 -12,97 -0,37 5,32 -10,26  -0,83 4,22 0,02
BSF-2 3,32 15,52 0,73 -2,31 -2,25 1,90 9,87 -197 5,07 0,07
BSF-3 11,00 17,92 1,65 0,88 -3,34 1,57 -6,63  -2,16 20,89 0,01
BSF-4 7,37 18,25 11,64 -3,62 -2,17 -0,53 -8,17  -1,89 20,88 0,02
BSF-5 17,84 28,02 2227 -0,85 -0,63 3,67 -13,86 0,33 56,79 0,07

(cont).
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Tabela 24. Valores dos parametros termodinamicos obtidos para os conformeros de
energia mais baixa selecionados do PAC para cada composto investigado (cont.)

Compostos Estrerct Eeno Etors Eis4  Evaw Echarge Esowv Emw  Ervor RI(\LISD
BSF-1 8,82 12,36 2,15 -12,97 -0,37 5,32 -10,26  -0,83 4,22 0,02
BSF-2 3,32 15,52 0,73 -2,31 -2,25 1,90 9,87 -197 5,07 0,07
BSF-3 11,00 17,92 1,65 0,88 -3,34 1,57 -6,63  -2,16 20,89 0,01
BSF-4 7,37 18,25 11,64 -3,62 -2,17 -0,53 -8,17 -1,89 20,88 0,02
BSF-5 17,84 28,02 2227 -0,85 -0,63 3,67 -13,86 0,33 56,79 0,07
BSF-6 33,63 23,61 -1,70 16,03 3,44 -0,71 -10,83 0,76 64,23 0,01
BSF-7 5,38 20,16 -0,20 12,51 -2,66 -6,73 -591 -1,63 2092 0,02
BSF-8 19,84 17,05 9,70 9,01 -0,15 2,69 -10,71 0,77 48,20 0,02
BSF-9 17,64 36,75 24,24 -10,86 -091 5,81 -11,27 0,76 62,16 0,01

BSF-10 5,99 24,03 3,13 5,78 4,35 -1,37 -6,01 -1,94 2526 0,07
BSF-11 17,27 19,80 10,44 8,62 -0,60 1,78 -9,87 0,77 48,21 0,02
BSF-12 5,11 15,11 -1,84 -12,33 -3,84 8,42 -7,16  -1,99 1148 0,07
BSF-13 18,91 18,9 6,76 346 0,93 3,69 -10,03 0,77 41,53 0,01
BSF-14 19,70 19,25 10,87 -11,30 -1,16 6,21 -11,71  -3,60 28,26 0,01
BSF-15 18,91 23,33 44,07 -16,05 -0,58 7,43 -9,50 0,25 67,86 0,01
BSF-16 16,40 19,02 7,03 11,71 -0,13 -0,50 -10,93 0,77 43,37 0,03
BSF-17 19,4 18,04 1143 873 -2,07 -0,75 9,41 0,77 46,14 0,01
BSF-18 19,67 21,53 9,95 3,65 -0,89 0,62 -11,65 0,31 43,19 0,01
BSF-19 16,68 18,60 9,69 9,54 0,46 1,87 -11,70 0,77 4591 0,01
BSF-20 14,67 22,49 1,15 1,07 -2,99 1,59 -6,76  -1,27 29,95 0,01
BSF-21 17,57 22,75 9,72 11,05 -0,21 0,09 -8,79 0,77 5295 0,02
BSF-22 29,74 20,01 848 10,51 -1,13 2,58 -9,20 0,75 61,74 0,01
BSF-23 17,23 2426 1293 555 -1,84 2,45 946 -0,11 51,01 0,03
BSF-24 27,24 19,55 8,93 3,09 -0,32 -0,69 -10,59 0,30 47,51 0,01
BSF-25 19,11 19,75 10,96 10,73 -0,15 -4,76 -15,83 0,02 39,83 0,01
BSF-20 14,67 22,49 1,15 1,07  -2,99 1,59 -6,76  -1,27 29,95 0,01
BSF-26 20,37 19,16 -045 14,71 -1,16 -1,07 -10,64 0,77 41,69 0,01
BSF-27 21,70 21,13 10,29 11,19 -1,87 3,26 -8,88 0,77 57,59 0,01
BSF-28 23,40 21,80 10,82 8,17 0,55 1,82 -8,40 0,77 58,93 0,02
BSF-29 22,48 2427 12,01 8,57 0,13 1,14 -10,08 0,21 58,73 0,01
BSF-30 16,81 244 15,79 18,12 0,46 -3,01 -11,81  -0,51 60,25 0,02
BSF-31 21,59 18,32 12,23 -393 -0,92 -14,39  -19,37 -1,84 11,69 0,01
BSF-32 19,82 21,38 6,82 7,03 -0,80 -2,99 -12,59 0,77 39,44 0,02
BSF-33 30,15 21,25 11,94 -142  -1,55 8,14 -8,94  -3,17 56,40 0,01
BSF-34 19,98 23,77 11,90 9,56 0,12 3,41 -9,54 0,22 59,42 0,02
BSF-35 33,63 23,61 -1,70 16,03 3,44 -0,71 -10,83 0,76 64,23 0,01

(cont).
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Tabela 24. Valores dos parametros termodinamicos obtidos para os conformeros de
energia mais baixa selecionados do PAC para cada composto investigado (cont.)

RMSD
Compostos Estrerct Epeno Etors K14 Evwaw Echoarce Esov Emy  Eror A)

BSF-36 21,72 21,22 439 2,99 -343 8,08 -10,53  -3,39 41,05 0,04
BSF-37 13,27 2746 536 846 4,71 -0,18 -4,89 -2,03 42,74 0,03
BSF-38 25,48 20,55 10,37 8,14 -2,36 0,23 -8, 75 0,76 54,42 0,03
BSF-39 23,86 26,32 10,21 8,82 -1,67 1,14 -8,26 0,77 61,19 0,03
BSF-40 25,88 22,19 12,15 6,52 -1,49 4,40 -9,20 0,29 60,74 0,02

NF 8,82 12,36 2,15 -12,97 -0,37 5,32 -10,26  -0,83 4,22 0,02

Energias em kcal/mol. Estrercu (contribuigdo de energia de deformacgéo axial), Egenp (contribuigdo de
energia de deformacao angular), Etors (contribui¢do de energia de deformacao torsional), Ei_4 (contribuigdo
de energia de interacdes do tipo 1-4), E.w (contribuicdo de energia de van der Waals), Ecrarce
(contribuicéo de energia eletrostatica), Esorv (contribuigdo de energia de solvatagdo), E jig i (contribuigdo de
energia de ligacao H), Etor (energia total). RMSD: valor do desvio quadratico médio de posi¢des atdmicas
(root-mean-square deviation) comparado com a nifuroxazida, estrutura cristalografica.

6.4.2 Calculos dos descritores ou variaveis independentes

As propriedades moleculares calculadas e representativas dos compostos estao
apresentadas na tabela 25 e foram de natureza termodindmica, eletronica, mista,

geométrica, hidrofobica, topoldgica, intrinseca, constitucional e espectrofotométrica.

Tabela 25. Propriedades moleculares calculadas para o conjunto de compostos
derivados do S-nitrofurano

Cédigos Descritores Propriedades Descricdes Programas
1 E termodinamica contribui¢do de energia intramolecular de
X STRETCH deformacao axial
A contribui¢do de energia intramolucelar de
x2 EBenp termodindmica by
deformacao angular
3 E termodinamica contribui¢do de energia intramolecular de
X TORS deformagao torsional
A tribui¢a ia int lecul
x4 Eid termodinamica contribuigdo de etrilezgllai in ramolecular do
contribuicdo de enerpia intramolecular de van MOLSIM 3.2
x5 Evaw termodinamica ¢ £ (DOHERTY,
der Waals
T . 2002)
6 ECHARGE termodinamica contribuicdo de energia intramoleular de
carga ou eletrostatica
A tribui¢a ia int lecul
x7 B termodinamica contribuigdo de energia intramolecular de
solvatag@o
e contribui¢do de energia intramolecular de
x8 Enp termodindmica L . N
ligacao de hidrogénio intramolecular
o Energia potencial total (soma de todas as
t s .
x9 Etorar ermodindmica contribui¢des de energia)
(cont.)
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Tabela 25. Propriedades moleculares calculadas para o conjunto de compostos
derivados do 5-nitrofurano (cont.)

Codigos Descritores Propriedades Descricoes Programas
energia do orbital de fronteira HOMO
x10 Enowmo eletrénica (highest occupied molecular orbital, orbital
molecular ocupado de maior energia)
energia do orbital de fronteira LUMO (lowest
x11 ELumo eletronica unoccupied molecular orbital, orbital
molecular desocupado de menor energia)
x12 GAP eletronica diferenga entre as energias Enomo ¢ ELumo ~ GAUSSIAN
x13 ux eletronica momento de dipolo no eixo x 03w
x14 ny eletrénica momento de dipolo no eixo y
x15 nz eletronica momento de dipolo no eixo z
x16 n eletronica momento de dipolo total
CHELPG_N . carga CHELPG do atomo de nitrogénio do
x17 = eletrénica .
(-NO»2) grupo nitro
x18 CHELPG_C2 eletronica carga CHELPG do atomo de carbono 2
x19 CHELPG_C5 eletronica carga CHELPG do 4tomo de carbono 5
x20 CHELPG_C6 eletronica carga CHELPG do atomo de carbono 6
x21 CHELPG_N7 eletronica carga CHELPG do atomo de nitrogénio 7
x22 CHELPG_N8 eletronica carga CHELPG do atomo de nitrogénio 8
x23 CHELPG_C9 eletronica carga CHELPG do atomo de carbono 9
x24 CHEL(I))G—OI eletronica carga CHELPG do atomo de oxigénio 10
25 o1 estereoquimica angulos de (tgr;leo 8(fllile7dzr?:s6))dos atomos
x26 02 estereoquimica angulos de Egr;i%gggfgg)dos atomos HyperChem
A . , Professional
27 3 estereoquimica angulos de torsao (gledros) dos atomos 8.0
¢ (N8-N7=C6-H6)
x28 (0% estereoquimica angulos de tg\?;?;gté%{‘g;)dos atomos
coeficiente de parti¢do calculado pelo método
de pesos do programa, considerado pesos
X29 ClogPwm hidrofobica iguais para os métodos de VISWANADHAN
etal., 1989, KLOPMAN et al., 1993 ¢
PHYSPROP® database
indice que descreve a soma dos graus de
x30 I Plact topoldgica contorno da superficie molecular (PLATT,
1947, 1952)
indice que descreve a soma harmonica
x31 I Randic topologica das médias geométricas dos graus dos vértices
(RANDIC, 1993)
indice que descreve a média da somatéria da Marvin
x32 I Bataban topoldgica distancia de conectividade da molécula Beans
(BALABAN, 1982) 16.5.30.0
indice que descreve a metade da somatoria da e
33 I topologica diagonal externa, distdncia matricial reciproca,
Harary polog dos elementos da molécula (PLAVSIC et. al.,
1993)
x34 I Hiper Wiener topoldgica descreve uma variagao do indice de Wiener.
estende o indice de Wiener para graficos ciclicos
pela contagem do numero de atomos em ambos
L os lados de cada ligagdo (considera aqueles
x35 T szegea topoldgica atomos que estdo mais perto de um lado da
ligagdo do que do outro) (KHADIKAR et. al.,
1995)
indice que descreve a distdncia atdmica
36 I Wiewer topolégica topologica média (metade da soma de todas as

distancias atdmicas) na molécula (WIERNER,
1947)

(cont.)
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Table 25. Descri¢ao das propriedades moleculares dos compostos derivados do
S-nitrofurano (cont.)

Codigos Descritores Propriedades Descricoes Programas
x37 I wiewer Polarity topoldgica considera a distancia 3 ligagdes na molécula
. oA ia calcul forga Dreidi
38 Dreiding termodinamico  Shersia caleu ada em campo de forga reiding da
estrutura 3D da molécula
x39 Vvaw estereoquimica célculo do volume de van der Waals
x40 PSA estereoquimica area de superficie polar
x41 Avaw estereoquimica  area de superficie molecular de van der Waals
superficie de acessibilidade ao solvente, Marvi
x42 ASA estereoquimica calculada usando o raio equivalente a uma arvin
molécula de agua (1,4 A) Beans
. superficie de acessibilidade ao solvente de todos .3.30.
x43 ASA+ estereoquimica up . 0 Vene | 16.5.30.0
0s atomos com carga parcial positiva
[ superficie de acessibilidade ao solvente de todos
x44 ASA- estereoquimica up , o .
0s atomos com carga parcial negativa
L fici ibili Ivente de t
45 ASA H estereoquimica superficie de acc?ss1b1 1dgde ao solvente de todos
- os atomos hidrofobicos
L fici ibili lvent t
<46 ASA P estereoquimica superficie aces§1b1 1dad§ ao solvente de todos os
— atomos hidrofilicos
x47 RM este.reoqlflrplca refratividade molar
/ hidrofébica
. calcula a energia n do anel aromatico (s)
. estereoquimica . N , .
x48 Pi energy A (dimensdo ) com o método de orbital molecular de
/eletronica i
Hiickel
o HBD: numero de atomos doadores de ligagdo
x49 HBD constitucionais . . £a¢
hidrogénio
constitucionais HBA: numero de atomos recebedores de ligagao
x50 HBA e ™ gac
hidrogénio
x51 RB constitucionais numero de ligagdo rotaveis presentes na molécula
x52 N° atomos  constitucionais  niimero de atomos que constituem a molécula
x53 MM constitucionais massa molar (Da, u.m.a. ou g)
o anci St 1 13 At
54 RMN BC €9  espectrométrica ressonancia magnética nuclear c}e C do atomo
- de carbono na posi¢do 9
L ressonancia magnética nuclear de 'H do 4tomo dados
x55 RMN 'H H6 espectrométrica agnetica nu S . .
- de hidrogénio na posigdo 6 experimentais
o ressonancia magnética nuclear de 'H do 4tomo
x56 RMN 'H_H8 espectrométrica g u

de hidrogénio na posicao 8

Com intuito de verificar se as estruturas se apresentavam na forma ionizada ou
molecular (ndo ionizada) na faixa de pH utilizada nos ensaios bioldgicos (entre 7,2 e 7,4),
foi verificado o pKa no programa MarvinBeans 16.5.30.0. Os resultados demonstraram
que as estruturas estudadas ndo ionizaram nesta faixa de pH, mantendo entre 99,2 % e
100 % sua forma molecular em propor¢do as demais estruturas ionizadas. Neste mesmo
programa foram obtidos descritores topologicos, estereoquimicos, mistos €
constitucionais da molécula.

Como descrito na se¢do de métodos, as propriedades eletronicas foram calculadas
com método semiempirico B3LYP (FOCK, 1930, MORGON, COUTINHO, 2007) em
conjunto de base 6-311G++ (d,p). Esta metodologia de calculo foi adotada baseada em
estudos de Mobli e Abraham, que demonstraram que as condi¢cdes acima resultam em

dados mais reais das cargas de grupos nitros ligados a anéis aromaticos, a0 comparar com
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deslocamentos quimicos obtidos experimentalmente e outras abordagens de métodos ab
initio e semiempirico (MOBLI, ABRAHAM, 2005). As cargas atomicas parciais
CHELPG (BRENEMAN, WIBERG, 1990) foram obtidas pelo método B3LYP, 6-
311G++ (d,p). Estas cargas atOmicas pontuais representam o potencial eletrostatico
molecular em um conjunto de pontos pré-definidos ao redor da molécula
(GUADAGNINI, BRUNS, SOUZA, 1996).

Angulos de torsio (diedros) foram obtidos com o programa HyperChem
Professional 8.0 e estdo representados na figura 51. Os atomos correspondentes aos 4
diedros selecionados na estrutura sdo: C9-N8-N7=C6 (¢@1), O9=C9-N8-HS8 (¢p2), N8-
N7=C6-H6 (¢3), N§-N7=C6-C2 (¢p4).

0 s
Jm L e,
1

6
H

o TZ

Figura 51. Angulos de torsio, diedros, representados na
estrutura quimica da porcio comum dos compostos
estudados. C9-N8-N7=C6 (@1 - linha azul), O9=C9-N8-H8
(@2 — linha laranja), N8-N7=C6-H6 (@3 — linha verde), N8§-
N7=C6-C2 (@4 — linha amarela).

Deslocamentos quimicos obtidos experimentalmente, por RMN (item 5.2.3),
também foram considerados como descritores. Consideraram-se o0s seguintes
deslocamentos quimicos como descritores: RMN 3C para o carbono C9, RMN 'H para
hidrogénios H6 e HS, seguindo numeragao apresentada na figura 51.

Calculadas as propriedades, gerou-se uma tabela com 57 colunas (56 variaveis
independentes ou descritores + a coluna da atividade biologica avaliada frente a forma
epimastigota do 7. cruzi). Cabe ressaltar que para cada cepa do parasita foram realizados
estudos independentes (analises separadas). Inicialmente, o conjunto obtido foi de 34
compostos planejados e sintetizados, com valores de ICso determinados
experimentalmente. A NF foi incluida no conjunto de dados, obtendo-se N = 35.

Os valores de atividade biologica foram transformados em poténcia da atividade
(logl/ICs0) e correspondem a variavel dependente. Valores mais altos de logl/ICso
correspondem aos compostos mais ativos. Na figura 52 est4 apresentada a distribui¢do da
atividade, convertida em poténcia, dos compostos e farmacos de referéncia para cada cepa
estudada. A tabela com os valores dos descritores obtidos e calculados, além de valores

em poténcia da atividade bioldgica encontra-se no anexo 6.
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Figura 52. Atividade anti-7. cruzi convertida em poténcia (logl1/I1Cso), dos derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos e farmacos de referéncia
frente a forma epimastigota das cepas Silvio X10 cll, Y, Bug 2149 cl10 e Colombiana do 7. cruzi. Dados apresentados em média e desvio
padrdo (1) da triplicata ¢ de pelo menos dois ensaios independentes. BZD: benznidazol; NFX: nifurtimox; NF: nifuroxazida; linha vermelha
pontilhada indica a atividade em poténcia do farmaco NFX; linha azul pontilhada indica a atividade em poténcia do firmaco BZD. Nao foi possivel
determinar o ICso dentro da concentragdo maxima utilizada no ensaio para os compostos BSF-14 e BSF-31.
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Observa-se que os compostos BSF-27, BSF-33, BSF-34 ¢ BSF-35 apresentaram
maior atividade para todas as cepas em relagdo ao NFX (linha vermelha pontilhada na
figura 53). Dentre os 36 compostos demonstrados no grafico da figura 53,31 compostos
apresentaram atividade superior ao BZD para as 4 cepas (linha pontilhada azul),
equivalente a 86 % do conjunto. A faixa de dispersdo dos valores linearizados de atividade
bioldgica variou entre 5,71 a 3,52 unidades logaritmicas para cepa Silvio X10 cll, 5,93 a
3,52 para’Y, 5,74 a3,52 paraBug 2149 cl10 e de 5,61 a 3,73 para Colombiana. A variagdo
da atividade para estudos de relagdes estrutura atividade ¢ aceitavel geralmente acima de

duas unidades logaritmicas (ABRAHAM, 1994).

6.4.3 Analise exploratoria dos dados

Previamente a analise exploratoria realizou-se uma triagem de descritores
(variaveis independentes) considerando dois filtros (FERREIRA, KIRALJ, 2011,
FERREIRA, 2002), a saber: (i) coeficiente de correlacao linear de Pearson entre cada
descritor e a atividade biologica linearizada; (if) graficos de dispersdo (scatter plots) para
verificar a distribuicdo/dispersdo de cada descritor em relagdo a atividade bioldgica
(Graficos apresentados no anexo 7 “Graficos de dispersao para selecdo de descritores
mais correlacionados com a atividade bioldgica”). Na figura 53 encontram-se dois
exemplos de graficos de dispersdo de descritores em relagdo a atividade, um sem

correlacdo e outro com alta correlagao.

R =10,01 R=0,70

Figura 53. Graficos de dispersao das variaveis independentes x25, diedro ¢1 (C9-
N8-N7=C6) e x29, ClogPwm, em relacdo atividade anti-7. cruzi da forma
epimastigota da cepa Y. Valores do coeficiente de correlacao de Person, R.

Nesta etapa, verificou-se que os valores de atividade linearizada das quatro cepas

apresentaram coeficientes lineares de Pearson superiores a 0,85, quando comparadas
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entre si. Adicionalmente, os descritores sem correlagdo, ou com distribui¢dao inadequada,
foram os mesmos retirados para as quatro cepas. Como na analise exploratdria de dados
a varidvel dependente ndo ¢ considerada na modelagem dos dados, uma s6 anélise,

considerando as propriedades selecionadas foi representativa para o conjunto de dados.

A etapa de andlise exploratoria tem como objetivo principal reconhecer padroes
em um conjunto de dados. As analises de HCA e PCA foram desenvolvidas no programa
Pirouette 3.11 (Infometrix, Ltd., 2003). As tabelas geradas apos a triagem prévia dos
descritores foram utilizadas como dado de entrada (input). Houve necessidade de realizar
pré-processamento dos dados devido as distintas ordens de grandeza entre os descritores
calculados. Assim, a tabela gerada teve seus dados autoescalados para serem utilizados

comparativamente na analise.

Avaliou-se também a distribui¢do dos valores de atividade biologica linearizados.
Analisaram-se os intervalos de atividade para cada cepa e foram atribuidos intervalos de
log1/1Cso comuns entre elas, classificando-os em atividade alta (H), os valores de 6,00 a
5,40; em atividade moderada (M), os valores entre 5,40 e 4,60, e em atividade baixa (L),

os valores entre 4,60 ¢ 3,50.

A analise nao supervisionada HCA tem a finalidade de agrupar um conjunto de
dados considerando atributos semelhantes de forma sistematica. Nestes calculos, o
método matematico mais utilizado para o calculo de distancia ¢ o da distdncia Euclideana.
O método utilizado para o agrupamento sistematico foi o método completo, considerando
no calculo de agrupamento os “vizinhos mais distantes” (FERREIRA, 2002; Pirouette
3.11, Infometrix, Ltd., 2003). Os indices de similaridade (IS) gerados com o conjunto de
dados variam entre 0 e 1. O valor igual a 1 equivale ao maximo de similaridade. A matriz
de similaridade gera o dendrograma, que ¢ um mapa em forma de arvore construido a
partir das distancias de dados (FERREIRA, 2002, MOITA NETO, MOITA, 1998,
BEEBE, PELL, SEASHOLTZ, 1998).

O método ndo supervisionado de analise de componentes principais (PCA) tem
como objetivo reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados. A redug¢do do numero
de descritores se da projetando-se descritores redundantes em um novo conjunto de

variaveis, de forma ortogonal, denominadas componentes principais (PC), ou fatores, que
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conservam as informagdes do conjunto de dados original (FERREIRA, 2002, MOITA
NETO, MOITA, 1998, BEEBE, PELL, SEASHOLTZ, 1998).

Inicialmente, realizou-se a analise exploratoria do conjunto de 34 compostos
(BSF-1 a BSF-36), incluindo a nifuroxazida. Os compostos BSF-14 ¢ BSF-31 foram
retirados do conjunto porque ndo tiveram os valores de ICso determinados. A matriz
obtida apds a triagem prévia de descritores apresentava 15 colunas e 35 linhas (N = 35).
O valor absoluto de corte utilizado para o coeficiente linear de Pearson na selecdo dos
descritores foi de 0,35. Os resultados da analise exploratéria estao apresentados na figura

54.

Na andlise de HCA, os compostos do conjunto de dados (N = 35) foram agrupados
em dois grupos maiores: grupo A e B, com similaridade de 33,9 % e 61,2 %,
respectivamente (figura 54A). O agrupamento A ¢ constituido por compostos com valores
de ClogP (lipofilicidade) mais baixos, ou seja, mais hidrofilicos. Encontram-se neste
grupo os compostos com baixa atividade frente a forma epimastigota do 7. cruzi, com
excegdo do composto BSF-23 [-CsH4-4-N(CH3)2], que se agrupou em B com o composto
BSF-21 [-CsH4-4-is0-C3H7], devido a similaridade topoldgica. Ainda em A, agruparam-
se os compostos que possuem substituintes ndo fenilicos (BSF-1 a BSF-7; BSF-9, BSF-
10, BSF-12 e BSF-15). Os compostos BSF-20 [-CsHi7] ¢ BSF-26 [2-naphthyl], no
entanto, provavelmente por apresentarem maior volume e serem mais hidrofébicos foram

agrupados em B.

Os compostos de maior atividade, em geral, foram agrupados no subgrupo B’,
compartilhando 80,7 % de similaridade. O composto BSF-27 [-C¢Hs-4-C4Ho], no entanto,
com alta atividade, foi agrupado com o composto BSF-28 [-CgHs-4-terc-C4Ho], de
atividade moderada, no subgrupo B”, provavelmente por serem isomeros constitucionais

com alterag¢ao na cadeia.
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Figura 54. Resultados da analise exploratéoria do conjunto de 34 compostos
derivados furfurilidénicos (BSF-1 a BSF-36) e nifuroxazida. (A) Dendrograma do
HCA de amostras: compostos agrupados em dois grandes grupos: A (IS de 0,34,
compostos menos volumosos, hidrofilicos, substituintes alifaticos, heterociclicos e ciclo
alquil) e B (IS = 0,61, compostos volumosos e hidrofobicos). Quadrados pretos (m) ao
final das linhas do dendrograma indicam os compostos mais ativos. IS: indices de
similaridade; H: compostos com alta atividade frente a forma epimastigota de 7. cruzi;
M: compostos com atividade mediana; L: compostos com baixa atividade. Resultados da
analise de PCA: (B) selecdo de fatores ou de PC; (C) tabela de pesos (loadings), em
destaque descritores com alto valor de pesos; (D) grafico de escores entre PC1 e PC2, que
somaram 86,9 % da variancia total dos dados originais. A linha continua vermelha divide
os compostos de forma correspondente aos agrupados no HCA, grupos A e B. Os
compostos mais ativos estdo em losango preto (#).

De acordo com a selecdo de componentes principais (figura 54B), as duas
primeiras PC descrevem 86,94 % da variancia total dos dados originais, sendo que PC1
discrimina 77, 06 % dos dados e PC2, 9,87 %. A tabela de pesos ou loadings (figura 54C)
indica quais descritores mais influenciaram na separacao dos compostos. Os valores
(absolutos) de pesos mais altos para os descritores geométricos e intrinsico (ASA H,
Avaw € Vyaw), indices topoldgicos (Ipiatt, Irandic, IHyper Wiener, Iszeged € Iwiener), hidrofobico
(ClogPwwm), misto (RM) e descritores constitucionais (n° de atomos ¢ MM) ressaltam a

influéncia de tais descritores no processo de separagao dos compostos em PC1 e variaram
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de 0,25 ¢ 0,29. Em PC2, os descritores Etor (termodinamico) e CHELPG C6 (eletronico)
influenciaram mais a discrimina¢ao dos dados e apresentaram valores (absolutos) de peso

0,57 e 0,55, respectivamente.

Quanto ao grafico de escores (Figura 54D), os resultados foram complementares
aos dados obtidos no HCA de amostras. Os compostos com valores mais positivos em
PC1, ou Fator 1, s3o os mesmos compostos agrupados em B no HCA de amostras (ver

linha vermelha separando compostos dos grupos A e B, figura 54D).

O fato de PC1 explicar 77 % dos dados originais e das propriedades moleculares
com maior peso serem de natureza geométrica, topologica, hidrofébica, mista, intrinseca
e constitucional, permitem inferir que compostos mais volumosos e hidrofobicos
favorecem a atividade frente a forma epimastigota do 7. cruzi, corroborando com estudos

anteriores do nosso grupo de pesquisa (PALACE-BERL, 2012).

O diagnostico de amostras atipicas (outliers) foi realizado por meio do grafico de
residual de amostras versus distancia de Mahalanobis (MAHALANOBIS, 1936), 7
componentes (figura 55). O limite residual da amostra foi baseado em noventa e cinco
por cento de intervalo de confianga definido internamente no programa Pirouette 3.11 ¢
as linhas limitrofes encontram-se em vermelho na figura 55. O composto BSF-6 ¢ a NF
ultrapassaram pouco apenas uma das linhas limitrofes, o que ndo ¢ suficiente para serem
considerados amostras atipicas. O composto BSF-6 possui substituinte cicloalquila de
cinco membros e apresentou atividade moderada. A NF, por outro lado, possui estrutura
muito similar aos compostos benzeno substituidos e apresentou baixa atividade.
Tratando-se de um conjunto com variedade estrutural e considerando-se que tais amostras
podem estar dentre os 5 % das amostras consideradas normais, em 95 % de confianca, ja
que excederem apenas uma das linhas limitrofes, optou-se por manté-las no conjunto de

dados e ndo as considera-las como atipicas.
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Residuos das amostras

Distancia de Mahalanobis

Figura 55. Grafico da distancia residual das amostras em
relacio a distincia de Mahalanobis do conjunto de 34
compostos S-nitrofurfurilidénicos e nifuroxazida (N = 35).
Considerado 7 componentes principais na analise.
Visto que houve um padrao do conjunto de dados indicando que substituintes
volumosos e hidrofobicos favorecem a atividade frente a forma epimastigota do 7. cruzi,
foi desenvolvida a analise exploratoria para o conjunto de dados dividido em compostos

benzeno substituidos (21 compostos e NF) e compostos nao benzeno substituidos (13

compostos com substituintes alifaticos, cicloalquila, heterociclicos e naftila).

O subconjunto de compostos ndo benzeno substituidos, apos a selecdo de
descritores, foi constituido de uma matriz composta por 7 descritores e 13 amostras (N =
13). O valor absoluto de corte utilizado para o coeficiente linear de Pearson na selegao

dos descritores foi de 0,35.

A analise de HCA apresentou dois grupos de compostos: grupo (A) com 69% de
similaridade e apenas 2 compostos, € grupo (B) com 34,1% (figura 56A). O grupo (A) €
constituido pelos compostos BSF-20 [-CsHi7] e BSF-26 [2-naphthyl], agrupados na
analise anterior do conjunto de N = 35 em meio aos compostos benzeno substituidos.
Estes dois compostos apresentam propriedades de volume e lipofilicidade mais elevadas
em relagdo aos demais compostos deste subconjunto N = 13. O grupo (B) foi dividido
em dois subgrupos, (B’) com 36,7% de similaridade e subgrupo (B”), com 52,8%. No
subgrupo (B”) encontra-se o composto de baixa atividade BSF-2[-CH>CN], agrupando-

se com compostos de volume menor deste conjunto, BSF-1 [-CH3] e BSF-4 [-OC2Hs].
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Figura 56. Resultados da analise exploratéria do conjunto de 13 compostos
derivados furfurilidenicos, ndo benzeno substituidos. (A) Dendrograma do HCA de
amostras: compostos agrupados em dois grandes grupos: A (SI de 0,69, compostos mais
volumosos) e B (IS de 0,34, compostos menos volumosos). Quadrados pretos (m) ao
final das linhas do dendrograma indicam os compostos mais volumosos. IS: indices de
similaridade; M: compostos com atividade mediana frente a forma epimastigota de 7.
cruzi; L: compostos com baixa atividade. Resultados da analise de PCA: (B) selecao de
fatores ou de PC; (C) tabela de pesos (loadings), em destaque descritores com alto valor
de pesos; (D) grafico de escores entre PC1 e PC2, que somaram 86,11% da variincia
total dos dados originais. A linha continua vermelha divide os compostos de forma
correspondente aos agrupados no HCA, grupos A e B. Os compostos mais volumosos
estdo em losango preto (#).

Na analise de componentes principais (figura 56B), as duas primeiras PC
descreveram 86,11 % da variancia total dos dados originais, sendo 65,56 % para PCI1 e
23,56 % para PC2. De acordo com a tabela de pesos ou loadings (figura 56C), os
descritores geométrico (ASA H), topologico (Inarary), hidrofébico (ClogPwwm), misto
(RM, hidrofobico/estereoquimico) e constitucional (MM) apresentaram maiores valores
absolutos em PCI, variando entre 0,40 e 0,47. Em PC2, os descritores que mais
influenciaram a separacdo dos dados foram os eletronicos, CHELPG_ 09 (0,68) e
CHELPG (9 (0,68). As cargas CHELPG, na posigdo 9, correspondem aos atomos do
grupo carbonila dos compostos (oxigénio e carbono), por¢ao da estrutura onde ¢ realizada

a substitui¢do molecular.

Quanto ao grafico de escores (Figura 56D), os resultados foram complementares

aos obtidos no HCA de amostras. Os compostos com valores mais positivos em PC1, ou
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Fator 1, s@o os mesmos compostos agrupados em A (HCA de amostras) (ver linha
vermelha separando compostos dos grupos A e B, figura 56D). Verificou-se que para o
subconjunto de compostos ndo benzeno substituidos o padrdo de discriminagdo foi
semelhante a anélise realizada para o conjunto completo (N = 35), em que propriedades
geométricas, topolodgicas, de hidrofobicidade e constitucionais, além de eletronica, sao

relevantes para atividade bioldgica.

O diagnostico de amostras atipicas, realizado por meio da distdncia de
Mahalanobis (MAHALANOBIS, 1936), esta apresentado na figura 57. Considerou-se o
intervalo de confianga de 95 %, implementado internamente no programa Pirouette 3.11.
Observa-se que os compostos ndo ultrapassaram o limite considerado, ou seja, os
descritores selecionados foram suficientes para descrever as caracteristicas estruturais do

conjunto de dados.

Residuos das amostras

Distancia de Mahalanobis

Figura 57. Grafico da distancia residual das amostras em
relacio a distincia de Mahalanobis do conjunto de 13
compostos S-nitrofurfurilidénicos e nifuroxazida (N = 13).
Considerado 5 componentes principais na andlise.

A andlise exploratéria do conjunto de 21 compostos, incluindo a nifuroxazida foi
desenvolvida com a tabela de dados, apos a selegdo de descritores, composta por 16
colunas (15 descritores e atividade bioldgica) e 22 linhas (N = 22). O valor de corte
utilizado para o coeficiente linear de Pearson na sele¢ao de descritores foi de 0,55 (valor

absoluto). Os dados estdo apresentados na figura 58.

Na anélise de HCA os compostos do conjunto foram separados em dois grupos:

A, com 33,8 % de similaridade, e B, com 48,8 % de similaridade (figura 58A).
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Figura 58. Resultados da analise exploratéria do conjunto de 21 compostos
derivados furfurilidenicos benzeno substituidos e nifuroxazida. (A) Dendrograma
do HCA de amostras: compostos agrupados em dois grandes grupos: A (IS de 33,8%,
compostos menos volumosos € menos ativos) e B (IS = 48,8%, compostos volumosos e
hidrofobicos). Quadrados pretos (m) ao final das linhas do dendrograma indicam os
compostos mais ativos. IS: indices de similaridade; H: compostos com alta atividade
frente a forma epimastigota de 7. cruzi; M: compostos com atividade mediana; L:
compostos com baixa atividade. Resultados da analise de PCA: (B) sele¢ao de fatores
ou de PC; (C) tabela de pesos (loadings), em destaque descritores com alto valor de
pesos; (D) grafico de escores entre PC1 e PC2, que somaram 81,67% da variancia total
dos dados originais. A linha continua vermelha divide os compostos de forma
correspondente aos agrupados no HCA, grupos A e B. Os compostos mais ativos estao
em losango preto (#).

O agrupamento A ¢ constituido por compostos com valores de ClogP
(lipofilicidade) mais baixos, mais hidrofilicos. Neste grupo encontram-se compostos de
baixa atividade frente a forma epimastigota do 7. cruzi, além da NF. Excecdo foi o
composto BSF-23 [-CsH4-4-N(CH3)2], que se agrupou em B, no subgrupo B”,
provavelmente devido a similaridade topologica, principalmente com o composto BSF-

21 [-CsH4-4-iso-C3H7], como verificado na analise realizada do conjunto de N = 35.
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No agrupamento B, os compostos de maior atividade foram agrupados no
subgrupo B’, compartilhando 69,4 % de similaridade. O composto BSF-28 [-C¢Hs-4-terc-
C4Ho], de atividade bioldgica moderada, foi agrupado com o composto BSF-27 [-C¢H4-
4-C4Ho] (IS = 0,907), por serem isdmeros constitucionais com alteragcdo na cadeia, como
observado na analise para N =35. O composto BSF-29 [-C¢Hs-4-OC3H7] se agrupou com
os compostos BSF-27 e BSF-28 (IS = 0,798) devido a semelhanga estrutural.

De acordo com a sele¢do de componentes principais (figura 58B) as duas
primeiras PC descreveram 81,67 % da variancia total dos dados originais, sendo 68,76 %
paraa PCl1 e 12,91 % para a PC2. Na tabela de pesos ou loadings (figura 58C) os valores
de pesos para os descritores termodinamicos (Etor), geométricos e intrinseco (ASA, Avaw
e Vvaw), topologicos (Ipiatt, IRrandic, IHyper Wiener, ISzeged © Iwiener), de hidrofobicidade
(ClogPwwm), mistos (RM) e constitucionais (n° de &tomos) foram maiores em PC1 (valores
absolutos entre 0,21 e 0,29), salientando sua influéncia no processo de separagao dos
compostos. Para PC2, o descritor termodinamico Ei.4 apresentou o maior valor de peso

(0,508) tendo papel importante na discriminag¢do das amostras.

No grafico de escores (Fig. 58D), os compostos com valores mais positivos em
PC1 correspondem aos compostos agrupados no grupo B do HCA de amostras (ver linha
vermelha separando compostos dos grupos A e B). Os compostos mais ativos
correspondem aos losangos em preto na figura 58D. Os demais compostos do subgrupo

B” estdo destacados em azul.

Considerando que PC1 explica 68,76 % dos dados originais e os descritores que
influenciaram mais o processo de separacdo, pode-se inferir que compostos mais
volumosos e hidrofobicos favorecem a atividade frente a forma epimastigota do 7. cruzi,

como observado na analise do conjunto com N = 35.

O diagnostico de amostras atipicas para este conjunto de N = 22, considerando o
intervalo de confianca de 92 %, estd apresentado na figura 60. Os compostos ndo
ultrapassaram o limite considerado, indicando que as propriedades moleculares
consideradas na andlise foram suficientes para descrever os compostos do conjunto de

dados.
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Residuos das amostras

Distincia de Mahalanobis

Figura 59. Grafico da distancia residual das amostras em
relacio a distincia de Mahalanobis do conjunto de 21
compostos S-nitrofurfurilidénicos e nifuroxazida (N = 22).
Considerado 11 componentes principais na analise.

Comparando os dados obtidos na analise exploratéria do conjunto total de
compostos com N = 35 e dos subconjuntos com e sem substituintes fenila, N =22 e N =
13, é observado que os descritores ASA e ASA H (geométricos), indices topologicos,
RM (misto; estereoquimico/hidrofobico) e ClogPwm (hidrofobicidade) foram
selecionados como importantes no processo de separacdo, com valores altos de pesos em
PC1, e estariam relacionados a atividade anti-7. cruzi. As propriedades estereoquimicas
e de particao (ClogP) de dois compostos, BSF-2 [-CH.CN] (ndo benzeno substituido com
baixa atividade bioldgica) e BSF-35 [-C¢Hs-4-CsHs | (entre os mais ativos), podem ser

visualizadas nas figuras 60A e 60B, respectivamente.

Na figura 60A, a superficie de acessibilidade ao solvente foi calculada e gerada
com o programa ViewerLite 5.0, utilizando uma molécula de 4gua, de 1,4 A de raio, como
sonda. A superficie molecular traduz a forma molecular dos compostos. A diferenca de
forma (relacionada ao volume) entre os dois compostos ¢ evidente. O composto mais
ativo (BSF-35) ¢ mais volumoso. Os valores dos descritores de area superficial de
acessibilidade ao solvente, ASA e ASA_H, também apresentaram valores mais elevados
para o composto BSF-35. As regides das estruturas salientadas com pontos pretos
correspondem as areas de atomos hidrofobicos, que equivale ao descritor ASA H (|qi| <

0.125; |qi| € o valor absoluto de cargas parciais dos atomos).

Os mapas de potencial lipofilico (MPL) (figura 60B) foram calculados sobre a
superficie molecular dos compostos (SYBYL 8.0) e fornece a informagdo do balango

hidréfilo/lipofilo na estrutura molecular. A cor azul corresponde as regides mais
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hidrofilicas e a cor marrom as regides mais hidrofébicas. Para o composto BSF-35 (mais

ativo), a cor marrom esta concentrada principalmente na regido do grupo substituinte.

Figura 60. Visualizacdo de propriedades estereoquimicas /
geométrico e hidrofébicas para os compostos BSF-2 e BSF35: (A) A
propriedade ASA e ASA_H foi visualizada no programa ViewerLite 5.0
(superficie ASA gerada com solvente de raio 1,4 A, 4gua) e apresentada
em formato transparente. Pontos pretos (@) correspondem aos atomos
hidrofobicos, referente a ASA H (|qi| < 0.125; em que |qi| ¢ o valor
absoluto de cargas parciais dos 4tomos). Os compostos sdo apresentados
na forma de bastdo (atomos de carbono em cinza, oxigénios em
vermelho, nitrogénios em azul e hidrogénio sdo mostrados em branco),
log1/ICso (M) das quatro cepas na forma epimastigota do 7. cruzi; (B)
Mapa de potencial lipofilico foi calculado no programa SYBYL 8.0 e o
esquema de cores mostra regides hidrofobicas em marrom (0,13) e
regides hidrofilicas na cor azul (-0,13); os valores Clog P foram
calculados usando o software Os compostos sao apresentados no modelo
bastdo (atomos de carbono estdo na cor cinza claro, oxigénio em
vermelho, nitrogénio em azul e hidrogénio em verde).

Os dados obtidos na analise exploratoria foram de grande valia pois permitiram
visualizar padrdes entre o conjunto total de compostos e respectivos subconjuntos,

salientando descritores e caracteristicas moleculares para os compostos que apresentaram

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl



136

diferentes gradientes de atividade (mais € menos ativos) frente a forma epimastigota do

T. cruzi.

6.4.4 Analise QSAR multivariada

Assim como na andlise exploratoria, os dados considerados para a constru¢ao dos
modelos QSAR foram tratados e selecionados previamente, como descrito na sec¢ao
Materiais ¢ Métodos. Provendo-se dos dados de distribuicao de descritores em relacao a
atividade biologica (graficos de dispersdo; programa Pirouette 3.11), apenas descritores
que ndo apresentaram correlagdo (por ex. descritor x25, figura 53) foram descartados. Tal
analise foi realizada para cada cepa, de forma independente. Os descritores retirados
foram os mesmos para as 4 cepas ¢ estao listados a seguir: GAP, CHELPG N (-NO»),
CHELPG _C5, ¢l (C9-N8-N7=C6), 02 (09=C9-N8-HS), ¢3 (N8-N7=C6-H6), 94 (N8-
N7=C6-C2), Dreiding, PSA, HBD, HBA e RB. Os graficos de dispersio estdo disponiveis

no Anexo 7.

Com objetivo de visualizar a frequéncia dos valores de logl/ICso para cada cepa
de T. cruzi estudada, assim como a faixa de variacdo da atividade em unidades
logaritmicas para o conjunto de compostos, mais a nifuroxazida (N = 35), construiram-se
histogramas e graficos de dispersao, que estdo apresentados na figura 61. Observa-se que
os histogramas se apresentam de forma simétrica, para as cepas Silvio X10cll e Y, e

assimétrica para as demais cepas. Nenhum deles apresentou distribui¢do bimodal.

Quanto aos intervalos de logl/ICso, na cepa Silvio X10 cll a variagdo foi entre
5,71 a 3,52, na cepa Y entre 5,93 a 3,52, na cepa Bug 2149 cl10 entre 5,74 a 3,52 e ana
cepa Colombiana variou entre 5,61 a 3,73. Preconiza-se que a obtencdo de modelos de
previsdo ¢ facilitada em conjuntos de dados que apresentam maiores intervalos de
atividade, geralmente de 2 ou mais unidades de logaritmicas (ABRAHAM, 1994). A
unica cepa que ficou abaixo do valor de duas unidades logaritmicas foi a cepa
Colombiana, com diferenca de 1,88. As demais cepas apresentaram diferengas superiores

a 2 unidades logaritmicas.

A classificag@o dos intervalos de atividade linearizada foi realizada na etapa de

analise exploratoria de dados e foi considerada na etapa de constru¢ao de modelos QSAR.
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Figura 61. Distribuicao dos dados de atividade anti-7. cruzi, convertida
em poténcia (logl/ICso), de 34 compostos e nifuroxazida frente a forma
epimastigota das cepas Silvio X10 cl1, Y, Bug 2149 cl10 e Colombiana.
Histogramas demonstram a distribuicdo de frenquéncias de compostos em
relacdo a logl/ICso. Graficos apresentam a dispersao dos valores de
log1/1Cso, linhas pontilhadas vermelhas delimitam a faixa de dispersao.

Outras etapas de selecdo de varidveis foram realizadas no programa QSAR

modeling (MARTINS, FERREIRA, 2013). Com o filtro inicial, restaram 44 descritores
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(variaveis independentes). Como foram utilizados descritores de diferentes naturezas, os
dados foram autoescalados (pré-processamento).

Os valores absolutos dos coeficientes de correlagdo linear de Pearson entre
descritores e atividade linearizada, para as quatro cepas independentes, variaram entre 0,5

e0,1.

No programa QSAR modeling foram retirados descritores considerando como
valor (absoluto) de corte, referente a correlacdo linear com a atividade bioldgica, abaixo
de 0,3, que ¢ o valor de corte minimo indicado para gerar modelos QSAR (KIRALJ,
FERREIRA, 2009). Como resultado deste corte, obtiveram-se 19 descritores selecionados
para a cepa Silvio X10 cll, 22 para a cepa Y, e 17 descritores para as cepas Bug 2149
cl10 e Colombiana. As matrizes de dados resultantes foram submetidas a etapa de selegdo
de variaveis (com método de selecao de preditores ordenados, OPS) e de construgdo de
modelos QSAR (regressdo por quadrados minimos parciais, PLS). As condigdes
utilizadas para gerar os modelos foram as descritas na se¢do Materiais e Métodos. Os

dados estatisticos de validagdo interna para cada cepa estdo apresentados na tabela 26.

Valores estatisticos minimos para modelos de regressao aceitaveis em QSAR sdo
Q%100 > 0,5 e R? > 0,6 (TROPSHA, GRAMATICA, GOMBAR, 2003; GOLBRAIKH,
TROPSHA, 2002) e a diferenga entre as duas medidas estatisticas ndo deve ultrapassar
0,2 ou 0,3. Os valores de R? indicam o ajuste do modelo e de Q* Loo a capacidade de
previsdo interna do modelo gerado com o conjunto de treinamento (FERREIRA,
KIRALJ, 2011, KIRALJ, FERREIRA, 2009). De acordo com tais parametros de
validagdo de modelos QSAR, ndo se obteve modelos validos (tabela 26). A diferenca
entre os valores de R? e de Q? Loo ultrapassou 0,2, indicando o nio sobreajuste do modelo.
Além do mais, os valores de Q?Loo ficaram abaixo do valor limite de 0,5 ¢ os de R? foram

iguais (cepa Silvio X10 cl1) ou abaixo de 0,6.
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Tabela 26. Parametros estatisticos da analise QSAR multivariada para 34 compostos
derivados do S-nitrofurano e nifuroxazida frente as cepas Silvio X10 cl1, Y, Bug 2149
cl10 e Colombiana da forma epimastigota do 7.cruzi

Dados da Dados da Dados da Dados da
Parametros® cepa cepa cepa cepa
Silvio X10 cl1 Y Bug 2149 cl10 Colombiana
Nb 35 35 35 35
Q%Lo0° 0,36 0,29 0,25 0,36
R 0,60 0,53 0,51 0,57
R2-Q? Loo°® 0,25 0,24 0,27 0,21
RMSECVf 0,31 0,37 0,31 0,31
RMSEC® 0,25 0,30 0,25 0,26
Re/" 0,64 0,58 0,53 0,62
Real 0,78 0,73 0,72 0,75
PRESS./ 3,41 4,71 3,46 3,36
PRESSc* 2,10 3,11 2,22 2,28
VL! 4 4 3 4

Equacdes nio escaladas:
Log1/ICso siviox10 e11 = 7,89 + 0,00 Itiyper wiener — 0,01 MM + 0,00 Iszeged — 0,03 IHarary
+ 0,31 ClogPwm — 0,01 Vyaw + 0,03 Egenp

LOgl/ICSO Y & 3,63 + O,O4 ISzeged + 0,00 IHyper Wiener - 0716 IHyper Polarity +
0,27ClOgPWM + 0,02 MM — 0701 IWiener

Log1/ICs0 Bug 2149 eno = 7,09 + 0,01 ASA H — 0,07 RM + 0,00 Itiyper wiener
- 0,01 ASA+ 0,04 Egenp

LOgl/ICSO Colombiana = 6,80 + 0,39 ClogPWM - 0,01 RM + 0,00 IHyper Wiener
-0,01 MM + 0,00 Etror+ 0,29 Erumo

a: validagdo cruzada removendo uma amostra por vez (sele¢do OPS e regressdo PLS);
b: mimero de variaveis independentes do conjunto;

c: coeficiente de correlagdo de validagdo cruzada;

d: coeficiente de determinacao multipla;

e: diferenca entre R? e Q2 Loo;

f: raiz quadrada do erro médio da validagdo cruzada;

g: raiz quadrada do erro da calibragdo;

h: coeficiente de correla¢do de Pearson da validagao cruzada;

i: coeficiente de correlagdo de Pearson da calibragio;

j: soma dos quadrados dos erros de predi¢ao da validacdo cruzada;
k: soma dos quadrados dos erros de predigdo da calibragéo;

I: nimero de variaveis latentes.

Na etapa de analise exploratoria de dados, observou-se a separacao dos compostos
benzeno e nao-benzeno substituidos. Entdo, optou-se na presente etapa do estudo de
realizar a andlise QSAR multivariada para o subconjunto de compostos benzeno
substituidos (N = 22; 21 compostos + NF). No dendrograma do HCA de amostras (figura
62), destacam-se os compostos com substituintes fenila dentre o conjunto total.

A construcao de modelos QSAR para conjunto completo (N = 35) ndo se mostrou

adequada, provavelmente, porque as propriedades moleculares calculadas (2D; limitacao)
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ndo foram suficientes para traduzir a variedade estrutural dos compostos do conjunto

investigado.

Figura 62. Dendrograma do HCA de amostras: compostos
benzeno substituidos indicados com quadrados pretos (m) ao final
das linhas do dendrograma. IS: indice de similaridade; H:
compostos com alta atividade frente a forma epimastigota de T.
cruzi; M: compostos com atividade mediana; L: compostos com
baixa atividade.

A analise QSAR multivariada para o conjunto N = 22 iniciou-se com a analise de
distribuicao da atividade bioldgica linearizada. Construiram-se os histogramas e graficos
de dispersao (figura 63). Os histogramas se apresentaram de forma simétrica para a cepa
Silvio X10 cll e assimétrica para as demais cepas. Quanto aos intervalos de log1/ICso as
faixas (valores) nao foram alteradas em relacdo ao conjunto total. A classificacao dos
intervalos de atividade linearizada (compostos mais ativos, de atividade moderada e

menos ativos) foi mantida para todas as analises de relagdes estrutura-atividade.
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Figura 63. Distribuicio dos dados de atividade anti-7. cruzi,
convertida em poténcia (logl/ICso), de 21 compostos benzeno
substituidos e nifuroxazida frente a forma epimastigota das cepas
Silvio X10 cl1, Y, Bug 2149 cl10 e Colombiana. Histogramas
demonstram a distribui¢do de frenquéncias de compostos em relagdo a
log1/1Cso. Graficos apresentam a dispersao dos valores de log1/ICso,
linhas pontilhadas vermelhas delimitam a faixa de dispersao.

A selegdo de descritores por graficos de dispersdo (cada descritor em relagdo a
atividade bioldgica) para os conjuntos de N = 22 foi realizada na etapa de andlise

exploratoria, conforme ja descrito, € os descritores retirados foram iguais para as 4 cepas
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[Enb, GAP, CHELPG N (-NOz), CHELPG CS5, ¢1 (C9-N8-N7=C6), ¢2 (09=C9-N8§-
H8), 3 (N8-N7=C6-H6), ¢4 (N8-N7=C6-C2), Pi-energy, PSA, HBD, HBA e RB]. A
tabela final de dados continha 43 descritores (varidveis independentes), que foram

autoescaladas no programa QSAR modeling.

Os valores de correlacao linear de Pearson entre descritores e atividade linearizada
para as quatro cepas independentes variaram entre 0,5 e 0,1 para a cepa Colombiana e
entre 0,7 ¢ 0,1 para as demais cepas. Realizou-se o corte de correlagdo linear no valor
absoluto de 0,3 para todas as cepas. Como resultado, obtiveram-se 32 descritores

selecionados para a cepa Silvio X10 cll e 30 descritores para as demais cepas.

As matrizes de dados resultantes foram submetidas as etapas de selecdo de
variaveis (método de sele¢do de preditores ordenados, OPS) e constru¢do de modelos
QSAR (regressao por quadrados minimos parciais, PLS). Consideraram-se as seguintes
condig¢des: nimero maximo de VL =4, para as quatro cepas (N =22); nimero de VL para
o modelo = 3, para todas as cepas, que foi atribuido ap6s verificagdo dos pardmetros de
RMSEC e Q? na validagdo cruzada removendo uma amostra; janela de 3 descritores
(nimero inicial de descritores considerados no OPS), com incremento de 1; 90 % das
variaveis analisadas; escolha de todos os vetores para ordenar os descritores; e

classificagdo dos dez melhores modelos por Q? Loo.

A escolha do melhor modelo considerou os valores de Q%*.00, que se refere a
capacidade de previsdo interna do modelo gerado com o conjunto de treinamento
referente a capacidade preditiva, bem como os valores de R?, a fim de verificar o ajuste
do modelo. A diferenga entre Q*.oo ¢ R? (Q*Loo - R?<0,2) também foi considerada, além

de presenga de amostras atipicas.

O melhor modelo gerado para a cepa Silvio X10 cll (equacao 9) apresentou 3
descritores e 1 VL, com 71,7 % da informacgao original. Os descritores selecionados foram
o coeficiente de parti¢do calculado pelo método de pesos do programa Marvin Beans
16.5.30.0 (ClogPwm) e os pardmetros termodinamicos Estrectcn (contribuicio

intramolecular de energia de deformacao axial e Etor (energia potencial total).
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Modelo PLS gerado para cepa Silvio X10 cl1:
Logl/ICso = 2,86+ 0,24(ClogPwm) + 0,03(Estrectch) +0,01(EToT)
[Equagdo 9]
N =22; Q*Loo = 0,72; RMSECV = 0,25; Rey= 0,85; PRESS., = 1,36 (SSy = 4,82);
R?=0,77, RMSEC = 0,23; Rca = 0,88; PRESScai = 1,12.
Outliers = 0 (limite de confianga de 95 %)

Os valores de Q*Loo e R? foram 0,72 e 0,77, respectivamente, ¢ a diferenca entre
tais medidas foi 0,05, o que indica que nao ha sobreajuste no modelo. Os valores de
RMSEC e RMSECV, ou SEV, foram 0,23 e 0,25, respectivamente. Os valores de
PRESS., devem ser menores do que a soma dos quadrados dos valores de resposta (SSY)

(WOLD, ERIKSSON, 1995): PRESS.y = 1,36 ¢ SSY = 4,82.

Na tabela 27 encontram-se as diferencas da atividade linearizada calculada pelo modelo
(pICsocalc) € a atividade experimental (pICsoexp) (residuos), que ndo excederam dois
desvios padrao da média dos residuos do modelo (limite de confianga de 95 %). Logo,
nao houve amostras atipicas (outliers). O grafico de valores de atividades calculada e

experimental esta apresentado na figura 64.
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Tabela

Atividade

linearizada
experimental e calculada pelo modelo de 21
compostos e nifuroxazida frente a forma

epimastigota da cepa Silvio X10 cl1

Composto Logl/ICsp Logl1/ICsy Residuos
S (cal) (exp)

BSF-8-M 4,58 4,51 0,08
BSF-11-M 4,63 4,56 0,07
BSF-13-M 4,59 4,82 0,23
BSF-16-L 4,38 4,43 0,05
BSF-17-M 4,77 491 0,14
BSF-18-M 4,47 4,84 0,37
BSF-19-M 4,60 4,69 0,09
BSF-21-H 4,88 5,22 0,34
BSF-22-M 5,40 4,99 0,41
BSF-23-L 4,27 4,00 0,27
BSF-24-M 4,85 4,86 0,01
BSF-25-L 4,44 4,28 0,16
BSF-27-H 5,21 5,32 0,12
BSF-28-M 5,20 4,86 0,34
BSF-29-M 4,97 4,89 0,08
BSF-30-M 4,57 4,56 0,01
BSF-32-M 4,68 4,59 0,09
BSF-33-H 5,20 5,36 0,17
BSF-34-H 5,01 5,29 0,28
BSF-35-H 5,61 5,71 0,10
BSF-36-M 491 491 0,00
NF 3,60 3,52 0,08
DP 0,20
2DP 0,40

Modelo obtido no programa QSAR modeling
utilizando como métodos de selecdo e regressao OPS
LOgl/ICso (exp)*
experimental, Logl/ICso (a: atividade linearizada
calculada; DP: desvio padrdo dos residuos; 2DP: duas

e PLS.

atividade

vezes o desvio padrao dos residuos.

linearizada

6,00
L]
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Figura 64. Dispersio da atividade
linearizada experimental (Logl/ICso
(exp)) e calculada pelo modelo
(Logl1/ICs0 (cay) de 21 compostos e
nifuroxazida frente a forma
epimastigota da cepa Silvio X10 cll.
Modelo obtido no programa QSAR
modeling utilizando como métodos de
selecao e regressao OPS e PLS. Linha
pontilhada representa a linha de
tendéncia linear dos dados.

No procedimento de validagao cruzada LNO, recomenda-se que pelo menos até

20 a 30 % das amostras do conjunto de dados sejam retiradas para verificar a robustez do

modelo, em conjuntos pequenos. No caso de réplicas, o valor de dois desvios padrdo da

média das réplicas ndo deve ultrapassar 0,1, incluindo o N critico (KIRALJ, FERREIRA,

2009). No presente conjunto de dados, o processo foi desenvolvido em triplicata e o N

critico foi alcangado quando 50 % das amostras (11 compostos) foram retiradas. Ainda,

os valores médios de Q?*.no € Q*Loo foram préximos. Os dados obtidos estdo apresentados

na tabela 28. Na figura 65, encontram-se ilustrados os valores médios de Q?Lvo @ medida
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que as amostras foram retiradas (N =2 a 12; N = 1 corresponde ao modelo original, LOO;

Q%00 = 0,72, primeira linha da tabela 28).

Tabela 28. Resultados da validacdo cruzada do  %°%
modelo PLS retirando N compostos (LNO) o0 | * 8 & 8 g ; } s ®
gerado para 21 compostos e nifuroxazida frente 0,600 %

a cepa Silvio X10 cl1 2 0,500
A 0,400
QXino QYno Q%vo Q%no 0,300
N @ I  JdI) média 2DP 8;200
Q%00 0,72 0,72 0,72 0,72 0,00 g-;gg
2 0,72 0,72 0,72 0,72 0,01 ’ 1 2 3 456 7 8 9 1011 12 13
3 0,72 0,70 0,73 0,72 0,03 N
4 0,73 0,71 0,71 0,71 0,02
S 0,70 0,70 0,71 0,70 0,02 Figura 65. Resultados da
6 0,66 0,69 0,68 0,68 0,03 yalidagio cruzada do modelo
7 0,74 0,73 0,66 0,71 0,08  pL§ retirando N compostos
8 0,70 0,74 0,65 0,70 0,09 (1 NQ), gerado para 21 compostos
9 0,72 0,71 0,69 0,71 0,03 ¢ pifuroxazida frente a cepa Silvio
10 0,75 0,74 0,71 0,73 0,04 X10 cll. Resultados apresentados

11 0,60 068 058 0,62 0,10 ¢y triplicata e desvio padrio; N:

12 0,71 0,60 0,69 0,67 0,12 pymerode compostos removidos de
Valor critico de retirada de compostos indicado em negrito. cada vez na validagio cruzada;
N: niimero de compostos removidos de cada vez na validagdo , . . ~ >
cruzada; Q%*wno: média da triplicata do coeficiente de Q LNO- Soeﬁmente de coqelagao de
correlagdo de validagdo cruzada retirando N compostos; valida¢do cruzada retirando N
LNO: leave-N-out; DP: desvio padrdo da triplicata dos compostos; LNO: leave-N-out.
valores de Q?*no; 2DP: duas vezes o desvio padrao.

O procedimento de aleatorizagao da atividade linearizada (vetor y), no programa
QSAR modeling, foi conduzido em 50 corridas ou aleatorizagdes, em triplicata, para
verificar a se 0 modelo original (“real”) foi obtido por chance ou ao acaso. Os resultados
foram avaliados de acordo com os critérios descritos na secao Materiais e Métodos, item
5.4.4. Os dados obtidos estdao apresentados na figura 66. Os valores de R?yrand € Q*Lo0Oyrand
foram menores de 0,4 e de 0,1, respectivamente (figura 66A), o que indica correlagdo
toleravel (TIMMERMAN et al., 2008, ERIKSSON et al., 2003). Todos os valores obtidos
na aleatorizagdo referem-se a modelos de ma qualidade e inferiores ao modelo original
(dados do modelo original destacado em vermelho na figura 66A).

Na figura 66B estdo apresentados os dados relacionados ao coeficiente de
correlagdo de Pearson entre os dados de resposta embaralhados e do modelo original para

50 corridas. Nos graficos Q?(yrand) versus Ryrandy) € R%(yrand) versus Riyrand.y), 0s valores de
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interceptos foram de -0,41 e 0,06, respectivamente, e portanto, dentro dos valores

considerados aceitaveis (ERIKSSON et al., 2003).

A

Figura 66. Testes de aleatorizacdo do Logl/ICso do modelo PLS
gerado para 21 compostos e nifuroxazida frente a cepa Silvio X10
cll. Grafico (A): R? versus Q*wno; grafico (B): R(logl/ICson;
log1/ICs0) versus R? e Q*Loo. R?: coeficiente de determinagdo multipla;
Q%L00: coeficiente de correlacdo de validagdo cruzada retirando um
composto; R: coeficiente de correlagdo linear; Logl/ICsoqn: atividade
linearidade e aleatorizada. Linha vermelha em (A) delimita os valores
de R? e Q*Loo encontrados apos aleatorizagao da atividade. Dispersao
do R? em cinza e Q* .00 em preto. Valores destacados com quadrados
vermelho sdo os valores obtidos no modelo original.

Outro aspecto a ser considerado na avaliagdo dos modelos de QSAR ¢ a
compatibilidade entre os sinais de R (coeficiente de correlagdo de Pearson) de cada
descritor com os sinais dos respectivos coeficientes no modelo. Sinais inversos indica a
falta de consisténcia do modelo. De acordo com a tabela 29, os valores de R e dos
coeficientes do modelo para cada descritor foram compativeis quanto aos sinais. Tal dado

também foi observado nos sinais dos valores de pesos na analise de PCA (figura 58C).
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Entdo, o modelo gerado ¢ consistente em termos de informagdo conferida pelas

propriedades moleculares presentes na equagao.

Tabela 29. Coeficientes lineares de Pearson e
coeficientes dos descritores do modelo PLS gerado para
21 compostos e NF frente a cepa Silvio X10 cll1

Coeficientes do

R modelo
EsTrETCH? 0,748 0,031
Eror” 0,737 0,013
ClogPwm* 0,739 0,240

R: correlagdo linear de Pearson; a: contribuicdo de energia
intramolecular de deformacdo axial; b: Energia potencial total
(soma de todas as contribuigdes de energia intramolecular); e c:
coeficiente de parti¢do calculado pelo método de pesos do
programa, considerado pesos iguais para os métodos de
VISWANADHAN et al., 1989, KLOPMAN et al, 1993 e

PHYSPROP® database.

Com objetivo de identificar se os descritores fornecem informagdes independentes

ao modelo calculou-se a matriz de correlacdo cruzada entre pares de descritores do

modelo (tabela 29). Os valores absolutos de R foram menores que 0,7 (TIMMERMAN

et al., 2009), indicando que cada descritor fornece informacgao inica ao modelo.

Tabela 30. Matriz de correlacio linear cruzada dos
descritores do modelo PLS gerado para 21 compostos e
nifuroxazida frente a cepa Silvio X10 cl1

Estrerci  Etor  ClogPwm

EsTrRETCH?
Eror?
ClogPwwm*

1
0,665 1
0,553 0,509 1

a: contribuicdo de energia intramolecular de deformacdo axial; b: Energia
potencial total (soma de todas as contribui¢cdes de energia intramolecular); c:
coeficiente de parti¢do calculado pelo método de pesos do programa,
considerado pesos iguais para os métodos de VISWANADHAN et al., 1989,
KLOPMAN et al., 1993 e PHYSPROP® database.

O melhor modelo gerado para a cepa Y (equacao 10) apresentou 4 descritores e 2

VL, com 72,57 % da informagao original. Os descritores selecionados foram o coeficiente

de parti¢do calculado pelo método de pesos do programa Marvin Beans 16.5.30.0

(ClogPwwm) € os parametros termodindmicos Estrectch (contribui¢do intramolecular de
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energia de deformagao axial e Ei4 (contribui¢do de energia intramolecular do tipo 1-4) e

CHELPG_C2 (carga CHELPG do atomo de carbono 2).

Modelo PLS gerado para cepa Y:
Logl/ICso = 1,67 + 0,23(ClogPwm) + 0,02(Ei4) +  0,03(EstreTchH)
+5,23(CHELPG_C2)
[Equagdo 10]
N =22; Q*Loo = 0,67; RMSECV = 0,29; R.,= 0,82; PRESS., = 1,81 (SSy = 5,62);
R?=0,74; RMSEC = 0,25; Rca = 0,86; PRESScai = 1,42.
Outliers = 0 (limite de confianga de 95 %)

Os valores de Q*Loo e R? foram 0,67 e 0,74, respectivamente, ¢ a diferenca entre
tais medidas foi 0,04, o que indica que nao ha sobreajuste no modelo. Os valores de
RMSEC e RMSECV, ou SEV, foram 0,25 e 0,29, respectivamente. Os valores de
PRESS.y devem ser menores do que a soma dos quadrados dos valores de resposta (SSY)

(WOLD, ERIKSSON, 1995): PRESS.y = 1,81 e SSY = 5,62.

Na tabela 31 encontram-se as diferencas da atividade linearizada calculada pelo
modelo (pICsocalc) € a atividade experimental (pICsoexp) (residuos), que ndo excederam
dois desvios padrao da média dos residuos do modelo (limite de confianga de 95 %).
Logo, nao houve amostras atipicas (outliers). O grafico de valores de atividades calculada

e experimental esta apresentado na figura 67.
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Tabela 31. Atividade linearizada .
experimental e calculada pelo modelo de 21
compostos e nifuroxazida frente a forma 330 L o
epimastigota da cepa Y . _
Logl/ICx Logl/ICx §>0 \5'&
Compostos Residuos = o
(cal) (exp) e o
BSF-8-M 4,71 4,89 0,19 = %30 =
BSF-11-M 4,90 4,98 0,07 o0
BSF-13-M 4,66 4,93 0,27 S 4,00 .
BSF-16-L 4,66 4,61 0,05
BSF-17-M 5,04 5,04 0,00 3,50 e
BSF-18-M 4,70 493 0,24
BSF-19-M 4,88 5,04 0,16 3,00
BSF-21-H 5,21 5,41 0,19 3,00 4,00 5,00 6,00
BSF-22-M 5,59 5,15 0,43 LoeliCswa
BSF-23-L 4,25 4,00 0,25 Figura 67. Dispersio da atividade
BSF-24-M 5,15 5,01 0,14 Jinearizada experimental (Logl/ICso
BSF-25-L 4,71 4,36 0,41 (exp)) € calculada pelo modelo (Log1/ICso
BSF-27-H 5,34 5,51 0,17 (ca)) de 21 compostos e nifuroxazida
BSF-28-M 5,25 5,03 0,23 frente a forma epimastigota da cepa Y.
BSF-29-M 5,12 5,11 0,01 Modelo obtido no programa QSAR
BSF-30-M 4,76 4,85 0,09 modeling utilizando como métodos de
BSF-32-M 5,03 4,98 0,05 selecao e regressao OPS e PLS. Linha
BSF-33-H 5,23 5,47 0,24 pontilhada representa a linha de tendéncia
BSF-34-H 5,21 5,46 0,25 Jinear dos dados.
BSF-35-H 5,73 5,93 0,20
BSF-36-M 5,16 5,11 0,05
NF 3,49 3,50 0,01
DP 0,21
2DP 0,42

Modelo obtido no programa QSAR modeling
utilizando como métodos de selecdo e regressdo OPS
e PLS. Logl/ICsy (exp: atividade linearizada
experimental; Logl/ICso (can: atividade linearizada
calculada; DP: desvio padrdo dos residuos; 2DP: duas
vezes o desvio padrdo dos residuos.

No presente conjunto de dados, o processo foi desenvolvido em triplicata e o N
critico foi alcangado quando 36 % das amostras (8 compostos) foram retiradas. Ainda, os
valores médios de Q*.no € Q*Loo foram proximos. Os dados obtidos estdo apresentados
na tabela 32. Na figura 68, encontram-se ilustrados os valores médios de Q*.no a medida
que as amostras foram retiradas (N=2a 11; N =1 corresponde ao modelo original, LOO;

Q?Loo= 0,67, primeira linha da tabela 32).
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Tabela 32. Resultados da validacao cruzada do 0,800
modelo PLS retirando N compostos (LNO) 0700 "0 o g ¢ K % . { %

gerado para 21 compostos e nifuroxazida 08
frente a cepa Y Q000
Q*no Qo Q%vo Q%no 50“400

N @M  a () média PP gigg
Q%*o00 0,67 0,67 0,67 0,67 0,00 0’100
0,68 0,67 0,67 0,67 0,01 OJOOO

0,65 0,67 0,68 0,67 0,03
0,63 0,68 0,65 0,65 0,05
0,66 0,67 0,72 0,68 0,07 Figura 68. Resultados da validacio
0,68 065 0,60 064 008 cruzada do modelo PLS retirando
0,67 0,68 062 066 007 N compostos (LNO), gerado para
065 049 059 058 0,16 21 compostos e nifuroxazida frente
0,60 0,66 0,70 0,65 0,10 a cepa Y. Resultados apresentados
10 0,63 070 073 0,69 0,11 em triplicata e desvio padrio; N:

11 0,74 059 068 0,67 0,15 namero de compostos removidos de
Valor critico de retirada de compostos indicado em negrito. cada vez na validagdo cruzada;

N: niimero de compostos removidos de cada vez na validagdo 5 . ~
s S ; : coeficiente de correlagdo de
cruzada; Q%*wno: média da triplicata do coeficiente de Q’ino ¢

correlagdo de validagdo cruzada retirando N compostos; validagdo cruzada retirando N
LNO: leave-N-out; DP: desvio padrio da triplicata dos compostos; LNO: leave-N-out.
valores de Q?*no; 2DP: duas vezes o desvio padrao.

123 4567809101112
N

O R IO N b~ W

Os dados obtidos no procedimento de aleatorizagdo da atividade linearizada (vetor
») para este conjunto estdo apresentados na figura 69. Os valores de R?yrand € Q*LoOyrand
foram menores de 0,3 e de 0,1, respectivamente (figura 66A), o que indica correlagao
desprezivel ao acaso (ERIKSSON et al., 2003, TIMMERMAN et al., 2008). Todos os
valores obtidos na aleatorizag¢do referem-se a modelos de ma qualidade e inferiores ao

modelo original (dados do modelo original destacado em vermelho na figura 69A).

Na figura 69B estdo apresentados os dados relacionados ao coeficiente de
correlagdao de Pearson entre os dados de resposta embaralhados e do modelo original para
50 corridas. Nos graficos Q%(yrand) versus Ryandy) € R¥yrand) versus Ryandy), 0s valores de
interceptos foram de -0,55 e 0,05, respectivamente, e portanto, dentro dos valores

considerados aceitaveis (ERIKSSON et al., 2003).



151

Figura 69. Testes de aleatorizacdo do Logl/ICso do modelo PLS
gerado para 21 compostos e nifuroxazida frente a cepa Y. Grafico
(A): R? versus Q*Lno; grafico (B): R(logl/ICson; logl/ICso) versus R?
e Q%Loo. R?%: coeficiente de determinacao multipla; Q*Loo: coeficiente
de correlagdo de validagdo cruzada retirando um composto; R:
coeficiente de correlagdo linear; Logl/ICsor: atividade linearidade e
aleatorizada. Linha vermelha em (A) delimita os valores de R? e Q*.oo
encontrados ap0s aleatorizagao da atividade. Dispersdao do R? em cinza
e Q%*oo em preto. Valores destacados com quadrados vermelho sdo os
valores obtidos no modelo original.

Outro aspecto a ser considerado na avaliagdo dos modelos de QSAR ¢ a
compatibilidade entre os sinais de R (coeficiente de correlagdo de Pearson) de cada
descritor com os sinais dos respectivos coeficientes no modelo. Sinais inversos indica a
falta de consisténcia do modelo. De acordo com a tabela 33, os valores de R e dos
coeficientes do modelo para cada descritor foram compativeis quanto aos sinais. Tal dado
também foi observado nos sinais dos valores de pesos na analise de PCA (figura 58C).
Entdo, o modelo gerado ¢ consistente em termos de informagdo conferida pelas

propriedades moleculares presentes na equacao.
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Tabela 33. Coeficientes lineares de Pearson e
coeficientes dos descritores do modelo PLS gerado para
21 compostos e NF frente a cepa Y

Coeficientes do

R modelo
EstreTCH? 0,707 0,029
Ei4’ 0,519 0,018
ClogPwm* 0,720 0,232
CHELPG C2¢ 0,668 5,231

R: correlagdo linear de Pearson; a: contribui¢ao de energia intramolecular de
deformacdo axial; b: contribui¢do de energia intramolecular do tipo 1-4; c:
coeficiente de parti¢do calculado pelo método de pesos do programa,
considerado pesos iguais para os métodos de VISWANADHAN et al., 1989,
KLOPMAN et al., 1993 e PHYSPROP®O database; d: carga CHELPG do
atomo de carbono 2.

Com objetivo de identificar se os descritores fornecem informacgdes independentes
ao modelo calculou-se a matriz de correlacdo cruzada entre pares de descritores do
modelo (tabela 34). Os valores absolutos de R foram menores que 0,7 (TIMMERMAN

et al., 2009), indicando que cada descritor fornece informacgao tinica ao modelo.

Tabela 34. Matriz de correlacao linear cruzada dos descritores
do modelo PLS gerado para 21 compostos e nifuroxazida
frente a cepa Y

Estrerch E14 CHELPG_C2 ClogPwm
EstrETCH? 1
E1-4® 0,271 1
CHELPG_C2¢| 0,619 0,488 1
ClogPwm! 0,553 0,257 0,453 1

a: contribuicdo de energia intramolecular de deformagdo axial; b:
contribuicdo de energia intramolecular do tipo 1-4; c: carga CHELPG do
atomo de carbono 2; d: coeficiente de particao calculado pelo método de
pesos do programa, considerado pesos iguais para os métodos de
VISWANADHAN et al., 1989, KLOPMAN et al., 1993 ¢ PHYSPROPO
database.

O melhor modelo gerado para a cepa Bug 2149 cl10 (equagdo 11) apresentou 5
descritores e 3 VL, com 85,2 % da informacgao original. Os descritores selecionados foram
o coeficiente de particdo calculado pelo método de pesos do programa Marvin Beans
16.5.30.0 contribuicdo de energia intramolecular de deformacao axial (EstreTch); energia
potencial total (soma de todas as contribuigdes de energia intramolecular) (Etor);
coeficiente de parti¢ao calculado pelo método de pesos do programa, considerado pesos

iguais para os métodos de VISWANADHAN et al., 1989, KLOPMAN et al., 1993 e
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PHYSPROP®© database (ClogPwwm); superficie de acessibilidade ao solvente de todos os
atomos com carga parcial negativa (ASA-); superficie de acessibilidade ao solvente de

todos os atomos hidrofébicos (ASA_H).

Modelo PLS gerado para cepa Bug 2149 cl10:
Logl/ICso = 2,22 + 0,02(EstrectcH) + 0,01(Etor) + 0,01(ASA-) + 0,15(ClogPwwm)
+ 0,002(ASA_H) [Equacgdo 11]

N =22; Q*100 = 0,65; RMSECV = 0,26; R¢v= 0,81; PRESS., = 1,48 (SSy =4,27);
R?=10,75; RMSEC = 0,22; Rca1 = 0,87; PRESSca1 = 1,05.
Outliers = 0 (limite de confianga de 95 %)

Os valores de Q*Loo € R? forma 0,65 e 0,5, respectivamente, e a diferenga entre
tais medidas foi 0,10, o que indica que nao ha sobreajuste no modelo. Os valores de
RMSEC e RMSECV, ou SEV, foram 0,22 e 0,26, respectivamente. Os valores de
PRESS.y devem ser menores do que a soma dos quadrados dos valores de resposta (SSY)

(WOLD, ERIKSSON, 1995): PRESS.y = 1,48 ¢ SSY =4,27.

Na tabela 35 encontram-se as diferencas da atividade linearizada calculada pelo
modelo (pICsocalc) € a atividade experimental (pICsoexp) (residuos), que ndo excederam
dois desvios padrao da média dos residuos do modelo (limite de confianga de 95 %).
Logo, ndo houve amostras atipicas (outliers). O grafico de valores de atividades calculada

e experimental esta apresentado na figura 70.
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Tabela  35.  Atividade linearizada %
experimental e calculada pelo modelo de 21 _.'-'
compostos e nifuroxazida frente a forma 230 o
epimastigota da cepa Bug 2149 cl10 - « &
£5,00 .'l: .
Compostos Logl/ICso Logl/ICso Residuos % L
(cal) (exp) U 450 .'*

BSF-8-M 4,67 4,84 0,17 =

BSF-11-M 4,69 4,60 0,10 &

BSF-13-M 4,74 496 022 -

BSF-16-L 4,50 4,60 0,10 3,50 .

BSF-17-M 4,90 5,02 0,12

BSF-18-M 4,71 5,16 0,45 3,00

BSF-19-M 4,76 4,85 0,09 3,00 4,00 3,00 6,00

BSF-21-H 5,04 5,04 0,01 LOE‘_’L‘TCS{] (cal)

];SSI;-_ZZé-i/I i:‘;i i:gé g:ig Figura 70. Dispersio da atividade

linearizada experimental (Logl/ICso

];SSI;-_ZZ:-_ZI i’ ég i’gg g’ }2 (exp)) € calculada pelo modelo (Log1/ICso
BSF-27-H 5’32 5’33 0’01 ca)) de 21 compostos e nifuroxazida
’ ’ ’ frente a forma epimastigota da cepa
E:g:ig:x g’ﬁ 2’52 (0)’?(6) Bug 2149 cl10. Modelo obtido no
BSF-30-M 4:68 4:76 0209 programa’t 3SA% moldeINing utilizaniio
como métodos de sele¢do ¢ regressdo
];21;-:;;-1;1/[ g’;g g’gg g’ (1); OPS e PLS. Linha pontilhada representa a
B SF:3 4:H 510 537 0.18 linha de tendéncia linear dos dados.
BSF-35-H 5,64 5,74 0,10
BSF-36-M 5,06 491 0,15
NF 3,79 3,52 0,27
DP 0,22
2DP 0,45

Modelo obtido no programa QSAR modeling
utilizando como métodos de selecdo e regressao OPS
e PLS. Logl/ICsy (xp): atividade linearizada
experimental; Logl/ICso (can: atividade linearizada
calculada; DP: desvio padrdo dos residuos; 2DP: duas
vezes o desvio padrdo dos residuos.

No presente conjunto de dados, o processo foi desenvolvido em triplicata e o N
critico foi alcangado quando 32 % das amostras (7 compostos) foram retiradas. Ainda, os
valores médios de Q*.no € Q*Loo foram proximos. Os dados obtidos estdo apresentados
na tabela 36. Na figura 71, encontram-se ilustrados os valores médios de Q?Lvo @ medida
que as amostras foram retiradas (N=2a 11; N =1 corresponde ao modelo original, LOO;

Qoo = 0,65, primeira linha da tabela 36).
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Tabela 36. Resultados da validacio cruzada do
modelo PLS retirando N compostos (LNO)  (qp
gerado para 21 compostos e nifuroxazida frente o300

a cepa Bug 2149 c110 gggg ess s } ; } {
N Qvo Qvo Q%vo Q%no »DP %0:500
@ () (1I) média & 0400

Q’roo 0,65 0,65 0,65 0,65 0,00 0300

0,64 0,64 0,66 0,66 0,02 0,201
0,69 065 065 070 004 7

0,70 0,70 0,68 0,66 0,05 0123456789011

0,67 0,70 0,62 0,67 0,05 Fjgura71. Resultados da validagio
0,64 0,70 0,67 0,64 0,06  ¢ryuzada do modelo PLS retirando
0,60 0,62 0,70 0,62 0,10 N ¢ompostos (LNO), gerado para
0,66 0,60 0,60 0,63 0,07 39 compostos e nifuroxazida frente
0,72 0,520,65 0,70 021 4 cepa Bug 2149 cl10. Resultados
10 0,65 0,70 0,75 0,69 0,09 apresentados em triplicata e desvio

11 _ 0,64 : 0,75 0,55 : .0,65 051.1 padrdo; N: numero de compostos
Val9r critico de retirada de corppostos indicado em n;grltf). removidos de cada vez na validacdo

N: niimero de compostos removidos de cada vez na validagdo ) .
cruzada; Q%*w~o: coeficiente de

cruzada; Q%no: média da triplicata do coeficiente de .
correlagdo de validagdo cruzada retirando N compostos; correlagdo de validagdo cruzada
LNO: leave-N-out; DP: desvio padrio da triplicata dos retirando N compostos; LNO: leave-
valores de Q?*no; 2DP: duas vezes o desvio padrao. N-out.

O 0N N B~ Wi

Os dados obtidos no procedimento de aleatorizagdo da atividade linearizada (vetor
») para este conjunto estdo apresentados na figura 72. Os valores de R?yrand € Q*LoOyrand
foram menores de 0,4 e de 0,2, respectivamente (figura 66A), o que indica correlagdo
toleraveis (ERIKSSON et al., 2003, TIMMERMAN et al., 2008). Todos os valores
obtidos na aleatorizagdo referem-se a modelos de ma qualidade e inferiores ao modelo
original (dados do modelo original destacado em vermelho na figura 72A).

Na figura 72B estdo apresentados os dados relacionados ao coeficiente de
correlagdao de Pearson entre os dados de resposta embaralhados e do modelo original para
50 corridas. Nos graficos Q?(yrand) versus Ryrandy) € R%(yrand) versus Riyrand.y), 0s valores de
interceptos foram de -0,45 e 0,03, respectivamente, e portanto, dentro dos valores

considerados aceitaveis (ERIKSSON et al., 2003).
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Figura 72. Testes de aleatorizacio do Logl/ICso do modelo PLS
gerado para 21 compostos e nifuroxazida frente a cepa Bug 2149
cl10. Grafico (A): R? versus Q%no; grafico (B): R(logl/ICso;
log1/1Cs0) versus R? e Q*Loo. R?: coeficiente de determinagdo multipla;
Q%00: coeficiente de correlacdo de validagdo cruzada retirando um
composto; R: coeficiente de correlagdo linear; Logl/ICsoan: atividade
linearidade e aleatorizada. Linha vermelha em (A) delimita os valores
de R? e Q%Loo encontrados apoés aleatorizagdo da atividade. Dispersao
do R? em cinza e Q%00 em preto. Valores destacados com quadrados
vermelho sdo os valores obtidos no modelo original.

Outro aspecto a ser considerado na avaliagdo dos modelos de QSAR ¢ a
compatibilidade entre os sinais de R (coeficiente de correlacdo de Pearson) de cada
descritor com os sinais dos respectivos coeficientes no modelo. Sinais inversos indica a
falta de consisténcia do modelo. De acordo com a tabela 37, os valores de R e dos
coeficientes do modelo para cada descritor foram compativeis quanto aos sinais. Tal dado
também foi observado nos sinais dos valores de pesos na analise de PCA (figura 58C).
Entdo, o modelo gerado ¢ consistente em termos de informagdo conferida pelas

propriedades moleculares presentes na equagao.
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Tabela 37. Coeficientes lineares de Pearson e
coeficientes dos descritores do modelo PLS gerado para
21 compostos e NF frente a cepa Bug 2149 cl10

Coeficientes do

R modelo
EsTrETCH? 0,772 0,024
Ertor” 0,770 0,010
ClogPwm* 0,345 0,003
ASA-¢ 0,593 0,145
ASA HY 0,607 0,002

R: correlagdo linear de Pearson; a: contribuicdo de energia
intramolecular de deformacdo axial; b: energia potencial total (soma
de todas as contribuigdes de energia intramolecular); c: superficie de
acessibilidade ao solvente de todos os atomos com carga parcial
negativa; d: coeficiente de particdo calculado pelo método de pesos
do programa, considerado pesos iguais para os métodos de

VISWANADHAN et al,

1989, KLOPMAN et al., 1993 e

PHYSPROPO database; e: superficie de acessibilidade ao solvente de
todos os atomos hidrofobicos.

Com objetivo de identificar se os descritores fornecem informagdes independentes

ao modelo calculou-se a matriz de correlacdo cruzada entre pares de descritores do

modelo (tabela 38). Os valores absolutos de R foram menores que 0,7 (TIMMERMAN

et al., 2009), indicando que cada descritor fornece informacgao tinica ao modelo.

Tabela 38. Matriz de correlagao linear cruzada dos descritores do
modelo PLS gerado para 21 compostos e nifuroxazida frente a cepa

Bug 2149 cl10
Estrercn  Etor ASA- ClogPwm ASA HY
EstrRETCH? 1
Ertot? 0,665 1
ASA-¢ 0,329 0,038 1
ClogPwm! 0,553 0,509 0,408 1
ASA H® 0,519 0,630 -0,296 0,475 1

a: contribuicdo de energia intramolecular de deformacdo axial; b: energia potencial
total (soma de todas as contribuigdes de energia intramolecular); c: superficie de
acessibilidade ao solvente de todos os atomos com carga parcial negativa; d:
coeficiente de parti¢do calculado pelo método de pesos do programa, considerado
pesos iguais para os métodos de VISWANADHAN et al., 1989, KLOPMAN et al.,
1993 e PHYSPROP® database; e: superficie de acessibilidade ao solvente de todos
os atomos hidrofobicos.

O melhor modelo gerado para a cepa Colombiana (equagdo 12) apresentou 3

descritores ¢ 1 VL, com 65,48% da informagdo original. Os descritores selecionados

FBT/FCF/USP
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foram o coeficiente de particao calculado pelo método de pesos do programa Marvin
Beans 16.5.30.0 (ClogPwwm) Os descritores selecionados para este modelo da cepa
Colombiana foram: energia potencial total (soma de todas as contribui¢cdes de energia
intramolecular) (Etor); carga CHELPG do atomo de carbono 2 (CHELPG C2); o
coeficiente de particdo calculado pelo método de pesos do programa Marvin Beans

16.5.30.0 (ClogPwwm).

Modelo PLS gerado para cepa Colombiana:
Logl/ICs0 = 1,87 + 0,24(ClogPwm) + 5,08(CHELPG_C2) +0,01(EtoT)
[Equagdo 12]
N =22; Qoo = 0,64; RMSECV = 0,27; R.y= 0,80; PRESS., = 1,63 (SSy = 4,53);
R?>=0,69; RMSEC = 0,25; Rca = 0,832 PRESS.a = 1,39.
Outliers = 0 (limite de confianca de 95 %)

Os valores de Q*Loo e R? foram 0,64 ¢ 0,69, respectivamente, e a diferenca entre
tais medidas foi 0,05, o que indica que nao ha sobreajuste no modelo. Os valores de
RMSEC e RMSECV, ou SEV, foram 0,25 e 0,27, respectivamente. Os valores de
PRESS.y devem ser menores do que a soma dos quadrados dos valores de resposta (SSY)

(WOLD, ERIKSSON, 1995): PRESS.y = 1,63 ¢ SSY =4,53.

Na tabela 39 encontram-se as diferencas da atividade linearizada calculada pelo
modelo (pICsocalc) € a atividade experimental (pICsoexp) (residuos), que ndo excederam
dois desvios padrao da média dos residuos do modelo (limite de confianga de 95 %).
Logo, ndo houve amostras atipicas (outliers). O grafico de valores de atividades calculada

e experimental esta apresentado na figura 73.
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Tabela  39.  Atividade linearizada "

experimental e calculada pelo modelo de 21 3

compostos e nifuroxazida frente a forma 250 .
epimastigota da cepa Colombiana R = o_."O.
Compostos Logl/ICq Logl/ICsa b tquos £ .‘
(cal) (exp) = 4
BSF-8-M 4,72 4,95 023 & 450 E
BSF-11-M 5,00 5,07 0,07 o
BSF-13-M 4,72 4,92 020 S 400 B
BSF-16-L. 4,66 4,69 0,03 &
BSF-17-M 5,05 5,18 0,14 350 )
BSF-18-M 4,75 5,09 0,34
BSF-19M 495 506 0,11 o
BSF-21-H 532 520 -0,10 T
BSF-22-M 5,46 5,14 -0,32 Logl/ICy, (cal)
BSF-23-L 4,50 4,07 0,43 Figura 73. Dispersio da atividade
BSF-24-M 5,04 4,94 -0,11  linearizada experimental (Logl/ICso
BSF-25-L 4,67 4,39 -0,28  (exp)) € calculada pelo modelo (Log1/ICso
BSF-27-H 5,38 5,61 0,23 () de 21 compostos e nifuroxazida
BSF-28-M 5,32 5,21 0,10 frente a forma epimastigota da cepa
BSF-29-M 5,19 5,28 0,08  Colombiana. Modelo obtido no
BSF-30-M 4,83 4,58 -0,26  programa QSAR modeling utilizando
BSF-32-M 4,98 5,00 0,02 como métodos de selegdo e regressio
BSF-33-H 5,23 5,40 0,17 OPS ¢ PLS. Linha pontilhada representa a
BSF-34-H 5,34 5,54 0,20 linha de tendéncia linear dos dados.
BSF-35-H 5,42 5,51 0,09
BSF-36-M 5,15 5,24 0,08
NF 3,71 3,73 0,02
DP 0,20
2DP 0,41

Modelo obtido no programa QSAR modeling
utilizando como métodos de selecdo e regressdo OPS
e PLS. Logl/ICsy (exp: atividade linearizada
experimental; Logl/ICso (can: atividade linearizada
calculada; DP: desvio padrdo dos residuos; 2DP: duas
vezes o desvio padrdo dos residuos.

No presente conjunto de dados, o processo foi desenvolvido em triplicata e o N
critico foi alcangado quando 36 % das amostras (8 compostos) foram retiradas. Ainda, os
valores médios de Q?*.no € Q*Loo foram proximos. Os dados obtidos estdo apresentados
na tabela 40. Na figura 74, encontram-se ilustrados os valores médios de Q*.no a medida
que as amostras foram retiradas (N=2a 11; N =1 corresponde ao modelo original, LOO;

Qoo = 0,64, primeira linha da tabela 32).
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Tabela 40. Resultados da validacao cruzada do 0800
modelo PLS retirando N compostos (LNO) gerado 0,700
para 21 compostos e nifuroxazida frente a cepa o0 * ¢ } } E ! } 3 }
Colombiana o 0,500

Q*no Qo Q%vo Q%no “E "
&

N @M  a () média PP gzgg

Qoo 064 064 064 064 000 7

0,64 0,63 0,63 0,63 0,00
0,63 061 065 063 004 O
0,67 0,63 0,60 0,63 0,07

0,62 0,66 059 0,62 0,07 Figura 74. Resultados da validacio
0,60 0,65 063 063 005 cruzada do modelo PLS retirando
0,63 0,64 065 064 001 N compostos (LNO), gerado para
0,52 0,67 0,58 0,59 0,16 21 compostos e nifuroxazida frente
0,63 063 068 065 006 a cepa Colombiana. Resultados
10 0,56 056 056 056 0,01 apresentados em triplicata e desvio

11 064 068 059 063 0,09 padrio; N: nimero de compostos

I\}/al(r)r cr1t1(clo de retirada de cor.r(liposéos 1r(11d1cad0 em rllgcz;grltf). removidos de cada vez na validacdo
: numero de compostos removidos de cada vezna validagdo .
P “9 cruzada; Q%no:  coeficiente  de

cruzada; Q%*wno: média da triplicata do coeficiente de » . N
correlagio de validagio cruzada retirando N compostos; correlagdo de validagdo cruzada
LNO: leave-N-out; DP: desvio padrio da triplicata dos retirando N compostos; LNO: leave-
valores de Q*no; 2DP: duas vezes o desvio padréo. N-out.

I 273 4 5 6.0 8 9 10 1112
N

O R IO N b~ W

Os dados obtidos no procedimento de aleatorizagdo da atividade linearizada (vetor
») para este conjunto estdo apresentados na figura 75. Os valores de R?yrand € Q?Lo0yrand
foram menores de 0,3 e de 0,1, respectivamente (figura 75A), o que indica correlagao
desprezivel ao acaso (ERIKSSON et al., 2003, TIMMERMAN et al., 2008). Todos os
valores obtidos na aleatorizag¢@o referem-se a modelos de ma qualidade e inferiores ao
modelo original (dados do modelo original destacado em vermelho na figura 75A).

Na figura 75B estdo apresentados os dados relacionados ao coeficiente de
correlagdo de Pearson entre os dados de resposta embaralhados e do modelo original para
50 corridas. Nos graficos Q*(yrand) versus Ryandy) € R¥yrand) versus Ryandy), 0s valores de
interceptos foram de -0,49 e 0,08, respectivamente, e portanto, dentro dos valores

considerados aceitaveis (ERIKSSON et al., 2003).
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Figura 75. Testes de aleatorizacio do Logl/ICso do modelo PLS
gerado para 21 compostos e nifuroxazida frente a cepa
Colombiana. Grafico (A): R?> versus Q%wwo; grafico (B):
R(logl/ICsoc; logl/ICso) versus R?* e Q*.oo. R* coeficiente de
determinagdo multipla; Q*.00: coeficiente de correlacdo de validacao
cruzada retirando um composto; R: coeficiente de correlagdo linear;
Log1/ICsor): atividade linearidade e aleatorizada. Linha vermelha em
(A) delimita os valores de R? e Q*.00 encontrados apds aleatorizagao
da atividade. Dispersdao do R? em cinza e Q*.00 em preto. Valores
destacados com quadrados vermelho sdo os valores obtidos no modelo
original.

Outro aspecto a ser considerado na avaliagdo dos modelos de QSAR ¢ a
compatibilidade entre os sinais de R (coeficiente de correlacdo de Pearson) de cada
descritor com os sinais dos respectivos coeficientes no modelo. Sinais inversos indica a
falta de consisténcia do modelo. De acordo com a tabela 41, os valores de R e dos
coeficientes do modelo para cada descritor foram compativeis quanto aos sinais. Tal dado
também foi observado nos sinais dos valores de pesos na analise de PCA (figura 58C).
Entdo, o modelo gerado ¢ consistente em termos de informagdo conferida pelas

propriedades moleculares presentes na equagao.
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Tabela 41. Coeficientes lineares de Pearson e coeficientes
dos descritores do modelo PLS gerado para 21 compostos e
NF frente a cepa Colombiana.

Coeficientes do

R modelo
Eror?® 0,683 0,012
CHELPG_C2’ 0,654 5,077
ClogPwm* 0,758 0,241

R: correlag@o linear de Pearson; a: Energia potencial total (soma de todas as
contribui¢des de energia intramolecular); b: carga CHELPG do carbono 2; c:
coeficiente de parti¢do calculado pelo método de pesos do programa,
considerado pesos iguais para os métodos de VISWANADHAN et al., 1989,
KLOPMAN et al., 1993 e PHYSPROP® database.

Com objetivo de identificar se os descritores fornecem informacgdes independentes
ao modelo calculou-se a matriz de correlacdo cruzada entre pares de descritores do
modelo (tabela 42). Os valores absolutos de R foram menores que 0,7 (TIMMERMAN

et al., 2009), indicando que cada descritor fornece informacgao tinica ao modelo.

Tabela 42. Matriz de correlacdo linear cruzada dos
descritores do modelo PLS gerado para 21 compostos e
nifuroxazida frente a cepa Colombiana.

Eror GAP ClogPwm
Eror? 1
CHELPG_C2"| 0,699 1
ClogPwwm* 0,509 0,453 1

a: Energia potencial total (soma de todas as contribuicdes de energia
intramolecular); b: carga CHELPG do carbono 2; c: coeficiente de parti¢éo
calculado pelo método de pesos do programa, considerado pesos iguais para
os métodos de VISWANADHAN et al., 1989, KLOPMAN et al., 1993 ¢
PHYSPROP® database.

Para demonstrar a interpretacdo dos descritores mais relevantes dos modelos
gerados, para as diferentes cepas, consideraram-se os compostos mais (BSF-27 [-CsHy-
4-C4Ho] e BSF-34 [-C¢Hs-4-OC4Ho]) e menos (BSF-25 [-C¢Hs-3-NO-]) ativos, além do
protétipo NF. Os descritores hidrofobico (ClogPwwm) e eletronica (distribuicao de cargas
parciais atomicas de potencial eletrostatico, CHELPG C2) foram considerados na

visualizagao de propriedades (figura 76).

Considerar a propriedade de lipofilicidade (que pode ser expressa pelos valores de
ClogP), em estudos de SAR e QSAR, ¢ importante e amplamente aceito, uma vez que
estd relacionada a capacidade de um composto transpor as barreiras biologicas para

alcancar o sitio de acdo e, assim, desencadear a resposta desejada, bem como influenciar
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no estabelecimento de intera¢des intermoleculares do composto com transportadores e
alvos moleculares (WERMUTH, 2008). A atividade biologica frente ao 7. cruzi tem sido
relacionada a descritores hidrofobicos em estudos de conjuntos de compostos com
estruturas semelhantes (PALACE-BERL et al, 2015; PALACE-BERL et al, 2013,
JORGE et al, 2013) as dos compostos investigados no presente estudo. Os mapas de
potencial lipofilico foram calculados em superficie molecular de Connolly e foram
analisados de acordo com o esquema de cores, que varia em uma faixa de marrom (0,13;
regido mais lipofilica) a azul (-0,13; regido mais elevada hidrofilica). Para os compostos
mais ativos, observou-se que o substituinte alquila contribui para a maior lipofilicidade
da molécula como um todo, sendo mais evidenciada a regido hidrofébica em marrom na
regido do proprio substituinte. Os compostos NF e BSF-25 apresentaram maior

hidrofilicidade, principalmente as regides do grupo nitro.

Com relacdo as propriedades eletronicas, os MPE calculados em superficie
molecular de Connolly estdo demonstrados na figura 76. A interpretacao também ¢ por
meio de esquema de cores, neste caso, em uma faixa de -0,08 (vermelho intenso; regides
de maior distribuicdo de densidade eletronica) a 0,08 (azul intenso; regides de menor
distribuicao de densidade eletronica). Observa-se na figura 76C que a regido de maior
densidade eletronica ¢ a porcdo da N-acilidrazona, regido superior ao oxigénio
carbonilico, e a regido do S-nitrofurano, proximo ao grupo nitro. Nota-se que para os
compostos BSF-27 e BSF-34 esta regido possui coloracdo vermelha mais intensa, ou seja,
maior densidade eletronica em relacdao as estruturas de menor atividade. As cargas de
potencial eletrostatico, ESP (CHELPG; BRENEMAN, WIBERG, 1990), estao
representadas por coloragdo das representacdes dos dtomos nas estruturas variando de
vermelho, cargas negativas de -1,0, a verde, cargas positivas 1,0. Observa-se que no grupo
furano em todas as estruturas ha carbonos com cargas positivas € negativas opostas.
Considerando as cargas CHELPG no carbono 2 do grupo furano (carbono ligado a por¢ao
N-acilidrazona; CHELPG_C) sdo positivas para os 3 compostos (NF = 0,263; BSF-25 =
0,363; BSF-27 = 0,372 e BSF-34 = 0,392), um pouco mais positivas para os compostos
mais ativos (BSF-27 e BSF-34).
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Figura 76. Visualizacdo de descritores eletronicos e hidrofobicos para os
compostos BSF-25, BSF-27, BSF-34 e NF: (A) Mapa de potencial lipofilico, MLP,
foi calculado no programa SYBYL 8.0 e o esquema de cores mostra regides
hidrofébicas em marrom (0,13) e regides hidrofilicas na cor azul (-0,13); os valores
ClogP foram calculados no programa MarvinBeans com método de pesos, considerado
pesos iguais para os métodos de VISVANADHAN et al., 1989, KLOPMAN et al.,
1993 e PHYSPROP® database; compostos apresentados no modelo bastio (4tomos de
carbono estdo na cor cinza claro, oxigénio em vermelho, nitrogénio em azul e
hidrogénio em verde). (B) Potencial eletrostatico de cargas atdmicas apresentadas por
cor na estrutura (ESP, CHELPG), cargas atomicas de -1,0 (vermelho) a 1,0 verde. (C)
Mapas de potencial eletrostatico, MPE, obtidos no programa GAUSSIAN 03W
[B3LYP, 6-311++(d,p)]; Coloragdo vermelha indica regides de maior distribui¢ao de
densidade eletronica (-0,08) e coloracdo azul, menor distribui¢do de densidade
eletronica (0,08); compostos apresentados no modelo bastdo (dtomos de carbono estao
na cor cinza claro, oxigénio em vermelho, nitrogénio em azul e hidrogénio em branco).
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Diante dos resultados obtidos quanto aos descritores mais estdo relacionados a
atividade frente a forma epimastigota do 7. cruzi, quatro novos compostos foram
planejados e sintetizados e utilizados para compor o conjunto de avaliagdo, a fim de
validar a capacidade de previsdo externa do modelo obtido com o conjunto de

treinamento. Os dados obtidos para tais compostos encontram-se na tabela 43.

Os compostos BSF-38 [-Ce¢Hs-4-CsHi1] e BSF-39 [-C¢Hs-4-C7His] foram os
melhores previstos pelo modelo, considerando um intervalo de confianga de 99 %. O
composto BSF-40 [-CsH4-4-OC7His5] ndo foi bem previsto provavelmente devido ao
grande volume estrutural e presen¢a do oxigénio, diferenciando-o dos compostos BSF-
39 e BSF-38. O composto BSF-37 [-cicloexil-4-CsH11], ndo benzeno substituido e com
grande semelhanga ao composto BSF-38, também nao teve boa a previsdo pelo modelo,
com erro de quase uma unidade logaritmica, o que indica que o modelo gerado ndo ¢

capaz de prever compostos com substituicoes do anel fenilico por ciclo alquila.

Cabe ressaltar, no entanto, que os compostos planejados com base nos descritores
do modelo QSAR apresentaram atividade superior frente as quatro cepas da forma
epimastigota do 7. cruzi. Os compostos foram também avaliados frente a forma

amastigota intracelular do parasito.
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Tabela 43. Dados de atividade linearizada, experimental e prevista,
dos compostos planejados a partir do modelo PLS gerado para as
cepas Silvio X10 cl1, Y, Bug 2140 cl10 e Colombiana.

Logl/1Cso Logl/1Cs0

(prev) (exp) Residuos
Silvio X10 cl1
BSF-38 5,40 5,42 0,03
BSF-39 5,65 5,70 0,06
BSF-40 5,54 5,70 0,16 DP 0,06
BSF-37 4,88 5,64 0,76
Y
BSF-38 5,54 5,59 0,05
BSF-39 5,71 5,86 0,15
BSF-40 5,59 5,83 0,24 DP 0,10
BSF-37 491 5,60 0,69
Bug 2149 cl10
BSF-38 5,69 5,70 0,00
BSF-39 6,08 6,17 0,08
BSF-40 5,95 6,07 0,12 DP 0,06
BSF-37 5,48 5,90 0,83
Colombiana
BSF-38 5,65 5,75 0,10
BSF-39 5,87 5,98 0,11
BSF-40 5,70 5,96 0,26 DP 0,09
BSF-37 5,48 5,83 0,35

Composto BSF-37 (4-CsHii-cicloexila) ndo é benzeno substituido, porém tem
grande semelhanga estrutural com os planejados, BSF-38 [-C¢H4-4-CsHi1], BSF-39
[-CsH4-4-C7His] e BSF-40 [-CsHs-4-OC7H 5]. Logl/ICso exp): atividade linearizada
experimental; Log1/ICso prev): atividade linearizada prevista; DP: desvio padrao dos
residuos dos compostos BSF-38 a BSF-40 para cada cepa.

6.5 Determinacio da citotoxicidade in vitro em células de linhagem LLC-MK>

A determinacao da citotoxicidade em células LLC-MK foi realizada com intuito
de identificar a seletividade dos compostos mais ativos entre formas epimastigotas do
parasito e células de mamiferos, além de verificar a viabilidade de realizagdo dos ensaios
frente a forma amastigota intracelular. A linhagem LLC-MK> ¢ muito utilizada para
determinar a citotoxicidade de compostos anti- 7. cruzi, pois tem grande aplicacdo na
cultura da forma amastigota e tripomastigota do parasita. A metodologia de avaliagdo da
viabilidade celular por colorimetria baseada na reducao metabolica do MTT pela enzima
mitocondrial succinato desidrogenase a formazan (coloracdo azul), ja estd bem
estabelecida em literatura, figura 77 (FRESHNEY, 2010, PARDO, 2010, GERPE et al.,
2010, ROMEIRO et al., 2009, MUELAS et al., 2001).
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Figura 77. Composto tetrazolico MTT, de coloraciao
amarela, reduzido a formazan, de coloracio roxa.

Na etapa de lise celular e solubilizagcdo do formazan, foram testadas algumas
solucdes, como a solugdo a 0,04 N de 4cido cloridrico PA (Labsynth Produtos Quimicos
para Laboratorio) em alcool isopropilico PA (Labsynth Produtos Quimicos para
Laboratodrio) e solugdes de 10 % de dodecil sulfato de sédio (SDS) e acido cloridrico,
HCI, a 0,01M. Porém estas solugdes foram menos eficazes que o DMSO pré-aquecido
(57 °C) quanto a capacidade de lisar as células e solubilizar o formazan, mantendo-se este

ultimo para realiza¢do dos ensaios (TWENTYMAN, LUSCOMBE, 1987).

Foi construida curva de calibragio com 8 pontos (1 a 8*10° células/mL) com
objetivo de avaliar os resultados desta metodologia frente a variagao do namero de células
LLC-MK.,. Os dados demonstraram linearidade da metodologia ao variar a concentragao
celular de forma crescente. O gréfico foi obtido com modelo de regressdo linear com

intervalo de confianca de 95 % e esta detalhado na tabela 44, figura 78.
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Tabela 44, Dados de | !0fS7eolss -
absorbancia (A, = 595 nm) e :
numero de células LLC-MK:>
LLC-MK>
Nuamero Absorbancia
células (A=595nm)
(*10°/pogo)  (média +dp)
0 0,070 0,007
1,0 0,294 0,020
2,0 0,376 0,023 ;
3,0 0,460 0,008 e
4,0 0,554 0,023
5,0 0,649 0,033

Absorbancia

Nimero de células por poco *10%

6,0 0,742 0,026 Figura 78. Curva de calibrac¢io para as células
8.0 0,892 0,056 LLC-MK:. Regressao linear da absorbancia (A =
Dados apresentados em média e 595 nm) e numero de parasitos (linha continua).
desvio padrao (dp) da triplicata. Intervalo de confianga da média de 95 % (linhas
pontilhadas). Teste ANOVA: F = 271,75;

P<0,001.

A determinacdo da citotoxicidade foi realizada para alguns compostos que
mostraram maior atividade frente a forma epimastigota de 7. cruzi. As tabelas com os
valores de inibicdo celular para cada composto estdo no anexo 8 “Dados de citotoxicidade

frente a células LLC-MK.> dos compostos e farmacos”.

E importante salientar que os compostos BSF-36, BSF-37, BSF-39 ¢ BSF-40
foram sintetizados e avaliados quanto sua citotoxicidade no final do trabalho, pois foram
planejados com os dados do conjunto de 36 compostos, sendo estes 0os compostos mais

ativos.

Com a finalidade de comparagcdo dos dados obtidos de citotoxicidade com os
dados de atividade anti-T. cruzi, calculou-se a razao dos valores de ICso dos dois ensaios,
obtendo-se assim o indice de seletividade (IS). Na tabela 45 encontram-se os valores de
citotoxicidade para a linhagem LLC-MK,. Os valores indicados como maior que (>)
correspondem aqueles avaliados na maior concentragdo utilizada no ensaio, sem
precipitacdo dos compostos no meio de cultura. Para os compostos esta concentragao foi
de 100 uM e para os farmacos, 200 uM. O calculo de seletividade ¢ amplamente utilizado
na literatura e em estudos de compostos com atividade anti-7. cruzi. Apesar de ndo haver
uma regra amplamente estabelecida, costuma-se utilizar um valor de corte de IS acima de

10 para indicar compostos com boa seletividade (WEISS, TANOWITZ, KIRCHHOFF,
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2011). Os dados apresentados na tabela 45 indicam que todos os compostos, exceto o
composto BSF-26 (naftil substituido), apresentaram IS superior a 10. Considerando as
cepas mais resistentes a BZD e NFX, Y e Colombiana, os valores de IS foram maiores
para os compostos BSF-39 e BSF-40. De um modo geral, os valores de IS da maioria dos
novos compostos superaram os valores de IS dos farmacos de referéncia, destacando-se

os compostos BSF-35, BSF-39 e BSF-40.

Tabela 45. Citotoxicidade dos compostos, firmacos de referéncia e composto-
prototipo frente as células LLC-MK: e atividade anti-7. cruzi frente as cepas Silvio

X10 cl1, Y, Bug 2149 c110 e Colombiana na forma epimastigota

Silvio X10 cl1 Y Bug 2149 cl10 Colombiana
LLC-MK: (Tcl) (Tcll) (Tcev) (Tcl)
Cpd ICso (uM)  ICso (uM) IS ICso (uM) IS ICso (uM) IS ICso (uM) IS
(média £dp) (média +dp ) (média +dp) (média +dp) ( média +dp)
BSF-26 18,58 +1,03 9,59 =+0,89 1,66 7,15 +0,70 2,60 9,90 1,06 1,88 7,58 +0,28 2,45
BSF-27 >100 4,77 +0,48 >20,96 3,10 +0,29 >3226 4,70 =+0,50 >21,28 245 +£0,27 >40,82
BSF-33 >100 4,34 +0,33 >23,04 3,39 +0,31 >29,50 444 0,32 >22,52 394 0,43 >2538
BSF-34 >100 5,07 028 >19,72 347 +£0,20 >2882 425 +£0,40 >23,53 2,86 +0,31 >3496
BSF-35 >100 1,97 0,14 >50,76 1,17 =+0,12 >8547 1,81 +0,18 >5525 3,06 =+0,23 >32,68
BSF-37 >100 2,30 +0,25 >4348 2,50 =+0,22 >40,00 1,27 0,13 >78,74 1,47 0,16 >68,03
BSF-38 >100 3,77 0,12 >26,53 2,55 0,20 >39,22 1,99 +0,18 >50,25 1,76  £0,19 >56,81
BSF-39 >100 1,98 +0,19 >50,51 1,37 =+0,13 >72,99 0,67 0,06 >149,25 1,05 0,12 >95723
BSF-40 >100 1,99 +0,19 >50,25 1,47 0,14 >68,03 0,85 +0,07 >117,65 1,09 +0,11 >91,74
BZD >200 27,15 2,75 >737 4023 +4,07 >497 2923 £309 >684 4791 4,96 >4,17
NFX >200 6,02 +032 >3322 12,84 +130 >1558 7,32 0,68 >2732 9,93 £1,01 >20,14

LLC-MKo: células renais de macaco Rhesus (Macaca mulatta). Dados apresentados em média e desvio
padrio (dp) da triplicata e de pelo menos dois ensaios independentes. BZD: benznidazol; NFX: nifurtimox;
IS: indice de seletividade (IS = ICso das células LLC-MKy/ICso do T cruzi).

6.6 Determinacdo da atividade anti-7. cruzi frente a forma amastigota do parasita

A forma amastigota intracelular ¢ considerada a forma mais relevante para ensaios
de atividade em buscas de compostos anti-7. cruzi, por representar in vitro a forma
cronica da doenca de Chagas. Neste trabalho, apds a triagem em formas epimastigota,
foram selecionados compostos para representarem o conjunto total estudado, assim
identificar as estruturas com caracteristicas que promovam a atividade nesta forma
parasitaria. Para auxiliar a sele¢do dos compostos para os ensaios frente a forma
amastigota do parasito, foi aplicada a andlise exploratoria de dados com a ferramenta de
HCA, considerando os descritores obtidos como demonstrado na metodologia (itens 5.4.2
e 5.4.3, deste trabalho). Na figura 79 encontra-se o dendrograma realizado previamente,
como descrito no item 6.4.3 deste trabalho (figura 79 A) e o dendrograma com a inclusdo

dos compostos planejados baseados no conjunto inicial (figura 79 B). No dendrograma
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da figura 79 B os descritores selecionados foram aqueles com coeficiente de correlagao
linear de Pearson, R > 0,35. A selecao dos compostos foi realizada priorizando-se a
representacdo de cada agrupamento obtido no HCA e a inclusdo dos compostos que se
apresentaram mais ativos frente a forma epimastigota, como ilustrado no dendrograma da
figura 79 B, com a inclusdao dos compostos BSF-37, BSF-38, BSF-39, BSF-40, agrupados
com outros compostos classificados como mais ativos com similaridade de 82,4%, com
exce¢do do composto BSF-37 [-cicloexil-4-CsHi1] que se assemelha ao composto BSF-

20 [-CsHi7].

A B

________

IS’ =82,4%

IS’ =51,3%

_________

Figura 79. Dedrograma utilizado para selecio de compostos para ensaio com a forma
amastigota de 7. cruzi. Dendrograma (A): selecdo dos compostos na primeira etapa dos
ensaios frente a forma amastigota (HCA realizado no item 6.4.3 deste trabalho);
dendrograma (B): inclusdo dos compostos planejados posteriormente (BSF-37, BSF-38,
BSF-39, BSF-40; linhas vermelhas pontilhadas). Quadrados pretos (m) ao final das linhas
do dendrograma representam os compostos selecionados.

Os ensaios frente a forma amastigota, como citado anteriormente, foram

realizados pelo doutorando Caio Haddad Franco, coordenado pela Dra. Carolina Borsoi
Moraes (LNBio - CNPEM) com metodologia fenotipica de analise de alto conteudo
(HCA’, high contente analysis). A metodologia HCA’ diferencia-se por utilizar a imagem

como “endpoint” fenotipico, o que auxilia a interpretacdo dos dados. Esta metodologia ¢
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aplicada em estudos de sinalizagdo celular, fisiologia celular, ensaios in vitro
toxicologicos, avaliagdo de alvos enzimaticos, entre outros (ZOCK, 2009). Neste trabalho
a aplicacdo do HCA’ se deu por avaliacdo da acdo de compostos frente amastigotas
intracelulares, permitindo a visualizagdo do parasita intracelular e da célula hospedeira.

Esta metodologia, como descrito no item 5.6 deste trabalho, ¢ avaliada com o
programa Harmony, o qual realiza o reconhecimento de imagens definindo nucleos e
membrana celular da célula hospedeira (U20S) e das formas amastigotas intracelulares,
como ilustrado na figura 80 (MOON, SIQUEIRA-NETO et al., 2014, MORAES et al.,
2014).

Entrada de dado no programa Harmony Selecao dos nucleos da célula U20S

Selecao da populagdo a ser analisada Selecdo dos parasitos intracelulares

Figura 80. Imagens obtidas da metodologia de analise de alto conteido (HCA’) e
etapas de reconhecimento de membrana e nucleo celular para as células U20S e
forma amastigota do 7. cruzi. Imagens forcenecidas por Dra. Carolina Borsoi Moraes ¢
Caio Haddad Franco (LNBio — CNPEM). Equipamento utilizado: Operetta (Perkin Elmer,
USA) (MOON, SIQUEIRA-NETO et al, 2014, MORAES et al., 2014).

Os ensaios foram realizados com a cepa Y, uma com carater de resisténcia parcial

a0 BZD, Y@ma-r), € outra mais susceptivel ao BZD, Y@mas). Nas tabelas 46 e 47

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl



172

encontram-se os dados de ICso tratados para as duas variagdes da cepa Y, além da agdo
dos compostos na célula hospedeira U20S e a seletividade dos compostos, IS.

Os IS indicaram que os compostos mais ativos foram muito seletivos para as
formas amastigotas das cepas Y@maRr), € Y(mas), apresentando valores entre 107,36 e
>567, em contraste aos valores dos farmacos de referéncia, os quais apresentaram IS de
16,45 e 50,38 para o NFX, e IS de 6,22 e > 89 para para o BZD, respectivamente (tabelas
46 e 47).

Tabela 46. Atividade anti-7. cruzi dos compostos selecionados por HCA e farmacos
de referéncia frente a forma amastigota da cepa Y, parcialmente resistente ao
benznidazol

Y (ama-R) U20S CCso Atividade

ICso (uM) (uM) IS Max.

Compostos (média +dp) (média +dp) (%)
BSF-1 4,62 +1,48 15,23 +6,15 8,50 98,68
BSF-3 2,61 +0,15 56,37 +22,92 7,40 114,96
BSF-9 1,06 +0,11 329,00 £14,14 54,20 94,53
BSF-10 2,90 +0,09 nd nd 8,78 119,43
BSF-16 1,77 +0,27 29,97 +1,36 12,08 95,51
BSF-26 1,87 +1,54 31,97 +10,35 34,33 97,05
BSF-27 1,33 +0,19 12,28 +1,70 14,75 114,96
BSF-28 1,43 +0,40 13,50 +3,87 139,54 98,37
BSF-33 0,35 +0,20 168,00  +66,47 34,40 101,80
BSF-34 1,46 +0,39 27,79 +4,99 32,04 114,96
BSF-35 0,71 +0,11 159,00 15,56 154,70 97,80
BSF-37 1,66 +0,62 19,68 9,13 > 241 102,60
BSF-38 0,96 +0,10 42,53 +2,05 218,23 104,24
BSF-39 0,82 +0,12 nd nd 303,07 103,06
BSF-40 0,88 +0,30 22,53 12,49 > 457 98,26
NF 4,26 +1,02 74,05 +3,05 10,72 91,94
BZD 64,34 +39,52 19,51 3,00 > 6,22 85,16
NFX 5,18 +1,15 nd nd 16,45 96,60

Y @ma-r): forma amastigota da cepa Y, parcialmente resistente ao BZD. ICso: concentragdo de compostos
que inibe 50% das amastigotas, comparado com o controle. CCso: concentra¢do de compostos que inibe
50% das células U208, comparado com o controle infectado. U20S: células de osteosarcoma de Homo
sapiens. 1S: indice de seletividade, [IS = CCso de U20S / ICsop de Y(ama)]. Atividade Méx.: maxima
atividade de inibicdo de amastigotas de cad composto em comparacdo com os controles. Dados
apresentados em média e desvio padrdo (dp) da triplicata e de pelo menos dois ensaios independentes.
BZD: benznidazol; NFX: nifurtimox; NF: nifuroxazida (composto-protétipo); nd: concentragdo ndo
determinada.

Os compostos BSF-33, BSF-34, BSF35, BSF-37, BSF-38, BSF39 e BSF-40

apresentaram valores de ICso estatisticamente iguais frente a forma amastigota
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parcialmente resistente e sensivel a BZD [(Y(amaRr); Y ama-s)], com valores de P na ordem
crescente de identificacdo dos compostos: P = 0,142, P = 0,444, P = 0,124, P = 0,353, P
=0,938, P=0,480, P = 0,181 (teste estatistico ¢ de Student, intervalo de confianga de 95
%).

Tabela 47. Atividade anti-7. cruzi dos compostos selecionados por HCA e
farmacos de referéncia frente a amastigota da cepa Y, susceptivel a

benznidazol
Y (ama-s) U20S CCso Atividade

ICs0 (uM) (M) IS Mix.

Compostos (média +dp) (média +dp) (%)
BSF-1 1,06 +0,25 19,29 +7,48 40,12 97,45
BSF-3 0,84 +0,06 19,55 +7,47 14,70 104,09
BSF-9 0,78 +0,16 209,50  +120,92 38,66 90,44
BSF-10 2,23 +0,08 85,19 +21,08 8,75 104,34
BSF-16 0,94 +0,07 nd nd 29,56 105,61
BSF-26 0,80 +0,18 57,18 +9,12 39,96 93,49
BSF-27 0,91 +0,21 198,84  +102,05 14,91 110,66
BSF-28 0,93 +0,09 46,62 +11,80 181,62 97,19
BSF-33 0,14 +0,05 12,04 +1,90 112,81 104,49
BSF-34 1,25 +0,16 45,69 +23,60 18,02 102,16
BSF-35 0,53 +0,12 109,07 +23,95 107,36 96,68
BSF-37 1,20 +0,45 25,43 +1,01 > 334 99,57
BSF-38 0,95 +0,18 21,39 +3,90 167,37 105,1
BSF-39 0,70 +0,23 nd nd > 571 96,63
BSF-40 0,58 +0,08 247,00 111,72 567,24 97,57
NF 0,97 +0,41 64,20 +12,32 20,24 101,8
BZD 4,49 +0,59 13,24 nd >89 98,71
NFX 1,47 +0,18 39,21 +0,66 50,38 103,55

Y @ma-s): forma amastigota da cepa Y, susceptivel ao BZD. ICso: concentragcdo de compostos que
inibe 50% das amastigotas, comparado com o controle. CCso: concentracdo de compostos que inibe
50% das células U20S, comparado com o controle infectado. U20S: células de osteosarcoma de
Homo sapiens. 1S: indice de seletividade, [IS = CCso de U20S / ICso de Y (ama)]- Atividade Méx.:
maxima atividade de inibigdo de amastigotas de cad composto em compara¢do com os controles.
Dados apresentados em média e desvio padrdo (dp) da triplicata e de pelo menos dois ensaios
independentes. BZD: benznidazol; NFX: nifurtimox; NF: nifuroxazida (composto-prototipo); nd:
concentragdo ndo determinada.

Na figura 81 encontra-se grafico de barras com as atividades dos compostos
selecionados por HCA frente as formas amastigota (parcialmente resistente e susceptivel
a BZD) e a forma epimastigota da cepa Y. Os compostos BSF-33, BSF-34, BSF35, BSF-
37, BSF-38, BSF39 e BSF-40 apresentaram valores de ICs estatisticamente iguais frente
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a forma amastigota parcialmente resistente e sensivel a BZD [Y@ma-R); Y (ama-s)], com
valores de P na ordem crescente de identificacdo dos compostos: P = 0,142, P = 0,444, P
=0,124,P=0,353,P=0,938,P =0,480, P =0,181 (teste estatistico ¢ de Student, intervalo
de confianca de 95 %). Estes compostos foram os mais ativos na forma epimastigota para
as cepas Silvio X10 cll, Y, Bug 2149 cl10 e Colombiana, sendo verificado na forma

amastigota sua atividade, mesmo em cepa Y parcialmente resistente a BZD.

A B

150+ 124
Y(ama-R) Y(ama-S)

100 ,L 104
50-

IC5o (uM)
1Cs (uM)

Compostos Compostos
C
400
004 B Yy [ Yamar) [ Yama-s) i
200--
120
S o | 4
s L
2
7 20
®)
—
10
0_
— o (o < & & ~ =] o <t v [N < o ble
e e ) T T - NG
o A e A o o o £ o o o o o N e A a o]
Compostos

Figura 81. Atividade anti-7. cruzi dos compostos selecionados por HCA e farmacos
de referéncia frente as formas epimastigota e amastigota da cepa Y. Dados
apresentados em média e desvio padrdo (1) da triplicata e de pelo menos dois ensaios
independentes. (A): atividade frente a forma amastigota da cepa Y parcialmente
resistente a BZD [(Y@ma-r)]; (B): atividade frente a forma amastigota da cepa Y
susceptivel a BZD [(Y@ma-s)]; (C) atividade frente as formas epimastigota e amastigota
da cepa Y. BZD: benznidazol; NFX: nifurtimox; NF: nifuroxazida.

As imagens obtidas no ensaio de HCA’ foram selecionadas para os compostos

mais ativos (BSF-27, BSF-37, BSF-39 e BSF-40), além dos farmacos de referéncia NF,
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BZD e NFX nas concentracdes de 50, 12,5, 1,56 ¢ 0,39 uM e se encontram no anexo 9
deste trabalho. Dentre os compostos mais ativos, o composto BSF-39 apresentou boa
seletividade a amastigota em relagdo a célula hospedeira. Na figura 82 encontra-se as
imagens obtidas para este compostos e observa-se que, em concentracdo de 1,56 uM,
manteve-se a morfologia caracteristica da célula U20S e sem presenca de formas
amastigotas, diferente do observado para a concentracdo de 0,39 uM, a qual ndo foi
suficiente para inibir o parasita. Para o farmaco BZD, observa-se a baixa inibi¢cdo
parasitaria pela presenca da forma amstigota na concentracdo de 1,56 uM, uma vez que
esta cepa € parcialmente resistente a este farmaco. As curvas dose-resposta obtidas para
cada composto selecionado nos ensaios frente a forma amastigota se encontram no anexo

10 deste trabalho.

BSF-39

Atividade normalizada (%)
SOTN sempR)

Log concentragdo composto M

BZD

Atividade normalizada (%)
SOTN SeMRD

Log concentragdo composto M

Figura 82. Imagens obtidas pela metodologia de analise de alto conteudo
(HCA’) do composto BSF-39 e benznidazol nas concentracoes de 1,56 e
0,39 uM. Ensaios realizados com a cepa Y ama-Rr), parcialmente resistente ao
benznidazol, em células U20S e incubagdo por 72h nas concentragdes
indicadas. Leituras realizadas no equipamento Operetta (Perkin Elmer, USA).
Dados forcenecidos por Dra. Carolina Borsoi Moraes e Caio Haddad Franco
(LNBio — CNPEM).
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Os resultados obtidos nesta etapa do trabalho demonstram que os compostos BSF-
37 a BSF-40, planejados a partir dos modelos QSAR, obtiveram a atividade desejada mais
pronunciada frente ao 7. cruzi, tanto frente a forma epimastigota, utilizada como triagem

e geragao dos modelos QSAR, como frente a forma amastigota do parasita.
6.7 Determinacio da inibicao das enzimas 7cTR e GR

Neste trabalho, a enzima 7cTR heterdloga foi expressa e purificada pela Dra.
Patricia Hermes Stoco e Dra. Iriane Eger no Laboratorio de Protozoologia (Universidade
Federal de Santa Catarina). Para avaliagdo da atividade enzimatica ap6s purificacao, as
autoras identificaram boa atividade quando utilizada a 230 ng, pois manteve uma reagao
linear (r = 0,9964) com delta de absorbancia de 0,014/minuto, representado na figura 83

(EGER, 2010).
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Figura 83. Teste de atividade da enzima
tripanotiona redutase de 7. cruzi (TcTR) realizado
pelo grupo de Steindel, M. (EGER, 2010).

Os ensaios foram conduzidos na concentracao de 50 uM para todos os compostos
devido baixa solubilidade no tampdo enzimatico. Utilizou-se concentracdo de 1% de
DMSO e 0,4 % de etanol, o qual ndo interferiu na atividade enziméatica da 7cTR e da GR,
pois apresentou valores iguais aos controles enzimaticos atribuidos no ensaio. Para o
controle enzimatico sem solventes da GR, a inclinacdo da curva durante as leituras
(0Abs/ot) foi de -0,059, e com presenga de solventes, foi de -0,058. Para a 7cTR, o
controle enzimatico sem solventes da 7cTR, a dAbs/dt apresentou -0,014, e com presenca

de solventes, -0,013. Foram avaliados 30 compostos, além da NF, BZD e NFX.

Na figura 84 e tabela 48 encontram-se os valores de inibi¢do enzimatica nas duas

enzimas frente aos compostos. O resultado obtido para o farmaco NF nao foi condizente



177

com a literatura no valor de inibi¢do de 85 % da 7cTR a 100 uM de NF (BLUMENSTIEL
et al., 1999), obtendo-se neste trabalho 52% de inibigdo a 100 uM e 25 % a 50 uM. No
teste estatistico ¢ de Student (intervalo de confianga de 95 %) verificou-se que os
compostos BSF-7, P =0,242 e BSF-27, P = 0,226, além do BZD, P = 0,129, apresentaram
valores semelhantes na comparagao entre as duas enzimas, nao possuindo seletividade. A
maioria dos demais compostos analisados € o NFX apresentaram P < 0,05 e maior
atividade frente a enzima humana GR, indicando ndo ser o mecanismo de agdo desta

classe de compostos.

Apenas os compostos BSF-33 e BSF-35 apresentaram valores de porcentagem de
inibicao frente a 7cTR superiores a GR nas concentragdes de 50 uM, sendo obtido para o
composto BSF-33 valor de porcentagem de inibicdo da 7cTR de 27,62% +3,37 e para a
enzima GR 6,17% £2,54. Para o composto BSF-35, obteve-se porcentagem de inibi¢ao
da 7cTR de 23,90% +7,07 e para a enzima GR, 4,08% +1,12. Estes compostos estao entre

0s mais ativos frente ao 7. cruzi.
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Figura 84. Inibicio da enzima tripanotiona redutase de 7. cruzi (TcTR) e
glutationa redutase humana dos compostos e composto-prototipo na concentracio
de 50 pM. Dados apresentados em média e desvio padrdo (1) da duplicata. Graficos: A
— distribui¢do da porcentagem de inibicdo enzimatica da enzima tripanotiona redutase
de T. cruzi (TcTR); B — distribui¢do da porcentagem de inibi¢do da enzima glutationa
redutase humana (GR); C — comparativo da porcentagem de inibi¢do enzimatica de cada
composto entre as duas enzimas (cinza — 7cTR, branco — GR). Concentragdo dos
compostos utilizada no ensaio foi de 50 uM. Teste estatistico ¢ de Student: BSF-7 — P =
0,242, BZD — P = 0,129, demais compostos e fAirmacos P < 0,05, intervalo de confianca
de 95 %.
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Tabela 48. Inibicio da enzima tripanotiona redutase de 7. cruzi (TcTR) e
glutationa redutase humana dos compostos e composto-prototipo na

concentraciao de 50 nM

(o] I A
H)LN’N&NOZ
Ho

C ¢ Inibi¢ao da Inibi¢ao da
?5‘:)‘1";;)"*“’ TcTR (%) GR (%)

: (média dp) (média +dp)

BSF-1 — 2038 +1,77 48,99 +0,17
BSF-2 BN 47,83 0,91 86,67 +1,00
BSF-3 N 28,98 48,17 71,50 +0,41
BSF-6 O 19.40 46,00 69,07 +4.68
BSF-7 —-o-| 5,81 +1,62 7,34 +1,05
BSF-8 )l 16,36 +1,09 60.21 =1,59
BSF-9 L1 531 +438 28,07 +1,66
BSF-10 (- 1547 1,18 52,64 £0,37
BSF-11 @; 11,87 +3,03 42,86 +3,93
BSF-12 N 19,71 +0,66 7426 +130
BSF-14 HN— )| 487 +5,12 27,87 +1,94
BSF-15 .Z"J\H 19.99 +0,30 7520 +1.45

=S
BSF-16 = )| 13,52 +0,16 63,06 42,29
BSF-19 o )1 22,00 +6,80 54,18 +5,10
BSF-20 A 8,16 +0,24 23,13 42,52
BSF-21 )| 233 +536 47,66 +5.80
BSF-22 Vs 9,86 +2.26 19,22 +3,11
BSF-23 W) 9,46 +4,86 18,30 +5,12
O,N

BSF-25 @5 3,38 £2,29 37,62 +0,24
BSF-26 E“ 3,58 +4,73 15,66 +2,42

(cont.)
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Tabela 48. Inibicdo da enzima tripanotiona redutase de 7. cruzi
(TcTR) e glutationa redutase humana dos compostos e composto-
prototipo na concentracio de 50 pM (cont.)

Inibi¢ao da Inibi¢ao da
Cz’s‘gp‘;f;)"s T¢TR (%) GR (%)
" (média +dp) (média +dp)

BSF-27 L\_@ 1028 3,54 13,40 041
BSF-28 ) 9,61 £7,16 2921 +0.45

BSF-29 \_\o@i 2,77 £120 30,87 121
—0

BSF-30 % OE 3.80 £1,47 2730 0,21
o

BSF31 wn ()| 10,71 0,50 27,16 +0,07
F F

BSF-32 Fbé 16,30 +4.45 64,85 +2,00

BSF-33 ﬁ"@ﬁ 27,62 +3,37 6,17 +2,54

BSF-34 fOO | 1592 1,19 42,97 0,60
BsF-35 () ) 2390 £7,07 4,08 +1,12

BSF-36 ©0© 27,62 +1,81 38,35 1,13
NF 25,66 +2,23 53,29 +0,62
BZD 7,50 £3,60 3,92 +£1,12
NFX 8,33 +2,75 43,89 +0,55

Dados apresentados em média e desvio padrdo (dp) da duplicata. Teste estatistico ¢ de
Student. BSF-7 — P = 0,242, BSF-27 — P = 0,226, BZD — P = 0,129, demais compostos ¢
farmacos P < 0,05, intervalo de confianca de 95 %. Concentragdo dos compostos no
ensaio de 50 uM; BZD: benznidazol; NFX: nifurtimox; NF: nifuroxazida (composto-
prototipo); 7cTR: enzima tripanotiona redutase de 7. cruzi; GR: glutationa redutase
humana.

6.7.1 Ancoramento de compostos na estrutura 3D das enzimas 7cTR e GR

Nos ensaios de inibi¢do enzimatica, para a T7cTR foi utilizado o farmaco
clomipramina como controle de inibicao, uma vez que sua acao inibitoria nesta enzima ja
¢ conhecida (JONES et al, 2010). Para facilitar a definicao do sitio de interagdo, as
estruturas tridimensionais dos alvos em complexo com ligantes de estrutura similar a
clomipramina foram selecionadas no PDB, de acordo com as informagdes j& descritas no

item 5.7.4 deste trabalho.
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Os compostos BSF-27 e BSF-35 foram selecionados para realizagdo do
ancoramento com a enzima 7cTR e GR, além dos farmacos de referéncia e da NF. Os
compostos selecionados apresentam alta atividade frente ao parasito, tanto na forma
epimastigota como amastigota. No entanto, as porcentagens de inibi¢ao na 7cTR, obtidas
experimentalmente (in vitro), foram baixas e o composto BSF-35 foi mais seletivo para a
TcTR em comparacao com a GR nos dados experimentais. No ancoramento, o composto
BSF-35 também apresentou os melhores resultados que o BSF-27 e o valor de AG foi
mais negativo (mais energeticamente favoravel) paraa 7c¢TR do que para a GR humana

(tabela 49). No entanto, tal diferencga (4 kcal.mol ") nfio pode ser considerada significativa.

Observaram-se valores positivos de energia livre de interagao de Gibbs nos dados
de ancoramento para o composto BSF-27 (tabela 49), que traduzem que a formagdo dos
complexos enzima-ligante ndo seria energeticamente favoravel. Ainda, obtiveram-se
valores baixos de LE, que representa o indice de comparagao entre moléculas de acordo
com a energia média de ligacdo, considerando os atomos individualmente (HOPKINS et

al., 2014).

Como mencionado anteriormente, o resultado experimental de inibi¢do esperado
para o farmaco NF (BLUMENSTIEL et al., 1999) nao foi obtido, refor¢ando a hipotese
de que esta classe de compostos ndo possuiria como alvo a 7cTR. Nos estudos de
ancoramento, a NF apresentou valores energeticamente favoraveis em relagdo a formagao
do complexo enzima-NF (AG negativo; -7 (TcTR) e -11 (GR humana) kcal.mol!), mas

menos favoraveis em comparagao ao composto BSF-35 e ao farmaco clomipramina.

De acordo com a tabela 49, o farmaco de referéncia, BZD, apresentou baixa
afinidade calculada para as duas enzimas. Ja o farmaco NFX apresentou baixa afinidade
para a TcTR (-3 kcal.mol!) e maior afinidade para a GR humana (-21 kcal.mol ™), o que
reforgaria a explicacao para sua toxicidade.

O farmaco de controle de inibi¢do da 7cTR, clomipramina, apresentou afinidade
calculada adequada para a enzima (AG = -43 kcal/mol), com boa eficiéncia (LE = 0,46),

corroborando com os dados experimentais de inibi¢ao obtidos.
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Tabela 49. Energias de ligacio do ancoramento, eficiéncia do ligante e inibicio
da enzima tripanotiona redutase de 7. cruzi (TcTR) e glutationa redutase
humana dos compostos e farmacos

TcTR GR
deligesho e e e % de
Compostos LE inibicao LE inibicao
AG Soury . AG (50 M)
(kcal/mol) H# (kcal/mol) H#
BSF-27 16 0,00 10,28 6 0,00 13,40
BSF-35 -14 0,13 23,90 -10 0,09 4,08
NF -7 0,08 25,26 -11 0,14 53,29
BZD 15 0,00 7,5 -1 0,01 3,92
NFX -3 0,03 8,33 -21 0,26 43,89
Clomipramina -43 0,46 84,20

Energias de ligacdo calculadas no programa LeadIT 2.1.8, BioSolvel T GmbH para a tripanotiona redutase
de T. cruzi (TcTR — PDB 1GXF) e para a glutationa redutase humana (GR — PDB 1XAN). LE: eficiéncia
do ligante.

Cabe ressaltar que o método de ancoramento molecular apresenta limitacdes
importantes, uma vez que considera somente a flexibilidade dos residuos de aminoacido
do sitio de interacao definido pelo raio, em Angstrons, indicado pelo usuario nos calculos

(MORGON, COUTINHO, 2007; LEACH, 2001).

Resultados mais fidedignos seriam obtidos se os melhores complexos (escore) do
procedimento de ancoramento fossem submetidos a simulagdes de dindmica molecular.
Neste estudo, tal procedimento ndo foi desenvolvido devido a limitagao de tempo e
prioridade de sintese e ensaio dos compostos planejados. A realizagao dos ensaios in vitro
de inibicdo, no entanto, descartou a necessidade de se prosseguir com a exploragdo da

TcTR como potencial alvo molecular do conjunto de compostos investigados.

6.8 Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (ym) em formas

epimastigotas por citometria de fluxo

As mitocondrias sdo organelas essenciais para producgdo energética celular. Em
diversos modelos de morte celular, a mitocondria representa o verificador central do
apoptose. Semelhante ao que ocorre no ciclo celular, o processo apoptotico € controlado
por alguns pequenos eventos, um dos quais € a permeabilizagdo da membrana
mitocondrial (KROEMER, GALLUZZI, BRENNER, 2007). A eficiéncia da producao de

energia mitocondrial ¢ dependente principalmente do Aym que ¢ gerado metabolicamente
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pela bomba de prétons da cadeia de transporte mitocondrial. Desta maneira, a integridade
da membrana mitocondrial € estritamente controlada para manter a osmolaridade, facilitar
o transporte de nucleotideos de adenina e preservar o Aym que ¢ requerido para a
produg¢do de ATP. A perda do controle sobre a membrana mitocondrial implica na
formacao de poros ou canais que neutralizam o potencial de membrana (Aym) através da
membrana mitocondrial interna. Diferentes marcadores fluorescentes cationicos podem
ser utilizados para determinar o potencial de membrana mitocondrial (Aym), tais como
rodamina 123, DIOC6 (3,3-diexiloxacarbocianina iodada) e JC-1 (KROEMER,
GALLUZZI, BRENNER, 2007).

Neste ensaio foi utilizada a rodamina 123 (R123) como marcador, a qual ¢ um
fluorocromo especifico para a marcagao mitocondrial em células vivas. Esse fluorocromo
tem caracteristicas lipofilicas e cationicas, que permitem sua atragao pelo alto potencial
elétrico presente na membrana mitocondrial e assim acumulando-se preferencialmente na
matriz dessa organela. Devido a essa propriedade, a R123 tem sido utilizada para
quantificar o potencial de membrana em diferentes tipos celulares (KOOPMANN et al.,

2005).

Os ensaios foram conduzidos para verificar se os compostos atuavam na
integridade do potencial de membrana mitocondrial, uma vez que classe de compostos
semelhante foi verificado como agente despolarizador da membrana mitocondrial
(BOIANI et al, 2010). Inicialmente foi realizado triagem selecionando-se alguns
compostos representativos do conjunto, assim como na sele¢do para os ensaios frente
amastigotas, foi utilizado a ferramenta de HCA. Os compostos selecionados foram BSF-
1, BSF-3, BSF-10, BSF-16, BSF-32, BSF-33, BSF-34, BSF-35, BSF-36 e os farmacos
NF, BZD e NFX. Todos os compostos e farmacos foram analizados a 15 4M nos tempos
de 24 e 48 h frente a forma epimastigota da cepa Y de 7. cruzi. Os resultados, figuras 83
e 84, demonstraram que a maioria dos compostos mais ativos induzem despolarizagdo da
membrana comparado ao controle, com exce¢do do composto BSF-33. Os compostos
BSF-3, BSF-16 e BSF-36, apresentaram despolarizacdo da membrana mitocondrial,
porém nao foram ativos nos ensaios frente a epimastigotas (ICso de ~25 uM para o BSF-
16 e ~10 uM para BSF-3 e BSF-36). No caso dos farmacos, NF e BZD, ndo apresentaram

diferengas em relacdo ao controle, por outro lado o NFX apresentou indicagdo de
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despolarizagdo da membrana mitocondrial de forma semelhante aos compostos mais

ativos.

Em outra etapa do estudo, o composto BSF-34 ¢ o NFX foram analizados com
mais detalhes quanto alteragdes no potencial de membrana e avaliacdo da morte celular
com iodeto de propidio, figuras 85 e 86. Este composto BSF-34 foi escolhido pois segue
a tendéncia do conjunto quanto a maior atividade na primeira etapa de ensaios frente a
forma epimastigota, sendo este substituinte, 4-butoxi-benzil, representante dos mais
ativos e que provocou despolarizacdo da membrana nos ensaios preliminares em 24 e
48h. O iodeto de proidio ¢ utilizado como corante vital, sendo que, nas células inviaveis,
ha uma forte marcac¢ao do corante ao DNA, de maneira que a intensidade da fluorescéncia
¢ inversamente proporcional a viabilidade celular (KROEMER et al, 2009). Os resultados
das 3 concentragoes (3, 6 € 12 uM) e tempos de leiturade 1, 2, 4, 6, 18 e 26 h, indicam
que o composto BSF-34 iniciou despolarizacdo da membrana na primeira leitura de 1h de
incubacdo, sendo gradativa nos demais tempos analisados. Por outro lado, o NFX
apresentou despolarizagcdo apenas na leitura apos 26 h de incubagdo. Quanto a morte
relacionada a marcagdo com iodeto de propidio, o BSF-34 ¢ NFX nao apresentaram
populagdo significativa de parasitos mortos. Os resultados se encontram nas figuras 87 e
88 e foram analisados com auxilio do grupo de pesquisa coordenado pelo Professor Mario

Steindel, baseado no trabalho de YAMANAKA et al., 2013.

Considerando os dados obtidos por citometria, ndo ¢ possivel propor que a
despolarizagao da membrana mitocondrial por compostos nitrofuranos ocasiona a morte
de formas epimastigotas do parasito nas condi¢des do ensaio, uma vez que compostos
com baixa atividade provocaram despolarizagdo da membrana e um composto com alta

atividade nao provocou esse fenomeno.



BSF-1 (24 h) BSF-1 (48 h) BSF-3 (24 h) BSF-3 (48 h) BSF-10 (24 h) BSF-10 (48 h)
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Figura 85. Histogramas das analises de citometria de fluxo para avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em formas
epimastigotas da cepa Y de 7. cruzi. Formas epimastigotas da cepa Y tratadas com os compostos 1, 3, 10, 16, 32 e 33 na concentragdo de 15 pM,
leituras ap6s 24 e 48 h com marcagdo por rodamina 123. Controle do solvente DMSO a 1% (regido cinza clara ).
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BSF-34 (24 h) BSF-34 (48 h) BSF-35 (24 h) BSF-35 (48 h) BSF-36 (24 h) BSF-36 (48 h)

Contagem (%)

NF (24 h) NF (48 h) BZD (24 h) BZD (48 h) NFX (24 h) NFX (48 h)

Contagem (%)

Figura 86. Histogramas das analises de citometria de fluxo para avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em formas
epimastigotas da cepa Y de 7. cruzi. Formas epimastigotas da cepa Y tratadas com os compostos 34, 35, 36 e farmacos nifuroxazida (NF),
benznidazol (BZD) e nifurtimox (NFX) na concentragdo de 15 pM, leituras apds 24 e 48 h com marcagao por rodamina 123. Controle do solvente
DMSO a 1% (regido cinza clara ).



1h 2h 4h 6 h 18 h 26 h

o
IS

e
g
S
z
O
10°
1h 2h 4h 6h 18h 26 h
B
&
£
QO
BSF-34 Controle 3uM 6 uM 12 uM

Figura 87. Histogramas das analises de citometria de fluxo para avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em formas
epimastigotas da cepa Y de 7. cruzi e morte celular. Formas epimastigotas da cepa Y tratadas com o composto 34 (BSF-34) nas concentragdes
de 3 uM (linha azul —), 6 uM (linha verde —) e 12 pM (linha laranja —), leituras apds 1, 2, 4, 6, 18, e 26 h com marcacao por rodamina 123 e iodeto
de propidio. Controle do solvente DMSO a 1% (regido cinza clara ).
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Figura 88. Histogramas das analises de citometria de fluxo para avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em formas
epimastigotas da cepa Y de 7. cruzi e morte celular. Formas epimastigotas da cepa Y tratadas com nifurtimox (NFX) nas concentra¢des de 3 uM
(linha azul —), 6 uM (linha verde —) e 12 uM (linha laranja —), leituras apés 1, 2, 4, 6, 18, € 26 h com marcagao por rodamina 123 e iodeto de

propidio. Controle do solvente DMSO a 1% (regido cinza clara ).
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7 CONCLUSOES

Diante dos objetivos deste trabalho de estudar derivados furfurilidénicos com
estrutura analoga a nifuroxazida frente a 7. cruzi, foram planejados, sintetizados e
identificados 36 compostos com resultados satisfatorios quanto a identificagdo estrutural,

pureza e rendimento, que foi da ordem de 70 %.

A determinagdo da atividade anti-7. cruzi in vitro dos compostos obtidos foi
realizada frente as cepas Silvio X10 cll, Y, Bug 2149 cl10 e Colombiana do parasito em
sua forma epimastigota, com objetivo de triagem dos compostos. A maioria dos
compostos analisados apresentou maior capacidade de inibi¢do de crescimento do
parasito, comparado ao benznidazol, com os seguintes valores: Silvio X10 cll - ICso =
29,16 2,90 uM , Y - ICso = 40,40 +3,37 uM, Bug 2149 cl10 - ICso = 30,63 +3,21 uM e
Colombiana - ICsp = 47,91 £4,96 uM. O composto mais ativo, composto BSF-35, 4-
bifenil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno) carbohidrazida, apresentou os seguintes valores
frente as cepas de 7. cruzi: Silvio X10 cll - ICso =3,17£0,32 uM , Y - ICs0 = 1,17£0,12
uM, Bug 2149 cl10 - ICso = 1,81£0,18 uM e Colombiana - ICso = 3,06 0,23 uM. Esta
etapa do trabalho de triagem frente a forma epimastigota demonstrou que no conjunto de
36 compostos, 87% apresentaram atividade superior ao BZD e 20% apresentaram

atividade superior ao NFX.

Para identificar propriedades moleculares que mais influenciam na atividade,
foram realizados estudos de relagdes estrutura quimica e atividade bioldgica abordando
constru¢do dos modelos moleculares tridimensionais dos compostos, obtengdo de
propriedades representativas da molécula, analise exploratoria dos dados e estudos de

QSAR com abordagem multivariada.

Os dados obtidos na analise exploratoria possibilitaram o reconhecimento de
padrdes do conjunto de dados de 36 compostos além de identificar caracteristicas de
subconjuntos, separando-os em compostos benzenos substituidos e sem este substituinte.
Observou-se que o descritor ClogP e descritores de natureza topoldgica e estereoquimica
foram os mais relevantes neste estudo, pois indicam a tendéncia de compostos mais

volumosos e lipofilicos como os mais ativos frente a forma epimastigota.
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Os estudos QSAR com abordagem multivariada neste trabalho geraram modelos
com capacidade preditiva. Os melhores modelos foram obtidos com compostos benzeno
substituidos e realizados para cada cepa de 7. cruzi. Os modelos foram validados
internamente com parametros estatisticos e todos apresentaram o0s requisitos
preconizados em literatura para esta valida¢do. O procedimento de validagdao cruzada
LNO indicou que os modelos sdo robustos, uma vez que a retirada de até 30 % das
amostras nao influenciou o modelo. Da mesma maneira, a aleatorizagao da atividade
linearizada nao indicou correlagdes ao acaso em nenhum modelo obtido. Nao foi
encontrado nenhuma amostra atipica no conjunto de compostos. Os descritores apontados
como os que mais influenciam na atividade frente a forma epimastigota foram o ClogP e
cargas CHELPG, estando presentes em todos os modelos das diferentes cepas. A partir
destas informagdes foram planejados e sintetizados 4 novos compostos, utilizados na
validagdo externa dos modelos. Os compostos BSF-38 e BSF-39 foram os melhores
previstos pelos modelos QSAR. Estes novos compostos obtidos apresentaram elevada
atividade frente a forma epimastigota, de 10 a 40 vezes superior ao BZD, dependendo da

cepa avaliada.

A determinagdo da citotoxicidade em células LLC-MK.> propiciou informacgdes
para identificar a seletividade dos compostos mais ativos entre formas epimastigotas do
parasito comparado a células de mamiferos, além de verificar a viabilidade de realizacdo
dos ensaios frente a forma amastigota intracelular. Todos os compostos, exceto o
composto BSF-26 (naftil substituido), apresentaram indice de seletividade superior ao
BZD. Considerando as cepas mais resistentes a BZD e NFX (Y e Colombiana), os valores
de IS foram maiores para os compostos BSF-39 ¢ BSF-40. De um modo geral, os valores
de IS da maioria dos novos compostos superaram os valores dos farmacos de referéncia,

destacando-se os compostos BSF-35, BSF-39 e BSF-40.

Consiserando que a forma amastigota intracelular ¢ a mais representativa em
estudos in vitro para a doenga de Chagas, os ensaios com metodologia fenotipica de
analise de alto conteudo (HCA’, high contente analysis) foram realizados com conjunto
de compostos selecionados a partir dos estudos de relacdo estrutura-atividade frente a
forma epimastigota. Os compostos mais ativos frente a forma epimastigota se mantiveram
ativos frente a forma amastigota da cepa Y parcialmente resistente ao BZD, sendo até 100
vezes mais ativos (BSF-35 Yamar) - ICso= 0,35 +0,20 uM; BSF-39 Y (amar) - ICs0= 0,88
+0,30 uM e BZD Y @mar) - ICs0= 64,34+39,52 uM). Quanto ao indice de seletividade
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obtido nos ensaios em amastigotas intracelulares (células U20S), observou-se que os
compostos mais ativos foram muito seletivos, apresentando valores de IS entre 107,36 ¢
>567, em contraste aos valores dos farmacos de referéncia, os quais apresentaram IS de

16,45 e 50,38 para o NFX, e IS de 6,22 e > 89 para para o BZD, respectivamente.

Quanto a determinagao da atividade dos compostos frente as enzimas tripanotiona
redutase 7cTR e glutationa redutase GR, os compostos analisados apresentaram baixa
capacidade inibitdria, indicando ndo ser este o mecanismo de acdo desta classe de
compostos. Dois compostos (BSF-34 e BSF-35) apresentaram valores maiores de
porcentagem de inibicao a 50 uM para a TcTR, comparados a GR: compostos BSF-34
(TcTR =27,62+3,37, GR= 6,17+2,54) e BSF-35 (TcTR =23,90+7,07 ¢ GR = 4,08+1,12),
o que indica pequena seletividade a 7cTR. Anélises de ancoramento nas estruturas
cristalograficas das enzimas 7cTR e GR foram realizados e as energias de interagao
obtidas para estes compostos foi muito alta e baixos valdes do indice de eficacia do

ligante, o que corrobora com os dados experimentais.

Com finalidade de explorar outro possivel mecanismo de acdo dos compostos
S-nitrofuranicos, foi realizada a andlise de potencial de membrana mitocondrial,
demonstrando despolarizagdo para alguns compostos ativos e para o nifurtimox, porém
ndo foi possivel associar este efeito a morte parasitaria no periodo de avalia¢do do ensaio

de 26h.

A possibilidade de planejar e obter compostos mais ativos a partir dos estudos de
relacdes estrutura-atividade foi o resultado mais relevante deste estudo. Os dados
explorados neste trabalho indicam que os novos compostos planejados a partir de modelos
QSAR sdo ativos e seletivos tanto para forma epimastigota, considerando diferentes
cepas, como para forma amastigota do parasito. No quadro resumo abaixo encontram-se
os dados obtidos para os compostos mais ativos. Estes resultados podem direcionar a
continuidade da busca por compostos nitroheterocilicos como potenciais a farmacos no

combate a doenga de Chagas.
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Resumo dos dados obtidos dos compostos mais ativos frente ao 7. cruzi obtidos neste trabalho, comparados aos farmacos de

referéncia para o tratamento da doenca de Chagas:

[0} o]
[ d—no 9 3 2 3 | dno
H H H H H \/\/\/\0 Z H

BSF-37 BSF-38 BSF-39 BSF-40

FORMA FORMA
EPIMASTIGOTA CITOTOXICIDADE AMASTIGOTA U208
Compostos CepaY LLC-MK: CepaY CCso (uM) SI
ICso (uM) ICso (uM) SI ICso0 (uM) (média +dp)
(média +dp) (média +dp)
BSF-37 2,50 +0,22 >100 >40,00 1,66 +0,62 19,68 +9,13 > 241
BSF-38 2,55 +0,20 >100 >39,22 0,96 +0,10 42,53 +2,05 218,23
BSF-39 1,37 +0,13 >100 >72,99 0,82 +0,12 nd nd 303,07
BSF-40 1,47 +0,14 >100 >68,03 0,88 +0,30 22,53 +12,49 > 457
BZD 40,23 +4,07 >200 >4.97 64,34 +39,52 19,51 +3,00 > 6,22

NFX 12,84 +1,30 >200 >15,58 5,18 +1,15 nd nd 16,45
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8 CONSIDERACOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando a demanda por novas opg¢des terapéuticas para o tratamento da
doenca de Chagas, foram colocadas algumas consideragdes e prespectivas a partir dos

resultados obtidos neste trabalho.

O estudo da farmacocinética dos compostos mais ativos também ¢ bastante
relevante, sendo interessante realizar ensaios in vitro de permeabilidade em células Caco-
2, pois podem fornecer muitos dados, uma vez que o objetivo € obter um farmaco via oral
para o tratamento da doenca de Chagas, o que possibilita investir em estudos de pré-

formulacao.

Quanto ao mecanismo de agao, trabalhos recentes demonstraram que a resisténcia
de cepas de T. cruzi aos farmacos NFX e BZD ¢ associada a mutagdo da 7c¢NTR
ocorrendo a inativagdo desta enzima. A 7cNTR, como mencionado no decorrer deste
trabalho, ¢ responsavel pela ativagdo de estruturas com grupo nitro, como ocorre com
estes pro-farmacos. Considerando que os dados obtidos neste trabalho apontam para
compostos nitrofuranos com atividade frente a cepas resistentes, ¢ vidvel, em estudos
préximos, considerar a investigacdo da hipdtese destes compostos serem ativos em cepas
com baixa expressao desta enzima, além disso verificar se eles inativam a propria 7cNTR,
uma vez que foi relatado a fun¢do desta enzima no processo de invasdo do parasito em
células hospedeiras e, mutantes sem sua expressao, perdeu a capacidade de transformagao
a forma tripomastigota metacilica (WILKINSON ef al, 2008). Algumas destas
abordagens ja se iniciram no Laboratdrio da Profa. Bianca Zingales, colaboradora deste

trabalho.

Estudos in vitro com foco na avaliagdo da atividade frente ao parasita podem
fornecer informagdes relevantes, como nos estudos de tempo de morte (TK, Time-kill).
Esta abordagem foi verificada em trabalho de Moraes e colaboradores (2014) frente ao 7.
cruzi, e avaliaram alguns nitroheterociclicos, BZD, NFX, fexinidazol sulfona e um
derivado do oxaboral AN4169 em comparacdo com inibidores da biossintese do
ergosterol, entre eles o posaconazol e ravuconasol. Os dados obtidos destes farmacos e
compostos no ensaio de tempo de morte indicou que os compostos nitroheterociclicos e

o derivado do oxaborol demonstraram efeito tripanocida em menor tempo, com
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capacidade de erradicacdo da infecgdo, porém com menor poténcia, diferente dos
inibidores do ergosterol, que apesar de mais potentes, ndo erradicou a infecgdo
(MORAES et al., 2014). Estas informagdes sdo de grande valia para o planejamento de
estudos in vivo, além de avaliar o verdadeiro potencial de compostos para o seguimento

dos estudos.

Alguns estudos prévios de ensaios de tempo de morte com os compostos mais
ativos obtidos neste trabalho foram conduzidos pelo grupo coordenado pela Dra. Carolina

Borsoi Moraes (LNBio — CNPEM) e se encontram na figura 89.

BSF-39 BSF-40

Taxa de infecgdo (%)
Taxa de infecgao (%)

Tempo (h) Tempo (h)
Figura 89. Dados prévios dos ensaios de tempo de morte (7ime-kill) dos compostos
BSF-39 e BSF-40. Concentra¢des indicadas em escala de preto (mais concentrado) a cinza
claro (menor concentracao). Ensaios realizados com a cepa Yma), em células U20S.
Leituras realizadas no equipamento Operetta (Perkin Elmer, USA). Dados forcenecidos
por Dra. Carolina Borsoi Moraes e Caio Haddad Franco (LNBio — CNPEM).

A identificacdo de compostos com alta atividade e seletividade in vitro frente a
forma amastigota do parasito direciona a avaliagdo in vivo destes compostos. Os ensaios
in vivo sdo de grande relevancia para a continuidade dos estudos destas estruturas com

finalidade de identificar a dose letal, dose eficaz, avaliagao da a¢dao na fase cronica da

doenga, além de amplo estudo quanto a toxicidade em diferentes tecidos.
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Anexo 1

Espectros de RMN 'H e RMN *C dos compostos de 1 a 40 e

HETCOR "H/"C

Pardmetros: RMN 'H 300 MHz / RMN '3C 75 MHz /
solvente DMSO dg / padrao interno TMS
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COMPOSTOS paginas
BSF-1 N'~((S-nitrofuran-2-il)metileno)acetohidrazida 211
BSF-2 ciano-V'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)acetohidrazida 213
BSF-3 N'-((S-nitrofuran-2-il)metileno)hexanohidrazida 215
BSF+4 etil-V'-((S-nitrofuran-2-il)metileno) hidrazida carboxilato 217
BSF-5 furan-2-N"'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)carbohidrazida 218
BSF-6 ciclopentano-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno) carbohidrazide 219
BSF-7 terc-butil-V'-((5-nitrofuran-2-il)metileno) hidrazida carboxilato 220
BSF-8 N'~((S-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 221
BSF-9 2-tiofeno-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)carbohidrazida 222
BSF-10 ciclohexano-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)carbohidrazide 223
BSF-11 3-metil-/V'-((S-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 224
BSF-12  2-fenil-V'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)acetohidrazida 225
BSF-13 4-metil-/V'-((S-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 226
BSF-14  4-amino-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 227
BSF-15 4-metil-V'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)- 1,2,3-tiodiazol-5-carbohidrazida 228
BSF-16 4-ciano-N'-((S-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 229
BSF-17 4-etil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 230
BSF-18  4-metoxi-/V'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 231
BSF-19 4-cloro-N'-((S-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 232
BSF-20  N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)nonanohidrazida 233
BSF-21 4-iso -propil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 235
BSF-22 4-propil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 236
BSF-23 4-dimetilamino-N"'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 237
BSF-24 4-etoxi-/V'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 238
BSF-25 3-nitro-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 239
BSF-26  N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)naphtohidrazida 240
BSF-27 4-butil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 242
BSF-28  4-terc-butil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 243
BSF-29 4-propoxi-/V'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 244
BSF-30 3,4-metoxi-/N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 245
BSF-31 4-sulfamoil-/V'-((S-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 246
BSF-32 3-trifluoro-metil-V'-((S-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 247
BSF-33 4-butilamino-N"'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 248
BSF-34 4-butoxi-/NV'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 249
BSF-35 4-bifenil-/V'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)carbohidrazida 250
BSF-36 2-fenoxi-/NV'-((S-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 253
BSF-37 4-pentil-cicloexano-NV'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)carbohidrazida 255
BSF-38  4-pentil-V'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 256
BSF-39 4-heptil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 257
BSF-40  4-heptoxi-/V'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida 258
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0 3
R A Mo, Composto 1
0’ H = 0 N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)acetohidrazida
F) H

Soélido amarelo claro (n 78%); F.F. 251,0 —252,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 11,74/11,63
(s,1H, H8), 8,14/7,93 (s,1H, H6), 7,76 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,19 (d, 1H, J = 3,7Hz, H3), 2,21/2,01 (s, 1H,
H10); RMN C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 172,27/166,16 (C9), 151,9 (C2), 151,7 (C5),
133,6/130,6 (C6), 114,6 (C4), 114,2 (C3), 21,6/20,0 (C10); Anal. Calc. para (C7H7N304, 197,15 g): C, 42,65
%; H, 3,58%; N, 21,31%. Exp.: C, 42,77%; H, 3,56%; N, 21,57%.
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Espectro de correlaciao heteronuclear de deslocamentos quimicos (HETCOR-
TH/13C) do composto 1 (300 MHz / 75 MHz / DMSO-ds/ 20 h de aquisi¢io)

Composto 1
N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)acetohidrazida
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Linhas pontilhadas representam interagdes dos deslocamentos quimicos.
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4
o 3
N\\\éuj\ K¢ , g D) NO, Composto 2
. H N 9 ciano-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)acetohidrazida
H
8

S6lido bege claro (1) 78%); F.F. 201,0 — 202,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 12,14/12,06
(s,1H, H8), 8,14/7,95 (s,1H, H6), 7,77 (d, 1H, J = 3,8Hz, H4), 7,25 (d, 1H, J = 3,9Hz, H3), 4,20/3,88 (s, 1H,
H10); RMN 13C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 170,3/106,3 (C9), 152,8 (C2), 151,2 (C5), 149,2/136,3
(C6), 121,9/106,3 (C11), 114,4 (C4), 113,9 (C3), 28,6/28,5 (C10); Anal. Calc. para (CsHeN4O4. 222,16 g): C,
43,25 %; H, 2,72%; N, 25,22%. Exp.: C, 43,64%; H, 2,37%; N, 25,04%.
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Espectro de correlaciao heteronuclear de deslocamentos quimicos (HETCOR-
TH/13C) do composto 2 (300 MHz / 75 MHz / DMSO-d;/ 11 h de aquisicio).

Composto 2
ciano-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)acetohidrazida

EZ ., E/Z
9 s cli C10
C6 C4 2
™ c3 s
C6 A

E/Z
H8
h

Linhas pontilhadas representam interagdes dos deslocamentos quimicos.
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0 5
w1 L Y No, Composto 3
0 N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)hexanohidrazida

Sélido amarelo claro (1 89%); F.F. 152,0 — 154,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 11,70/11,59
(s,1H, HB), 8,16/7,92 (s,1H, H6), 7,76 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,17 (d, 1H, J = 4,2Hz, H3), 2,60 (t, 1H, J=
7,2/2,24Hz, H10), 2,60 (t, 1H, J=7,2Hz, H10), 1,58 (t, 2H, J= 7,2Hz, H11), 1,31 (s, 2H, H12 e H13), 0,88
(t, 3H, J= 6,6Hz, H14); RMN BC {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 174,7/169,2 (C9), 151,8 (C2), 151,6
(C5), 133,7/130,5 (C6), 114,8 (C4), 114,6 (C3), 34,2/31,5 (C10), 30,8 (C12),” 24,4/23,6 (C11), 21,8 (C13),
13,8 (C14); Anal. Calc. para (C12H1sN20», 228,28 g): C, 64,84%; H, 8,16%; N, 12,60%. Exp.: C, 64,61%; H,
8,56%; N, 12,84%.



216

Espectro de correlaciao heteronuclear de deslocamentos quimicos (HETCOR-
TH/13C) do composto 3 (300 MHz / 75 MHz / DMSO-ds/ 19 h de aquisicio).

Composto 3
N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)hexanohidrazida

Cl4
C13

E/Z
H8
h

Linhas pontilhadas representam interagdes dos deslocamentos quimicos.
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4
y . 3, \5 Composto 4
/\o)i\N,N\s o NO, etil-V'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)
2 0 H H 7 hidrazida carboxilato

Soélido amarelo claro (n 87%); F.F. 183,0 — 185,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 11,53 (s,1H,
HB), 7,98 (s,1H, H6), 7,75 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,15 (d, 1H, J = 3,9Hz, H3), 4,19 (d, 2H, J= 6,9Hz, H11),
1,26 (s, 3H, H12); RMN 3C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 153,1 (C9), 151,8 (C2), 151,6 (C5), 131,8
(C6), 114,6 (C4), 114,3 (C3), 61,0 (C11), 14,4 (C12); Anal. Calc. para (CsHoN3Os, 22717 g): C, 42,30%; H,
3,99%; N, 18,50%. Exp.: C, 42,32%; H, 3,79%; N, 18,27%.
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0 =
7 5
43 i 9 N/N@Noz Composto 5
\ 010 I;l H ! furan-2-NV'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)carbohidrazida
42 It

Soélido amarelo (1 92%); F.F. 249,0 — 250,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 12,23 (s,1H, HS),
8,39 (s, 1H, H12), 7,99 (s,1H, H6), 7,79 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,29 (s, 1H, H14), 7,27 (d, 1H, J = 3,9Hz,
H3), 6,74 (q, 1H, J= 1,8Hz, H13); RMN 3C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 154,2 (C9), 151,6 (C2),
151,7 (C5), 146,3 (C10), 146,0 (C12), 135,5 (C6), 116,0 (C14), 115,1 (C4), 114,6 (C3), 112,2 (C13); Anal.
Calc. para (C10H7N305,249,18 g): C, 48,20%; H, 2,83%; N, 16,86%. Exp.: C, 48,25 %; H, 2,83%; N, 16,62%.
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o 3} \s Composto 6
. & AR NCZ S NO, ciclopentano-/N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)
:i H ! carbohidrazide

Soélido amarelo claro (n 49%); F.F. 206,0 —207,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 11,71/11,57
(s,1H, HY), 8,19/7,93 (s,1H, H6), 7,76 (d, 1H, J = 3,8Hz, H4), 7,19 (d, 1H, J = 3,8Hz, H3), 3,4/2,685 (t, 1H,
J=6,9/7,5Hz, H10), 1,86-1,59 (m, 8H, H11-H14 — Hax./eq.); RMN 3C {H} (DMSO-ds, 75 MHz):  (ppm):
177,6/172,4 (C9), 152,0 (C2), 151,6 (C5), 133,7/130,5 (C6), 114,7 (C4), 114,0 (C3), 43,2 (C10), 29,8
(C11), 29,3 (C14), 25,6 (C13),25,1 (C12); Anal. Calc. para (C11H13N304,251,24 g): C, 52,29%; H, 5,22%; N,
16,73%. Exp.: C, 52,34%; H, 5,04%; N, 16,78%.
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4
L0 23’ |\ Composto 7
) 3 )J\N’N\G o 2 terc-butil-V'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)
U H ! hidrazida carboxilato
8

Sélido amarelo claro (1 65 %); F.F. 177,0 — 178,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 11,34 (s,1H,
H8), 7,97 (s,1H, H6), 7,74 (4, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,12 (d, 1H, J = 3,9Hz, H3), 1,49 (s, 9H, H11-H13); RMN
13C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 167,4 (C9), 152,1 (C2), 151,9 (C5), 131,2 (C6), 114,7 (C4), 113,7
(C3), 80,3 (C10), 27,9 (C11, C12, C13); Anal. Calc. para (C10H13N304, 239,23 g): C, 50,21%; H, 5,48%; N,
17,94%. Exp.: C, 50,76%; H, 5,52%; N, 17,94%.
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H

o 4
w2, /ﬁ@iNoz Composto 8
- o ﬂ = 01 N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida
w8

Soélido amarelo (n 86%); F.F. 211,0 —212,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): § (ppm): 12,22 (s,1H, HS),
8,42 (s,1H, H6), 7,92 (d, 2H, J="7,3Hz, H11, H15), 7,79 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,66-7,53 (m, 3H, H12-H14),
7,27 (d, 1H, J = 3,4Hz, H3); RMN 3C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 163,4 (C9), 151,8 (C2), 150,1
(CS), 135,5 (Co), 132,8 (C10), 132,1 (C13), 128,5 (C12, C14), 127,7 (C11, C15), 115,1 (C4), 114,5 (C3);
Anal. Cale. para (C12H9N304, 259,06 g): C, 55,60%; H, 3,50%; N, 16,21%. Exp.: C, 55,33%; H, 3,60%; N,
16,08%.
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4
fo} 3
24 e N NO, Composto 9
13 \\ 0 ° H > 9 2-tiofeno-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)carbohidrazida
S
A

2 1A 8 H

Soélido amarelo (1 92%); F.F. 114,0 — 115,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 12,03 (s,1H, HS),
8,01 (s,1H, H6), 8,00 (d, 1H, J=2,8Hz, H14), 7,90 (dd, 1H, J=4,8Hz, H12), 7,71 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4),
7,24-7,20 (m, 2H, H13 e H3); RMN 3C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 159,1 (C9), 152,3 (C2), 152,2
(C5), 135,8 (C6), 135,5 (C10), 133,3 (C14), 128,6 (C12), 128,3 (C13), 115,9 (C4), 115,2 (C3); Anal. Calc.
para (C10H7N304S, 265,25 g): C, 45,28%; H, 2,66%; N, 15,84%. Exp.: C, 45,16%; H, 2,74%; N, 15,72%.
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4
o o 4 3[ N no Composto 10
N N-Nss < o 2 ciclohexano-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)
° H 1 . .
3 s H carbohidrazide

Soélido amarelo claro (n 63%); F.F. 202,0 —203,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 11,66/11,49
(s,1H, H8), 8,18/7,93 (s,1H, H6), 7,76 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,19 (d, 1H, J=3,7Hz, H3), 3,09/2,24 (s/t, 2H,
J=11,1Hz, H10), 1,43-1,25 (m, 10H, H11-H15 — Hax./eq.); RMN 3C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): 6 (ppm):
177,2/172,2 (C9), 152,0 (C2), 151,7 (C5), 133,8/130,4 (C6), 114,6 (C4), 114,0 (C3), 42,9 (C10), 28,8
(C11), 28,3 (C15) 25,3 (C12), 25,1 (C13, C14),; Anal. Calc. para (Ci2H15N304, 265,27 g): C, 54,33%; H,
5,70%; N, 15,84%. Exp.: C, 54,51%; H, 5,68%; N, 15,96%.
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4
fo) 3
2 W Mo, Composto 11
’ H \H Q 3-metil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida
A3 A 8

Sélido amarelo ( 69%); F.F. 200,0 — 201,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 12,18 (s,1H, HS),
8,41 (s,1H, H6), 7,79 (4, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,72 (t, 2H, J= 5Hz, H11, H15), 7,44 (d, 2H, J= 4,9Hz, H12,
H13), 7,26 (d, 1H, J=3,7Hz, H3), 2,40 (s, 3H, H16); RMN BC {H} (DMSO-ds, 75 MHz): 6 (ppm): 163,6
(C9), 151,8 (C2, C5), 137,9 (C14), 135,3 (C6, C10), 132,8 (C13, C15), 128,4 (C12), 128,2 (C11), 115,1
(C4), 114,6 (C3), 20,9 (C16); Anal. Calc. para (C13H11N304, 273,24 g): C, 57,14%; H, 4,06%; N, 15,38%.
Exp.: C, 57,32%; H, 3,97%; N, 15,53%.
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2 . . .

2-fenil-NV'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)acetohidrazida

Soélido amarelo (n 66%); F.F. 195,0 — 196,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 11,97/11,78 (s,1H,
H8), 8,22/7,95 (s,1H, H6), 7,78 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,32-7,22 (m, 6H, H3, H11-H15), 7,32-7,22 (m, 2H,
H12, H14), 3,97-3,61 (s, 2H, H16); RMN 3C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 172,6/167,1 (C9), 151,8
(C2,C)), 135,1 (C10), 134,5/130,9 (C6), 129,5 (C11), 129,1 (C15), 128,3 (C12), 128,2 (C14), 126,5 (C13),
115,0 (C4), 114,5 (C3), 41,2 (C17); Anal. Calc. para (Ci3H11N304, 273,24 ¢): C, 57,14%; H, 4,06%;
15,38%. Exp.: C, 57,46%; H, 4,07%; N, 15,52%.

>
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0 3
NP /QW&WNOZ Composto 13
0 H = 01 4-metil-NV'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida
46 0 AA 8 H

Sélido amarelo (n 78%); F.F. 230,0 — 231,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 12,15 (s,1H, HS),
8,40 (s,1H, H6), 7,83 (d, 2H, J= 8,1Hz, H11, H15), 7,75 (4, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,33 (d, 2H, J= 8,0z, H12,
H14), 7,22 (d, 1H, J=3,9Hz, H3), 2,37 (s, 3H, H16); RMN 13C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): § (ppm): 163,3
(C9), 151,9 (C2), 151,8 (C5), 142,3 (C13), 135,1 (C6), 129,8 (C10), 129,0 (C12, C14), 127,8 (C11, C19),
114,9 (C3), 114,6 (C4), 21,0 (C16); Anal. Calc. para (Ci3H11N304, 273,24 g): C, 57,14%; H, 4,06%; N,
15,38%. Exp.: C, 57,52%; H, 4,41%; N, 15,35 %.
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o, s
w2 N_s Jl NO, Composto 14
: ” N Q 4-amino-/NV'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida
8

Soélido vermelho escuro (n 70%); F.F. 280,0 — 282,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 11,86
(s,1H, HB), 8,38 (s,1H, H6), 7,78 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,69 (d, 2H, J= 8,7Hz, H11, H15),7,2 (d, 1H, J =
3,9Hz, H3), 6,64 (d, 2H, J= 8,4Hz, H12, H14), 5,74 (s, 2H - N H,, H16); RMN 3C {H} (DMSO-ds, 75
MHz): é (ppm): 163,3 (C9), 152,6 (C2), 152,4 (C5), 151,7 (C13), 133,5 (C6), 129,7 (C11, C15), 118,8
(C10), 114,8 (C4), 114,3 (C3), 112,7 (C12, C14); Anal. Calc. para (C12H0N4O4, 274,23 g): C, 52,56%; H,
3,68%; N, 20,43%. Exp.: C, 52,19%; H, 3,53%; N, 20,10 %.
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B0 3 4\ Composto 15
)«\AHL N . ol D2 NO, 4-metil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)- 1,2,3-tiodiazol-5-
oN e NS 2 carbohidrazida
H

'
-8
s

Soélido laranja escuro (1 98%); F.F. 245,0 — 248,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 12,75 (s,1H,
H8B), 8,09 (s,1H, H6), 7,80 (d, 1H, J = 3,8Hz, H4), 7,36 (d, 1H, J = 3,8Hz, H3), 2,96 (s, 3H, H16); RMN 3C
{H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 163,5/160,5 (C9), 152,0 (C2, C5), 150,6 (C10), 135,0 (C14), 132,3
(C6), 116,4 (C3), 114,4 (C4),15,0 (C15); Anal. Calc. para (CoH7NsO4S 281,25 g): C, 38,43%; H, 2,51%; N,
24,90%. Exp.: C, 38,63%; H, 2,80%; N, 24,55 %.



229

0 3
N N,;l\f/?@i"oz Composto 16
. Y H auo 4-ciano-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida
A 8

Sélido vermelho escuro (1 72%); F.F. 217,0 — 220,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 12,40
(s,1H, H8), 8,41 (s,1H, H6), 8,06 (d, 2H, H11, H15), 8,06 (d, 2H, H12, H14), 7,79 (d, 1H, J = 3,3Hz, H4),
7,31 (s, 1H, H3); RMN B3C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): 6 (ppm): 162,1 (C9), 152,0 (C2), 151,4 (C5), 136,5
(Ce6, C10), 132,6 (C12, C14), 128,6 (C11, C15), 115,8 (C13), 114,5 (C3, C4), 118,1 (C16); Anal. Calc. para
(C13HsN404, 284,05 g): C, 54,93%; H, 2,84%; N, 19,71%. Exp.: C, 54,52%; H, 3,08%; N, 19,39%.
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o 1\
7 5
VNS T N’NWNOZ Composto 17
A1 ! |;| H ! 4-etil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida
43 At
46 A2

Solido amarelo (1 88%); F.F. 249,0 — 250,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 12,15 (s,1H, HY),
8,41 (s,1H, H6), 7,85 (d, 2H, J= 8,1Hz, H11, H15), 7,79 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,39 (d, 2H, J= 8,1Hz, H12,
H14),7,26 (d, 1H, J= 3,8Hz, H3), 2,69 (q, 2H, J= 6,0Hz, H16), 1,22 (s, 3H, H17); RMN 3C {H} (DMSO-
ds, 75 MHz): & (ppm): 163,4 (C9), 151,8 (C2, C5), 148,4 (C13), 135,2 (C6), 130,2 (C10), 127,9 (C11, C12,
Cl14, C15), 115,1 (C3), 114,6 (C4), 28,1 (C16), 15,2 (C17); Anal. Calc. para (Ci4H13N304, 287,27 g): C,
58,53%; H, 4,56%; N, 14,63%. Exp.: C, 58,54%; H, 4,52%; N, 14,66%.
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0 3
7 | A\
w8 <o N/N@Noz Composto 18
«"'\ H 1

H 4-metoxi-NV'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida
AN 8

Sélido amarelo (1) 88%); F.F. 246,0 — 247,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 11,92 (s,1H, HS),
8,44 (s,1H, H6), 7,92 (d, 2H, J= 8,4Hz, H11, H15), 7,71 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,18 (d, 1H, J= 3,9Hz, H3),
7,06 (d, 2H, J= 8,4Hz, H12, H14), 3,85 (s, 3H, H16); RMN 13C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): § (ppm): 163,4
(C13), 162,4 (C9), 152,2 (C2), 151,8 (C5), 134,7 (C6), 129,9 (C10), 125,0 (C11, C14), 114,4 (C12, C15),
114,2 (C3), 113,8 (C4), 55,5 (C16); Anal. Calc. para (C13HiN3Os, 289,24 g): C, 53,98%; H, 3,83%; N,
14,53%. Exp.: C, 53,57%; H, 3,80%; N, 14,15 %.
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4
fo) 3
BN ,Klf/?(\y\Noz Composto 19
' ? H - ° 4-cloro-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida
N Tn ° H

Sélido amarelo (1 67%); F.F. 228,0 — 229,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 12,30 (s,1H, HS),
8,43 (s,1H, H6), 7,97 (d, 2H, J= 8,3Hz, H11, H15), 7,77 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,61 (d, 2H, J= 8,5Hz, H12,
H14), 7,27 (d, 1H, J = 3,4Hz, H3); RMN °C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 162,3 (C9), 151,8 (C2),
151,6 (C5), 137,0 (C13), 135,7 (C6), 131,3 (C10), 129,6 (C11, C15), 128,5 (C12, C14), 115,2 (C4), 114,5
(C3); Anal. Calc. para (C1;HsCIN3O4. 293,02 g): C, 49,08%; H, 2,75 %; N, 14,31%. Exp.: C, 48,95 %; H,
2,81%:; N, 14,18%.
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] < s Composto 20

9N 62/ o NO,  N'-((S-nitrofuran-2-il)metileno)nonanohidrazida
N )

H

8 H

(o)
5 1

16 14 12 10

S6lido amarelo claro (1 75 %); F.F. 140,0 — 141,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 11,69/11,59
(s,1H, H8), 8,16/7,92 (s,1H, H6), 7,76 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,17 (d, 1H, J = 4,0Hz, H3), 2,62-2,58, 2,27-
2,22 (2H, H10), 1,28 (9H, HI2-H16), 0,86 (3H, H17); RMN C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm):
174,7/169,2 (C9), 151,8 (C2), 151,6 (C5), 133,7/130,5 (C6), 114,7 (C4), 114,2 (C3), 34,2/31,5 (C10), 31,1
(C15), 24,8/23,9 (C11), 28,6 (C12), 28,5 (C13), 28,4 (C14), 22,0 (C16), 13,8 (C17); Anal. Calc. para
(C14H21N304,295,15 g): C, 56,94%; H, 7,17%; N, 14,23%. Exp.: C, 56,90%; H, 6,77%; N, 14,57%.
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Espectro de correlaciao heteronuclear de deslocamentos quimicos (HETCOR-
TH/13C) do composto 15 (300 MHz / 75 MHz / DMSO-d;/ 18 h de aquisi¢io)

o , 1 <5 Composto 20
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Linhas pontilhadas representam interagdes dos deslocamentos quimicos.
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Composto 21
4-iso-propil-NV'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)
benzidrazida

Sélido amarelo (1) 74%); F.F. 228,0 — 230,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 12,16 (s,1H, HS),
8,43 (s,1H, H6), 7,87 (d, 2H, J= 8,1Hz, H11, H15), 7,78 (d, 1H, J = 3,.9Hz, H4), 7,26 (d, 1H, J = 3,8Hz, H3),
7,41 (d, 2H, J= 8,1Hz, H12, H14), 3,02-2,91 (m, 1H, H17), 1,25 (s, 3H, H16), 1,23 (s, 3H, H18); RMN 13C
{H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 163.,4 (C9), 152,9 (C13), 151,9 (C2), 151,8 (C5), 135,2 (C6), 130,4
(C10), 127,9 (C11, C15), 126,4 (C12, c14), 115,0 (C4), 114,6 (C3), 33,4 (C16), 23,5 (C17, C18); Anal. Calc.
para (C1sH sN304, 301,30 g): C, 59,79%; H, 5,02%; N, 13,95 %. Exp.: C, 59,58%; H, 4,86%; N, 13,93%.
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lo) 3
1817 16 =X ,;\l 6 2l » NO, Composto 22
13 0 ” \H 9 4-propil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida
12 11 8

Soélido amarelo ( 77%); F.F. 244,0 — 245,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 12,16 (s,1H, HS),
8,42 (s,1H, H6), 7,85 (d, 2H, J=8,1Hz, H11, H15), 7,79 (4, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,36 (d, 2H, J= 8,2Hz, H12,
H14), 7,26 (d, 1H, J=3,9Hz, H3), 2,63 (t, 2H, J= 7,2Hz, H16), 1,66-1,59 (m, 2H, H17), 0,91 (s, 3H, H18);
RMN BC {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 163,3 (C9), 151,9 (C2), 151,8 (C5), 146,8 (C13), 135,1 (C6),
130,2 (C10), 128,4 (C12, C14), 127,8 (C11, C15), 115,0 (C4), 114,6 (C3), 37,0 (C16), 23,7 (C17), 13,5
(C18); Anal. Calc. para (CisH;sN3O4, 301,30 g): C, 59,79%; H, 5,02%; N, 13,95 %. Exp.: C, 59,39%; H,
5,00%; N, 13,98%.
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3 4
0 7 | \\s
L 2 gy Nee Py N0 Composto 23
. ! + 7 4-dimetilamino-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)
ISy ¢ H benzidrazida

Sélido vermelho escuro (n 57%); F.F. 255,0 — 257,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 11,93
(s,1H, H8), 8,40 (s,1H, H6), 7,83 (d, 2H, J=8,9Hz, H11, H15), 7,78 (d, 1H, J=3,9Hz, H4), 7,21 (d, 1H, J =
3,9Hz, H3), 6,76 (d, 2H, J=9,0Hz, H12, H14), 3,01 (s, 6H, H16, H17); RMN 3C {H} (DMSO-ds, 75 MHz):
d (ppm): 163,2 (C9), 152,7 (C13), 152,4 (C2), 151,7 (C5), 133,6 (C6), 129,4 (C11, C15), 118,6 (C10),
114,7 (C4), 114,4 (C3), 110,8 (C12, C14), 41,5 (C16, C17); Anal. Calc. para (C14H14N4O4, 302,29 g): C,
55,63%; H, 4,67%; N, 18,53%. Exp.: C, 55,85 %; H, 4,58%; N, 18,58%.
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4
\5
NS N Io NO, Composto 24
Al H ! 4-etoxi-NV'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida

Soélido amarelo (n 87%); F.F. 228,0 — 230,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 11,91 (s,1H, HS),
8,45 (s,1H, H6), 7,91 (d, 2H, J= 8,6Hz, H11, H15), 7,72 (d, 1H, J=3,9Hz, H4), 7,19 (d, 1H, J=3,9Hz, H3),
7,05 (d, 2H, J=8,7Hz, H12, H14), 4,16 (q, 2H, J= 6,9Hz, H16), 1,35 (t, 3H, J= 6,8Hz, H17); RMN 3C {H}
(DMSO-ds, 75 MHz): 6 (ppm): 163,4 (C9), 161,7 (C13), 152,2 (C2), 151,8 (C5), 134,7 (C6), 129,9 (C11,
C15), 1249 (C10), 114,4 (C12, C14), 114,3 (C3), 114,2 (C4), 63,5 (C16), 14,4 (C17); Anal. Calc. para
(C14H13N30s5,303,27 g): C, 55,45 %; H, 4,32%; N, 13,86%. Exp.: C, 55,14%; H, 4,18%; N, 13,64%.
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4
0 3
0N Nes R NO, Composto 25
6 S H A 0 3-nitro-NV'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida
%) AA 8

Soélido amarelo escuro (n 66%); F.F. 249,0 — 250,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 12,50
(s,1H, HB), 8,75 (s,1H, H6), 8,48-8,36 (m, 3H, H11, H13, H15), 7,87 (t, 1H, J=7,9Hz, H12), 7,80 (d, 1H, J
=3,8Hz, H4), 7,31 (d, 1H, J=2,9Hz, H3); RMN *C {H} (DMSO-ds, 75 MHz):  (ppm): 161,3 (C9), 152,0
(C2), 151,4 (C5), 147,8 (C14), 136,5 (C10), 134,2 (C6), 130,4 (C11), 126,6 (C12), 122,4 (C13), 115,8
(C15), 114,5 (C3, C4); Anal. Calc. para (C12HsN4Os, 304,22 g): C, 47,38%; H, 2,65 %; N, 18,42%. Exp.: C,
47,38%; H, 2,80%; N, 18,22%.
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P QTP N-NeP 0 Composto 26
OO 0 H 1 N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)naphtohidrazida
1 8

S6lido amarelo (1 94%); F.F. 249,0 — 250,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): § (ppm): 12,20 (s, 1H, HS),
8,55 (s, 1H, H19), 8,49 (s,1H, H6), 8,08-7,99 (m, 4H, H11, H12, H14, H17), 7,72 (d, 1H, J 3.9= Hz, H4),
7,65-7,62 (m, 2H, H15, H16), 7,22 (d, 1H, J = 3,9Hz, H3); RMN 13C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): § (ppm):
163,5 (C9), 151,9 (C2), 151,8 (C5), 135,5 (C18), 135.4 (C6), 134,5 (C10), 132,0 (C13), 130,1 (C17), 1289
(C19), 128,2 (C15), 128,1 (C12), 127,7 (C14), 126,9 (C16), 124,2 (C11), 115,2 (C3), 114,6 (C4); Anal.
Cale. para (C16H11N304,309,07 g): C, 62,14%; H, 3,58%; N, 13,59%. Exp.: C, 62,47%; H, 3,70%; N, 13,49%.



Espectro de correlaciao heteronuclear de deslocamentos quimicos (HETCOR-
TH/13C) do composto 20 (300 MHz / 75 MHz / DMSO-ds/ 19 h de aquisicio).
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Composto 26
N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)naphtohidrazida

C10C13

C12, C19, C15, C14
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2
= 2
\\9
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H11,H12,
H14,H17
H4

H19
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Linhas pontilhadas representam interagdes dos deslocamentos quimicos.
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3 4
15 }4 6 al M NO, Composto 27
9 4-butil-NV'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida

AT AD AA

Soélido amarelo (n 94%); F.F. 198,0 — 199,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 12,17 (s,1H, HS),
8,44 (s,1H, H6), 7,86 (d, 2H, J=8,1Hz, H11, H15), 7,78 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,36 (d, 2H, J= 7,8Hz, H12,
H14), 7,26 (d, 1H, J=3,6Hz, H3), 2,66 (t, 2H, J=7,5Hz, H16), 1,63-1,53 (m, 2H, H17), 1,38-1,25 (m, 2H,
H18), 0,91 (t, 3H, J= 7,2Hz, H19); RMN BC {H} (DMSO-ds, 75 MHz): 6 (ppm): 163,3 (C9), 151,9 (C2),
151,8 (C5), 147,0 (C13), 135,1 (C6), 130,2 (C10), 128,3 (C12, C14), 127,8 (C11, C15), 114,9 (C4), 114,6
(C3), 34,7 (C16), 32,7 (C17), 21,7 (C18), 13,6 (C19); Anal. Calc. para (C16Hi7N304, 315,32 g): C, 60,94%);
H, 5,43%; N, 13,33%. Exp.: C, 60,61%; H, 5,41%; N, 13,32%.
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Composto 28
4-terc-butil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida

Sélido amarelo (1) 76%); F.F. 304,0 — 305,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 12,16 (s,1H, HS),
8,43 (s,1H, H6), 7,87 (d, 2H, J= 8,2Hz, H11, H15), 7,79 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,56 (d, 2H, J= 8,2Hz, H12,
H14), 7,26 (d, 1H, J = 3,8Hz, H3), 1,32 (s, 9H, H17-19); RMN 1C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm):
163,4 (C9), 155,1 (C13), 151,9 (C2, C5), 135,2 (C6), 130,0 (C10), 127,7 (C11, C15), 125,3 (C12, C14),
115,0 (C4), 114,6 (C3), 34,7 (C16), 30,8 (C17, C18, C19); Anal. Calc. para (C16Hi7N304, 315,32 g): C,
60,94%; H, 5,43%; N, 13,33%. Exp.: C, 60,56%; H, 5,72%; N, 13,34%.
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8 _~10
«QM\O

4
fo) 3
W2 e Nos J e NO, Composto 29
! o H/ ~ 9 4-propoxi-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida
AN g H

Sélido amarelo (1) 92%); F.F. 204,0 — 205,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 12,07 (s,1H, HS),
8,67 (s,1H, H6), 8,11 (d, 1H, J = 4,2Hz, H4), 7,88 (d, 2H, J= 8,6Hz, H11, H15), 7,55 (d, 1H, J= 4,2Hz, H3),
7,06 (d, 2H, J= 8,7Hz, H12, H14), 4,01 (t, 2H, J= 6,6Hz, H17), 1,82-1,73 (m, 2H, H18),1,06-0,97 (m, 3H,
H19); RMN C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 161,7 (C9), 150,6 (C13), 147,0 (C2, C5), 140,4 (C6),
130,4 (C11), 129,2 (C10), 129,8 (C15), 124,6 (C12, C14), 114,2 (C3, C4), 69,3 (C17), 21,9 (C18), 10,3
(C19); Anal. Calc. para (C1sHisN3Os, 317,30 g): C, 56,78%; H, 4,76%; N, 13,24%. Exp.: C, 56,48%; H,
4,78%; N, 13,60%.
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4
fo) 3
0wl s J D NO, Composto 30
A1 9 H/ X 9 3,4-metoxi-NV'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida
AA H

(N 8
B o ML S

Soélido amarelo (1 74%); F.F. 216,0 —218,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 12,06 (s,1H, HS),
8,42 (s,1H, H6), 8,4 (1H, H15), 8,4 (1H, H12), 7,71 (d, 1H, J = 3,9Hz, H4), 7,58 (dd, 1H, H15), 7,53 (1H,
H11), 7,18 (d, 1H, J= 3,9Hz, H3), 7,08 (1H, H12), 3,85 (s, 3H, H16), 3,31 (s, 3H, H17) 1,9 (1H, H11);
RMN BC {H} (DMSO-ds, 75 MHz): 6 (ppm): 162,9 (C9), 152,1 (C13), 151.9 (C2), 151,8 (C5), 148,5 (C14),
134,8 (C6), 124,8 (C10), 121,3 (C11), 114,9 (C15), 114,5 (C3, C4), 111,1 (C12), 55,7 (C16, C17); Anal.
Calc. para (Ci14H13N306, 319,27 g): C, 52,67%; H, 4,10 %; N, 13,16%. Exp.: C, 52,26%; H, 4,18%; N,
13,54%.
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0 s
G FW NO,
CONTS 0 Composto 31

s H 4-sulfamoil-V'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida

Sélido vermelho escuro (1 53%); F.F. 269,0 — 270,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 12,36
(s,1H, H8), 8,43 (s,1H, H6), 8,10 (d, 2H, J= 7,8Hz, H11, H15), 7,99 (d, 2H, J= 8,2Hz, H12, H14), 7,80 (d,
1H, J = 3,8Hz, H4), 7,54 (s, 2H, H17), 7,30 (d, 1H, J = 2,8Hz, H3); RMN 3C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): 3
(ppm): 162,4 (C9), 152,0 (C2), 151,5 (C5), 147,0 (C13), 136,3 (C10), 135,7 (C6), 128,6 (C11), 128,5 (C15),
125,8 (C12, C14), 115,6 (C4), 114,5 (C3); Anal. Calc. para (Ci2H10N4OsS, 338,30 g): C, 42,60%; H, 2,98%;
N, 16,56%. Exp.: C, 42,37%; H, 2,97%; N, 16,48%.
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Composto 32

F o} T\s
F S »\A/’\S : N 2l 0\ NO, 3-trifluoro-metil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)
~N . .
R | H 1 benzidrazida
M 8 H

Sélido amarelo ( 76%); F.F. 217,0 — 218,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 12,39 (s,1H, HS),
8,42 (s,1H, H6), 8,24 (s, 2H, H11, H15), 8,00 (d, 1H, J= 7,4Hz, H13), 7,84-7,80 (t, 2H, H4), 7,84-7,80 (t,
2H, H12), 7,32 (s, 1H, H3); RMN 3C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 162,0 (C9), 152,0 (C2), 151,5
(C5), 136,2 (Co), 133,7 (C10), 132,0 (C14), 131,9 (C11), 129,9 (C12), 128,7 (C13), 125,7 (C16), 124,2
(C15), 115,6 (C4), 114,5 (C3); Anal. Calc. para (C13Hg F3N304, 327,05 g): C, 47,72%; H, 2,46%; N, 12,84%.
Exp.: C, 47,53%; H, 2,49%; N, 12,96%.
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3 4
A9 9 ¢ 2[ e NO.
W B N P 2 Composto 33
H 1
8

H 4-butilamino-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)

TR . .
j)ﬂ ) benzidrazida
o~ 4°

Soélido vermelho escuro ( 80%); F.F. 210,0 — 215,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 (ppm): 11,84
(s,1H, HB), 8,37 (s,1H, H6), 7,78 (d, 1H, J=3,63Hz, H4), 7,72 (d, 2H, J= 8,44Hz, H11, H15),7,2 (d, 1H, J=
3,74Hz, H3), 6,62 (d, 2H, J= 8,46Hz, H12, H14), 6,38 (t, 1H, H16), 3,11-3,07 (t, 2H, H17), 1,57-1,52 (4,
2H, H19), 1,42-1,37 (t, 2H, H13), 0,94-0,90 (t, 3H, H20); RMN 3C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm):
163,3 (C9), 152,4 (C2), 152,3 (C5), 151,7 (C13), 133,4 (C6), 129,7 (C11), 129,6 (C15), 118,3 (C10), 114,8
(C4), 114,3(C3), 110,9 (C12), 110,7 (C14), 42,0 (C17), 30,6 (C18), 19,7 (C19), 13,7 (C20); Anal. Calc. para
(Ci6H18N404,330,13 g): C, 58,17%; H, 5,49%; N, 16,94%. Exp.: C, 58,06%; H, 5,46%; N, 16,94%.
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0 7 ) < 5
. A2 0 N._s 2’ NO,
" SN 0 Composto 34
H 1
8

H 4-butoxi-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)
benzidrazida

Sélido amarelo (1 87%); F.F. 204,0 — 205,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 12,09 (s,1H, HS),
8,41 (s,1H, H6), 7,91 (d, 2H, J=8,8 Hz, H11, 7,79 (d, 1H, J=3,9 Hz, H4), 7,24 (d, 1H, J = 3,9 Hz, H3), H15),
7,01 (d, 2H, J= 8,8 Hz, H12, H14), 4,06 (t, 2H, J= 6,6Hz, H17), 1,82-1,73 (m, 2H, J= 6,5Hz, H18), 1,46
(m, 2H, H19), 0,94 (t, 3H, J= 7,2 Hz, H20); RMN 13C {H} (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm): 162,8 (C9), 161,8
(C13), 151,9 (C2), 151,8 (C5), 134,6 (C6), 129,8 (C11, C15), 124,5 (C10), 114,8 (C4), 114,6 (C12, C14),
114,2 (C3), 67,5 (C17), 30,6 (C18), 18,6 (C19), 13,6 (C20); Anal. Calc. para (C16H;7N30s, 331,12 g): C,
42,37%; H, 3,30%; N, 15,27%. Exp.: C, 52,66%; H, 3,37%; N, 14,87%.
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4
2920 s O, 3[ \s Composto 35
19 161310 NN *~o NO; 4-bifenil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)
18 17 12 11 ';' H ! carbohidrazida

Sélido amarelo (1 90%); F.F. 239,0 — 240,0 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 12,08 (s,1H, HS),
8,47 (s,1H, H6), 8,02 (d, 2H, J=8,4 Hz, H11, H15), 7,82 (d, 2H, J= 8,3 Hz, H12, H14), 7,75-7,71 (m, 3H,
H4, H17, H21), 7,53-7,39 (m, 3H, H18, H19, H20), 7,21 (d, 1H, J = 3,9 Hz, H3); RMN 13C {H} (DMSO-
ds, 75 MHz): & (ppm): 170,5 (C9), 151,9 (C2), 151,8 (C5), 143,2 (C13), 138,9 (C16), 135,5 (C6), 131,5
(C10), 129,0 (C11, C15), 128,5 (C18, C20), 128,2 (C12, C14), 126,9 (C17, C21), 126,7 (C19), 115.,2 (C4),
114,6 (C3); Anal. Calc. para (C1sH13N304, 335,41 g): C, 64,47%; H, 3,91%; N, 12,53%. Exp.: C, 64,24%; H,
3,88%; N, 12,60%.



251

Espectro de correlaciao heteronuclear de deslocamentos quimicos (HETCOR-
TH/13C) do composto 29 (300 MHz / 75 MHz / DMSO-ds/ 20 h de aquisicio).

Composto 35
4-bifenil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)
carbohidrazida
C12,C14
c1o ' /C17,C21,C19 2
C2 \g;g z
C5 C13C16¢q\ | C3IC4
[t |
o
'
|
i
"
i

DMSO
i
H:0 I
i
I
n
1
= t
= S "
~ s I
=& i
= = '
S g n
= =
-
2]
:/

HI11,H15

HS8

Linhas pontilhadas representam interagdes dos deslocamentos quimicos.
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Espectrometria de massa do composto 35: 4-bifenil-NV'-((S-nitrofuran-2-il)metileno) carbohidrazida
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0
A DA
8 © 4
"o o | 3, \s Composto 36

w2 U9 N 6 2 NO;  2-fenoxi-NV'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida

A0 H ~ o
> w s H
AL

S6lido amarelo (1) 74%); F.F. 197,0 — 198,0 °C, RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): d (ppm): 12,44 (s, 1H, H8), 8,30 (s, 1H,
H6), 7,70 (d, 1H, J=3,6 Hz, H4), 7,69 (d, 1H, J = 7,7 Hz, H11), 7,56-7,37 (m, 3H, H12, H13, H14), 7,32-7,23 (m, 2H,
H18, H20), 7,17-6,97 (m, 4H, H3, H17, H19, H21); RMN B3C {H} (DMSO-de, 75 MHz): & (ppm): 169,5/162,4 (C9),
156,4 (C16), 153,9 (C15), 151,9 (C2), 151,6 (C5), 135,3 (C13), 132,3/130,0 (C6), 126,7 (C11), 123,7 (C18, C20),
122,9 (C12, C19), 119,0 (C10), 118,6 (C17, C21), 117,5 (C14), 114,5 (C3), 115,3 (C4); Anal. Calc. para (CisH13N30s,
351,31 g): C, 61,54; H, 3,73; N, 11,96, Exp.: C, 61,54; H, 3,72; N, 12,18.
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Espectro de correlaciao heteronuclear de deslocamentos quimicos (HETCOR-

TH/13C) do composto 36 (300 MHz / 75 MHz / DMSO-ds/ 19 h de aquisicio).
0

A DA
8 © 4
"o o 3, \s Composto 36
w8 U9 N 6 2 NO;  2-fenoxi-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida
A0 H = 0
> W s H
AL

H12,H19,H17

C18,
€20 C17,C21,C14 4
o C12,C19
ClsCll I C10 C3
. 4 I
1 (] 1 1 11
1 (] 1 1 11
X 1 1 I 1
. 1 1 I 1
X 1 1 I 1
X 1 1 I 1
. I i I I
. I i I I
. I i I I
. I i I I
X 1 1 I 1
. 1 1 I 1
. 1 1 I 1
X 1 1 I 1
- . ' i ! I
1 1
= : 1 I I 1
T e — - e e F-—————- | 1
== 1 r 1 1 [
= e S T a I I
I X 1 | I 1
= Ammm ek oo [ PR [
= X 1 | I |
] 0000 rmmmmmmmmme——-loooo FrRe=——————————— T I |
= I S o I I
0 1 T i !
- X 1 1
) N [} 1
______________ PR 1
| 1 1
1 ! !
1 ! !
1 : !
=+ 1
z @ TTTTTTTTTooTs A
I
I

H11

He6

Linhas pontilhadas representam interagdes dos deslocamentos quimicos.
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4
0o 3
o R SN NO, Composto 37
o 1 109 H A o 4-pentil-cicloexano-N'-((5-nitrofuran-2-
0 w s H il)metileno)carbohidrazida

Solido amarelo claro (] 91%); F.F. 169-170 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm): 11,67/11,50 (s,1H, H8),
8,17/7,93 (s,1H, H6), 7,76 (d, 1H, J=3,8 Hz, H4), 7,18 (d, 1H, J=3,2 Hz, H3), 3,07/2,18 (t, 1H, J=12,0 Hz / t, J=12,0
Hz, H10), 1,79 (d, 4H, J=10,5 Hz, H11, H15), 1,47-1,19 (m, 11H, H3, H18, H19 — Hax. ¢ H16, H17 Hax./eq.), 0,95-
0,84 (m, 5H, H18, H19 (Heq.), H20 (CH3)); RMN 3C {H} (DMSO- ds, 75 MHz): 8 (ppm): 177,3/172,2 (C9), 152,0
(C2), 151,9 (C5), 133,8/130,5 (C6), 114,6 (C4), 114,0 (C3), 43,1/36,4 (C10), 36,7 (C16), 36,6 (C13), 32,0 (C12), 31,9
(C14), 31,6 (C18), 28,8 (C11), 28,3 (C15), 25,9 (C17), 22,1 (C19), 13,9 (C20); Anal. Calc. para (C17H25N304, 335,40
2): C, 60,88; H, 7,51; N, 12,53. Exp.: C, 60,58; H, 7,20; N, 12,16.
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0 T\
I o N,;\IWN% Composto 38
19 17 ) lg ! 4-pentil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida

Solido amarelo (1] 88%); F.F. 200-201 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): § (ppm): 12,15 (s,1H, H8), 8,41 (s,1H, H6),
7,84 (d, 2H, J=7,7 Hz, H11, H15), 7,79 (d, 1H, J=3,0 Hz, H4), 7,36 (d, 2H, J=7,9 Hz, H12, H14), 7,26 (d, 1H, J=3,3
Hz, H3), 2,65 (t, 2H, J=7.5 Hz, H16), 1,60 (t, 2H, J=6,9 Hz, H17), 1,30 (d, 4H, H18, H19), 0,86 (t, 3H, J=6,6 Hz, H20);
RMN 3C {H} (DMSO- ds, 75 MHz): & (ppm): 163,3 (C9), 151,9 (C2, C5), 147,0 (C13), 135,1 (C6), 130,2 (C10),
128,4 (C11, C15), 127,8 (C12, C14), 115,0 (C4), 114,6 (C3), 34,9 (C16), 30,8 (C17), 30,3 (C18), 21,9 (C19), 13,8
(C20); Anal. Calc. para (C17H19N304,329,35 g): C, 62,0; H, 5,81; N, 12,76. Exp.: C, 61,94; H, 5,73; N, 12,45.
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o I®
. 7 e
o N’N\f/zE}\Noz Composto 39
20 15 17 “H !

H 4-heptil-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida

Sélido amarelo (1 92%); F.F. 178-179 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): § (ppm): 12,15 (s,1H, HS), 8,42 (s,1H, H6),
7,85 (d, 2H, J=7,6 Hz, H11, H15), 7,79 (d, 1H, J=3,0 Hz, H4), 7,35 (d, 2H, J=7,7 Hz, H12, H14), 7,26 (s, 1H, H3),
2,65 (t, 2H, J=7,2 Hz, H16), 1,59 (s, 2H, H17), 1,28 (s, 8H, H18-H21), 0,86 (s, 3H, H22); RMN 13C {H} (DMSO- de,
75 MHz): 8 (ppm): 163,3 (C9), 151,9 (C2), 151,8 (C5), 147,0 (C13), 135,2 (C6), 130,2 (C10), 128,4 (C11, C15), 127,9
(C12), 127,8 (C14), 115,0 (C4), 114,6 (C3), 35,0 (C16), 31,2 (C20), 30,6 (C17), 28,5 (C18), 28,4 (C19), 22,0 (C21),
13,8 (C20); Anal. Calc. para (C19H23N304,357,470 g): C, 63,85; H, 6,49; N, 11,76. Exp.: C, 63,58; H, 6,39; N, 11,38.
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. o 7 :] 4\5
ol G NgPng” N0 Composto 40
AL . . . . . .
25\/2’\/’9\/’7\0 AN Hog 7 4-heptoxi-N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)benzidrazida
s 20 18 b3 A2

Sélido amarelo (1 88%); F.F. 172-173 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm):12,09 (s,1H, H8), 8,41 (s,1H, H6),
7,91 (d, 2H, J=8,8 Hz, H11, H15), 7,79 (d, 1H, J=3,9 Hz, H4), 7,24 (d, 1H, J=3,9 Hz, H3),7,06 (d, 2H, J=8,8 Hz, H12,
H14), 4,05 (t, 2H, J=6,3 Hz, H17), 1,78-1,71 (m, 2H, H18), 1,42-1,28 (m, 8H, H19-H22), 0,87 (s, 3H, J=6,9 Hz, H23);
RMN 13C {H} (DMSO- ds, 75 MHz): & (ppm): 161,8 (C9), 160,0 (C13), 152,0 (C2), 151,8 (C5), 134,7 (C6), 129,9
(C11), 129,8 (C15), 124,5 (C10), 114,8 (C4), 114.,6 (C3), 114,2 (C12, C14), 67,8 (C17), 31,2 (C21), 28,5 (C18), 28,4
(C20), 25,4 (C19), 22,0 (C22), 13,9 (C23); Anal. Calc. para (C1oH23N30s,373,40 g): C, 61,11; H, 6,21; N, 11,25. Exp.:
C, 60,99; H, 5,96; N, 10,87.
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Anexo 2

Espectros de RMN 'H e RMN *C do composto-protoétipo

nifuroxazida

Pardmetros: RMN 'H 300 MHz / RMN '*C 75 MHz /
solvente DMSO ds/ padrdo interno: TMS

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl
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nifuroxazida
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Anexo 3

Espectros de RMN 'H e RMN '*C dos farmacos benznidazol e

nifurtimox

Pardmetros: RMN 'H 300 MHz / RMN '*C 75 MHz /
solvente DMSO ds/ padrdo interno: TMS

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl
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Anexo 4

Curvas dose-resposta da inibicio de crescimento parasitario

para as cepas Silvio X10 cl1, Y, Bug 2149 cl10 e Colombiana

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl
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Curvas dose-resposta realizadas para cepa Silvio X10 cll
Curvas dose-resposta realizadas para cepa Y
Curvas dose-resposta realizadas para cepa Bug 2149 cl10

Curvas dose-resposta realizadas para cepa Colombiana

p. 270
p. 285
p. 300
p. 315



composto 1 - Silvio X10 cll

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 74,26 +1,87
100,00 2,000 70,26 +1,99
50,00 1,699 55,95 +1,68
25,00 1,398 32,90 £1,10
12,50 1,097 6,66 +2.80
6,25 0,796 0,00 +1,53
3,12 0,495 0,00 +2,63
1,56 0,194 0,00 +2,15
0,78 -0,107 0,00 +2,15

composto 2 - Silvio X10 cl1

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média + dp)
200,00 2,301 86,93 3,14
50,00 1,699 54,47 +£2,09
25,00 1,398 24,18 +4,61
12,50 1,097 2,99  +4.80
6,25 0,796 0,00 +6,75
3,12 0,495 0,00 +7,52
1,56 0,194 0,00 +7,31
0,78 -0,107 0,00 +8,75
0,39 -0,408 0,00 =+4,17

composto 3 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 79,20 +4,64
100,00 2,000 78,05 =+6,01
50,00 1,699 7296 =£3,68
25,00 1,398 63,39 =+4,18
12,50 1,097 51,00 +£3,55
6,25 0,796 20,39 +£1,12
3,12 0,495 6,55 +1,80
1,56 0,194 3,72 £2,06
0,78 -0,107 2,83  £2,29
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composto 4 - Silvio X10 cll

concentracio IC (%)
pM log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 89,50 =£1,55
100,00 2,000 87,77 +£1,36
50,00 1,699 79,94 +£3,36
25,00 1,398 72,06 =+1,59
12,50 1,097 56,21 +2,77
6,25 0,796 35,10 =+1,15
3,12 0,495 20,42 +2,67
1,56 0,194 18,36 42,45
0,78 -0,107 14,24 =£1,77

composto S - Silvio X10 cll

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 83,97 +2,91
100,00 2,000 81,84 =£2,92
50,00 1,699 70,26 +0,55
25,00 1,398 58,47 =+0,27
12,50 1,097 37,42 =£1,22
6,25 0,796 18,88 +1,09
3,12 0,495 14,44 +0,27
1,56 0,194 10,38 +2,19
0,78 -0,107 8,26 +£2.46

composto 6 - Silvio X10 cll

concentracio I1C (%)
puM log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 89,23 +1,50
100,00 2,000 86,33 +0,75
50,00 1,699 74,14 +0,57
25,00 1,398 54,38 +1,03
12,50 1,097 34,28 +0,99
6,25 0,796 13,26 +2,27
3,13 0,495 0,87 +2,34
1,56 0,194 0,00 +3,46
0,78 -0,107 0,00 +3,51




composto 7 - Silvio X10 cll

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 92,01 +£3,26
100,00 2,000 87,76 +4,33
25,00 1,398 65,18 +3,26
12,50 1,097 39,42 +1,83
6,25 0,796 12,07 +1,81
3,12 0,495 1,73 +2,86
1,56 0,194 0,00 +1,26
0,78 -0,107 0,00 +1,68

composto 8 - Silvio X10 cl1

concentracio IC (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 91,30 £2,70
100,00 2,000 80,00 +3,67
50,00 1,699 65,43 +0,84
25,00 1,398 37,66 +7,02
12,50 1,097 16,51 +1,77
6,25 0,796 7,59 +£5,24
3,12 0,495 2,16 £1,56

composto 9 - Silvio X10 cll

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 95,63 +2,35
100,00 2,000 91,23 +2,03
50,00 1,699 81,21 +£7,12
25,00 1,398 64,38 +4,89
12,50 1,097 47,20 +1,17
6,25 0,796 18,93 +6,48
3,12 0,495 8,37 £1,76
1,56 0,194 7,47 +4,24
0,78 -0,107 0,67 +1,42
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composto 10 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 90,91 +2,57
100,00 2,000 86,83 +£2,13
50,00 1,699 76,10 +4,46
25,00 1,398 64,07 +1,85
12,50 1,097 46,34 +6,98
6,25 0,796 17,56 +£3,29
3,12 0,495 4,23 £2,20
1,56 0,194 0,00 +2,97
0,78 -0,107 0,00 +5,01

composto 11 - Silvio X10 cl1

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 89,32 +2.03
100,00 2,000 84,87 +1,50
50,00 1,699 68,81 +1,64
25,00 1,398 48,07 £9,29
12,50 1,097 17,19 +4,69
6,25 0,796 7,21 +0,97
3,12 0,495 0,51 +3,12
1,56 0,194 0,04 +1,77
0,78 -0,107 0,00 +2,40

composto 12 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 89,99 +1,86
100,00 2,000 87,13 =£1,68
50,00 1,699 84,26 +2,60
25,00 1,398 59,12 =+1,30
12,50 1,097 2798 +£2,61
6,25 0,796 0,00 2,31
3,12 0,495 0,00 +4,05
1,56 0,194 0,00 +0,80
0,78 -0,107 0,00 +1,59




composto 13 - Silvio X10 cl1

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 89,18 =£2,83
50,00 1,699 89,44 +1,60
25,00 1,398 73,74 +0,60
12,50 1,097 40,62 +341
6,25 0,796 2347 1,21
3,12 0,495 16,61 2,14
1,56 0,194 14,10 =+2,58
0,78 -0,107 11,73 +2,05
0,39 -0,408 8,56 +3,58

composto 14 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)
uM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 3295 =+0,34
50,00 1,699 31,03 =+0,35
25,00 1,398 22,19 +0,39
12,50 1,097 19,69 +0,40
6,25 0,796 9,13 =+0,46
3,13 0,495 4,51 +0,48
1,56 0,194 2,21 +0,49
0,78 -0,107 7,59 +0,46

composto 15 - Silvio X10 cl1

concentracio 1C (%)
puM log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 82,56 +1,78
100,00 2,000 77,54 +1,89
50,00 1,699 60,65 +2,16
25,00 1,398 34,23 +£1,43
12,50 1,097 17,16 +1,73
6,25 0,796 10,87 +4,05
3,12 0,495 8,18 £3,59
1,56 0,194 7,10 +£2,97
0,78 -0,107 6,92 +3,79
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Valor de ICspndo determinado
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composto 16 - Silvio X10 cl1

concentracio IC (%)

pM log pM  (média = dp)

200,00 2,301 72,15 +4,24
100,00 2,000 69,46 +4,62
50,00 1,699 56,96 +4,30
25,00 1,398 29,49 +1,71
12,50 1,097 20,80 +5,21
3,12 0,495 19,24 +4,84
1,56 0,194 16,20 +4,73
0,78 -0,107 15,40 +4,23

composto 17 - Silvio X10 cl1

concentracio IC (%)

pM log pM  (média £ dp)

200,00 2,301 100,00 £3,22
100,00 2,000 99,21 +2,48
50,00 1,699 94,72 +£2.92
25,00 1,398 77,70 +3,80
12,50 1,097 54,48 +3,78
6,25 0,796 25,85 +5,95
3,12 0,495 17,27 +2,81
1,56 0,194 8,82 +3,41
0,78 -0,107 7,11 £3,27
0,39 -0,408 3,94 +4,16

composto 18 - Silvio X10 cl1

concentracio IC (%)

pM log pM  (média = dp)

100,00 2,000 83,07 £1,47
50,00 1,699 82,22 +0,73
25,00 1,398 73,32 £3,46
12,50 1,097 43,56 +1,36
6,25 0,796 23,67 +1,71
3,12 0,495 17,88 +1,85
1,56 0,194 17,60 +£2,17
0,78 -0,107 9,98 +6,92




composto 19 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)

[T log pM  (média £ dp)

100,00 2,000 82,21 +£2,32
50,00 1,699 81,38 +1,30
25,00 1,398 54,77 +0,75
12,50 1,097 20,64 +1,30

6,25 0,796 0,22 £1,98
3,12 0,495 0,00 £2,14
1,56 0,194 0,00 £2,83
0,78 -0,107 0,00 +0,75

composto 20 - Silvio X10 cl1

concentracio IC (%)

[T log pM  (média = dp)

100,00 2,000 100,33 +8,59
50,00 1,699 87,56 £5,86
25,00 1,398 69,43 +7,11
12,50 1,097 37,56 £2,76

6,25 0,796 8,29 +0,69
3,12 0,495 0,00 £2,93
1,56 0,194 0,00 +0,69
0,78 -0,107 0,00 +4,48

composto 21 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)

pM log pM  (média £ dp)

50,00 1,699 100,83 =£8,40
25,00 1,398 90,34 +6,17
12,50 1,097 88,41 +0,83
6,25 0,796 51,97 +4,14
3,12 0,495 18,29 +4,56
1,56 0,194 8,07 +6,63
0,78 -0,107 9,18 £7,51
0,39 -0,408 2,28 £5,17
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composto 22 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)

[T log uM  (média + dp)
50,00 1,699 96,96 £1,72
25,00 1,398 89,23 3,61
12,50 1,097 60,25 0,83
6,25 0,796 26,29 +6,25
3,12 0,495 8,90 +3,80
1,56 0,194 0,00 =£1,72
0,78 -0,107 0,00 +3,45
0,39 -0,408 0,00 +£2,08

composto 23 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 53,36 £5,27
50,00 1,699 48,02 +3,43
25,00 1,398 35,91 +6,44
12,50 1,097 36,45 £3,20
6,25 0,796 19,54 +£2,47
3,13 0,495 20,96 +£3,26
1,56 0,194 17,76 +6,50
0,78 -0,107 12,77 +4,04

composto 24 - Silvio X10 cl1

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 62,19 +1,98
25,00 1,398 52,59 3,20
12,50 1,097 26,35 +2,64
6,25 0,796 9,56 +3,21
3,12 0,495 4,76 +2,99
1,56 0,194 0,00 +1,42
0,78 -0,107 0,00 +1,22
0,39 -0,408 0,00 +1,71

ICs0 obtido experimentalmente (proximo a 100 uM)



composto 25 - Silvio X10 cl1

concentracio IC (%)
[T log pM  (média + dp)
100,00 2,000 73,76 +2,65
50,00 1,699 46,61 +2.24
25,00 1,398 15,73 +1,80
12,50 1,097 8,71 +2.24
6,25 0,796 2,24 +3,05
3,12 0,495 0,90 +3,09
1,56 0,194 0,00 +2,02
0,78 -0,107 0,00 +2.88

composto 26 - Silvio X10 cll

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 84,24 +4,00
50,00 1,699 78,54 +1,04
25,00 1,398 69,39 +2,64
12,50 1,097 53,63 +3091
6,25 0,796 ~ 25,72 191
3,12 0,495 9,29 +1,59
1,56 0,194 4,46 +4,46
0,78 -0,107 0,51 +7,00

composto 27- Silvio X10 cl1

concentraciao IC (%)
[T log pM  (média = dp)
100,00 2,000 85,71 +3,05
50,00 1,699 83,92 +2,46
25,00 1,398 81,25 +4,68
12,50 1,097 79,46 +4,21
6,25 0,796 61,42 +4.21
3,12 0,495 18,55 +5,16
1,56 0,194 5,96 £5,26
0,78 -0,107 3,82 +4,92
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composto 28 - Silvio X10 cl1

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 77,85 +0,75
50,00 1,699 68,97 +4,57
25,00 1,398 59,28 +1,98
12,50 1,097 40,87 +7,79
6,25 0,796 13,83 +4,21
3,12 0,495 3,73 +2,93
1,56 0,194 0,00 +1,72
0,78 -0,107 0,00 +2,99

composto 29 - Silvio X10 cl1

concentracao IC (%)
puM log tM  (média + dp)
100,00 2,000 88,03 +3,92
50,00 1,699 82,41 +£5,36
25,00 1,398 77,03 +0,85
12,50 1,097 41,68 +2,51
6,25 0,796 5,36 £1,98
3,12 0,495 0,00 +1,85
1,56 0,194 0,00 +4,34

composto 30 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 68,80 +4,14
50,00 1,699 64,59 +2,90
25,00 1,398 32,30 £1,31
12,50 1,097 14,02 +£5,14
6,25 0,796 3,81 +0,29
3,12 0,495 5,62 £7,28
1,56 0,194 2,41 +594
0,78 -0,107 0,00 +5,16




composto 31 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
50,00 1,699 20,09 =£1,18
25,00 1,398 17,08 =+£1,31
12,50 1,097 17,27 +3,21
6,25 0,796 18,40 +£1,99
3,12 0,495 18,21 +£1,82
1,56 0,194 19,72 +4,83
0,78 -0,107 19,91 <321

composto 32 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)
uM log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 96,00 +2,60
100,00 2,000 85,54 +2,69
50,00 1,699 79,72 +3,06
25,00 1,398 44,77 £2,08
12,50 1,097 10,03 +£2,82
6,25 0,796 0,00 +2,99
3,12 0,495 0,00 +3,60
1,56 0,194 0,00 +5,87
0,78 -0,107 0,00 +6,92

composto 33 - Silvio X10 cll

concentracio IC (%)
pM log uM  (média = dp)
100,00 2,000 84,54 +£2722
50,00 1,699 83,04 =+0,94
25,00 1,398 82,59 +3,75
12,50 1,097 81,32 £223
6,25 0,796 72,54 +£5,09
3,12 0,495 21,22 +5,73
1,56 0,194 9,29 +0,96
0,78 -0,107 838 4,14

1Cs0 ndo determinado
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composto 34 - Silvio X10 cl1

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 82,45 +£3,65
50,00 1,699 80,39 +4,66
25,00 1,398 80,39 +3,19
12,50 1,097 76,66 +5,21
6,25 0,796 52,01 +8,48
3,12 0,495 16,15 +£7,93
1,56 0,194 1,96 +3,92
0,78 -0,107 0,00 +6,15

composto 35 - Silvio X10 cl1

concentraciao IC (%)
pM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 90,84 +0,99
50,00 1,699 89,04 +0,34
25,00 1,398 87,25 +£2,37
12,50 1,097 79,83 £2,00
6,25 0,796 69,19 =+2,01
3,12 0,495 53,92 +£2,71
1,56 0,194 23,69 +3,42
0,78 -0,107 8,77 +2.86

composto 36 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 90,08 +4,27
50,00 1,699 84,52 +2,57
25,00 1,398 82,95 +1,31
12,50 1,097 44,51 +0,60
6,25 0,796 5,89 +4,50
3,12 0,495 0,00 +5,22
1,56 0,194 0,00 +3,99
0,78 -0,107 0,00 +0,60




composto 37 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 90,51 +4,78
50,00 1,699 88,52 +1,61
25,00 1,398 86,06 +5,78
12,50 1,097 85,00 +0,79
6,25 0,796 76,21 +1,05
3,12 0,495 58,29 +£2,52
1,56 0,194 37,76 +£3,14
0,78 -0,107 25,04 +4,60
0,39 -0,408 16,15 +4,63
0,20 -0,709 7,88 +4,60

composto 38 - Silvio X10 cl1

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
50,00 1,699 85,68 +1,13
25,00 1,398 84,56 +1,19
12,50 1,097 80,49 +2.04
6,25 0,796 61,41 +4,23
3,12 0,495 33,98 +0,46
1,56 0,194 6,00 £7,48
0,78 -0,107 0,00 +3,44
0,39 -0,408 0,00 +2,98
0,20 -0,709 0,00 +1,64

composto 39 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)
puM log pM  (média £ dp)
50,00 1,699 76,99 +2,33
25,00 1,398 76,85 +0,54
12,50 1,097 74,28 +1,35
6,25 0,796 69,14 +3,44
3,12 0,495 62,19 +1,24
1,56 0,194 23,84 +2,83
0,78 -0,107 0,00 +2,95
0,39 -0,408 0,00 +3,08
0,20 -0,709 0,00 +2,95
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composto 40 - Silvio X10 cl1

concentracio I1C (%)

[T log pM  (média £ dp)

50,00 1,699 81,45 £3,03
25,00 1,398 78,45 +£2.,45
12,50 1,097 76,06 +1,93

6,25 0,796 72,53 +1,63
3,12 0,495 66,47 +1,54
1,56 0,194 19,38 +3,27
0,78 -0,107 0,00 +0,54
0,39 -0,408 0,00 £2,16
0,20 -0,709 0,00 £2,17

benznidazol - Silvio X10 cll

concentracio IC (%)
pM log pM  (média + dp)
200,00 2,301 89,29 =+1,23
100,00 2,000 79,32 1,41
50,00 1,699 68,83 +1,53
25,00 1,398 45,31 +2,78
12,50 1,097 31,56 +2,00

6,25 0,796 16,60 +£2.97
3,12 0,495 8,27 £2,65
1,56 0,194 7,56 £2,94
0,78 -0,107 5,78 £2,16
0,39 -0,408 4,53 +1,37

nifurtimox - Silvio X10 cll

concentracio I1C (%)

[T log pM  (média + dp)

100,00 2,000 90,12 +1,23
50,00 1,699 88,52 +1,43
25,00 1,398 86,61 +4,56
12,50 1,097 71,95 +0,55

6,25 0,796 50,11 £3,68
3,12 0,495 18,71 +0,48
1,56 0,194 1,81 £3,18
0,78 -0,107 0,00 £1,27

0,39 -0,408 0,00 +1,46




nifuroxazida - Silvio X10 cll

concentracao IC (%)
pM log pM  (média + dp)
300,00 2,477 47,58 £9,32
150,00 2,176 28,02 +5,14
75,00 1,875 27,29 =1,51
37,50 1,574 11,59 +6,44
18,75 1,273 0,00 +5,24
9,37 0,972 0,00 +7,63
4,69 0,671 0,00 +5,07
2,34 0,370 0,00 +8.,46
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composto 1 - Y

concentracio IC (%)
(média +
pM log kM dp)

200,00 2301 77,98 +3,80
100,00 2,000 73,20 £1,01
50,00 1,699 69,36 =1,40
2500 1,398 56,73 +3,38
12,50 1,097 33,88 +3,11
625 0,796 12,36 4826
3,12 0495 3,79 48,57
1,56 0,194 0,27 £7.41
0,78  -0,107 0,00 +4,63

composto 2 - Y
concentracio IC (%)

pM log pM  (média + dp)

400,00 2,602 84,25 £5,71
200,00 2,301 71,52 £3,23
100,00 2,000 53,06 +3,53
50,00 1,699 16,71 +£2,78
25,00 1,398 3,06 +3,80
12,50 1,097 0,00 +4,56
6,25 0,796 0,00 =+5,02
3,12 0,495 0,00 +4,90

composto 3 -Y

concentracao IC (%)
(média +
M log ptM
p gn dp)

200,00 2,301 90,00 +6,07
100,00 2,000 88,56 +2,88
50,00 1,699 85,33 +3,34
25,00 1,398 69,78 £5,33
12,50 1,097 53,36 £2,76
6,25 0,796 23,00 +4,98
3,12 0,495 5,00 +4,43
1,56 0,194 0,00 =+4,99
0,78 -0,107 0,00 =+£3,72




composto 4 - Y

concentracio IC (%)
log =
pM uM (média £ dp)

200,00 2,301 90,45 +£2,06
100,00 2,000 86,50 +£2,06
50,00 1,699 80,25 +6,31
25,00 1,398 73,66 £1,97
12,50 1,097 64,77 £9,58
6,25 0,796 34,49 +£7,67
3,12 0,495 2395 +£1,98
1,56 0,194 19,01 £5,53
0,78 -0,107 11,44 <£145
0,39 -0,408 5,51 £7,94

composto S - Y

concentracio IC (%)

pM log pM  (média + dp)

200,00 2,301 98,26 2,67
100,00 2,000 85,51 +5,07
50,00 1,699 74,65 =£1,87
25,00 1,398 55,23 +£291
12,50 1,097 38,43 44,18
6,25 0,796 16,80 =+6,94
3,12 0,495 8,81 +£5,01
1,56 0,194 7,82 £2,17
0,78 -0,107 6,83  +£1,51

composto 6 - Y

concentracao IC (%)

pM log pM  (média = dp)

200,00 2,301 98,98 +4,56
100,00 2,000 90,58 =£3,50
50,00 1,699 89,10 +3,01
25,00 1,398 70,29 +£5,19
12,50 1,097 46,47 =+1,11
6,25 0,796 13,26 +3,50
3,12 0,495 0,87 +4,50
1,56 0,194 0,00 =£3,70
0,78 -0,107 0,00 £3,85
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composto 7-Y

concentracio I1C (%)

pM  log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 100,00 =+2,84
100,00 2,000 91,87 +3,76
50,00 1,699 83,96 44,52
25,00 1,398 74,30 +4,14
12,50 1,097 57,05 47,37
6,25 0,796 31,25 +£3,25
3,12 0,495 10,81 =+6,52
1,56 0,194 0,70 +4,64
0,78 -0,107 0,00 3,49

composto 8 - Y

concentracio

IC (%)

pM

2,301
2,000
1,699
1,398
1,097
0,796
0,495
0,194
-0,107

log pM  (média = dp)

85,54
81,18
80,86
69,07
43,12
15,44
7,43
3,54
2,68

+0,76
+4.90
+1,38
+3,33
+2.28
+7,79
49,09
+7,46
19,08

2,301
2,000
1,699
1,398
1,097
0,796
0,495
0,194
-0,107

composto 9 - Y

concentracao

IC (%)

pM

200,00
100,00
50,00
25,00
12,50
6,25
3,12
1,56
0,78

log pM

2,301
2,000
1,699
1,398
1,097
0,796
0,495
0,194
-0,107

(média = dp)

96,24 +421
92,03 +4,03
89,63 +5,48
87,77 +4,32
73,77 +4,62
53,41 +£2,49
15,00 +4,01
0,00 =+£2,86
0,00 =£2,06




composto 10 - Y

concentracio IC (%)
pM log pM (média + dp)
200,00 2,301 93,71 +£1,64
100,00 2,000 90,27 +3,37
50,00 1,699 87,24 +2,62
25,00 1,398 67,56 +2,34
12,50 1,097 45,39 £8,28
6,25 0,796 17,17 +391
3,12 0,495 2,00 +7,12
1,56 0,194 0,00 +7,15
0,78 -0,107 0,00 =+4,22
composto 11-Y

concentracao IC (%)
pM log pM  (média + dp)
200,00 2,301 91,02 £1,06
100,00 2,000 89,83 +2.80
50,00 1,699 84,75 £6,10
25,00 1,398 82,14 +1,81
12,50 1,097 55,27 +2,80
6,25 0,796 17,21 +5,71
3,12 0,495 7,19 #4731
1,56 0,194 0,00 6,10
0,78 -0,107 0,00 =£3,14

composto 12-Y

concentracio IC (%)
pM log pM  (média + dp)
200,00 2,301 97,14 £3,28
100,00 2,000 93,17 +2,59
50,00 1,699 92,74 +0,37
25,00 1,398 78,22 +£1,69
12,50 1,097 52,60 £2,56
6,25 0,796 20,36 +4,17
3,12 0,495 222 £592
1,56 0,194 -0,56 +4,84
0,78 -0,107 -8,46 =£3,29
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composto 13-Y
concentracio IC (%)

uM log uM  (média £ dp)

200,00 2,301 100,00 +3,77
100,00 2,000 100,00 =+1,94
50,00 1,699 100,00 =+5,19
25,00 1,398 82,28 42,47
12,50 1,097 52,45 £3,96
6,25 0,796 20,12 +4,60
3,12 0,495 0,54 +6,62
1,56 0,194 0,00 +4,93

composto 14-Y
concentracio IC (%)

pM log pM  (média £ dp)

100,00 2,000 26,16 +0,63
50,00 1,699 12,11 +5,60
25,00 1,398 12,11 +11,86
12,50 1,097 6,73 +4,75
6,25 0,796 2,54 <£7,84
3,12 0,495 1,05 =+6,73
1,56 0,194 0,00 =+4,94
0,78 -0,107 0,00 +5,38

Valor de ICspndo determinado

composto 15-Y

concentracio IC (%)

pM log pM  (média + dp)

200,00 2,301 86,25 =£3,77
100,00 2,000 85,79 +£2,69
50,00 1,699 81,73 +1,44
25,00 1,398 64,81 +£2,11
12,50 1,097 20,30 +£2,15
6,25 0,796 0,00 +0,59
3,12 0,495 0,00 =£3,10
1,56 0,194 0,00 =+4,65
0,78 -0,107 0,00 +6,61




composto 16-Y

concentracao IC (%)

pM log pM  (média = dp)

200,00 2,301 100,00 +8,92
100,00 2,000 89,61 =+8,80
50,00 1,699 82,87 £8,48
25,00 1,398 50,06 +7,93
12,50 1,097 19,80 +9,66
6,25 0,796 4,12 £2,75
3,12 0,495 1,39 +6,84
1,56 0,194 1,39 +£5,59
0,78 -0,107 0,00 +4,67

composto 17-Y

concentracio IC (%)
log L 3
pM uM (média + dp)

200,00 2,301 100,00 +1,00
100,00 2,000 100,00 +8,72
50,00 1,699 100,00 £5,16
25,00 1,398 100,00 +£3,12
12,50 1,097 82,97 +1,83
6,25 0,796 48,90 +2,03
3,12 0,495 36,86 £10,62
1,56 0,194 32,45 +8,83

composto 18-Y

concentracao IC (%)

pM log pM  (média + dp)

50,00 1,699 99,31 +0,60
25,00 1,398 83,07 +1,61
12,50 1,097 59,93 +£1,25
6,25 0,796 31,61 +4,11
3,12 0,495 20,21 +4,79
1,56 0,194 12,72 +6,90
0,78 -0,107 3,28 +3,33
0,39 -0,408 0,00 +5,77
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composto 19-Y

concentracio I1C (%)
log -
pM uM (média + dp)

100,00 2,000 91,04 +4,52
50,00 1,699 81,59 =£3,36
25,00 1,398 75,30 +1,83
12,50 1,097 60,52 +0,42
6,25 0,796 14,50 =£2,75
3,12 0,495 0,00 =+£2,34
1,56 0,194 0,00 <£3,66
0,78 -0,107 0,00 £2,94

composto 20-Y

concentracio IC (%)
log -
pM uM (média =+ dp)

100,00 2,000 90,86 +1,02
50,00 1,699 86,46 +293
25,00 1,398 80,03 =+0,59
12,50 1,097 40,10 +4,43
6,25 0,796 3,55 +4,31
3,12 0,495 0,00 =£5,59
1,56 0,194 0,00 =+4,43
0,78  -0,107 0,00 45,28

composto 21-Y

concentracao IC (%)

pM log pM  (média + dp)

100,00 2,000 98,46 +6,74
50,00 1,699 93,64 +2,74
25,00 1,398 89,47 £3,48
12,50 1,097 87,06 +0,76
6,25 0,796 70,61 +1,37
3,12 0,495 34,87 £3,01
1,56 0,194 10,53 +3,01
0,78 -0,107 5,26 +5,14




composto 22 -Y

concentracio IC (%)

pM log uM  (média + dp)

200,00 2,301 100,00 +7,48
100,00 2,000 100,00 =+2,83
50,00 1,699 100,00 =+1,00
25,00 1,398 97,65 +£3,67
12,50 1,097 80,18 +6,85
6,25 0,796 44,49 8,14
3,12 0,495 14,10 +10,33
1,56 0,194 3,08 +8,50

composto 23 -Y

concentracao IC (%)

pM log pM  (média + dp)

200,00 2,300 55,39 £2,28
100,00 2,000 50,00 +6,87
50,00 1,699 37,28 +£3,31
25,00 1,398 23,68 +3,66
12,50 1,097 12,72 +£5,02
6,25 0,796 3,95 +6,28
3,12 0,495 -1,32 +4,11
1,56 0,194 -6,14 +£2,66

composto 24 -Y

concentracao IC (%)

pM log pM  (média + dp)

200,00 2,301 93,85 =+1,55
100,00 2,000 93,15 £2,87
50,00 1,699 87,49 +£236
25,00 1,398 75,27 +5,82
12,50 1,097 55,45 +4,92
6,25 0,796 29,83 +3,16
3,12 0,495 11,51 +6,98
1,56 0,194 2,87 +441
0,78 -0,107 0,00 +1,58
0,39 -0,408 0,00 £7,05

Valor experimental:
ICso = 100,00 +6,87 uM
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composto 25-Y

concentracao IC (%)

pM log pM  (média = dp)

200,00 2,301 100,00 +2,23

100,00 2,000 91,03

+4,30

50,00 1,699 58,74 +1,04
25,00 1,398 21,52 £2,52

12,50 1,097 0,75
6,25 0,796 0,00
3,12 0,495 0,00
1,56 0,194 0,00
0,78 -0,107 0,00

+6,59
+1,37
+2.88
+1,87
+1,87

composto 26 -Y

concentracao IC

(%)

pM log pM  (médi

a=xdp)

100,00 2,000 100,00 +£3,51

50,00 1,699 97,53 <341
25,00 1,398 86,95 +4,93
12,50 1,097 71,60 +341
6,25 0,796 43,83 4,28
3,12 0,495 15,00 +4,04
1,56 0,194 0,00 =£8,30
0,78 -0,107 0,00 +5,27
composto 27 - Y
concentracio 1C (%)

pM log pM  (média + dp)

100,00 2,000 97,85
50,00 1,699 97,59
25,00 1,398 92,49
12,50 1,097 91,95
6,25 0,796 88,37
3,12 0,495 51,89
1,56 0,194 14,15

+2.31
+5,48
+4,03
+2,42
+3,88
+3,57
+2,84

0,78 -0,107 8,07 £2,75




composto 28-Y

concentracao IC (%)

pM log pM  (média + dp)

100,00 2,000 83,00 +4,94
50,00 1,699 73,00 +4,68
25,00 1,398 62,30 +4,41
12,50 1,097 50,00 +4,96
6,25 0,796 32,43 +3,83
3,12 0,495 17,00 +£7,81
1,56 0,194 7,00 +5,40
0,78 -0,107 0,00 +3,50

composto 29-Y

concentracio I1C (%)

pM log pM  (média + dp)

100,00 2,000 93,97 +5,61
50,00 1,699 92,65 +1,10
25,00 1,398 82,58 +1,55
12,50 1,097 59,80 +5,21
6,25 0,796 42,771 +1,59
3,12 0,495 23,71 +1,85
1,56 0,194 15,66 +5,73
0,78 -0,107 2,71 +1,39
0,39 -0,408 0,00 *1,79

composto 30-Y

concentracao IC (%)

pM log pM  (média + dp)

200,00 2,301 90,23 +£2,32
100,00 2,000 89,86 =+£3,02
50,00 1,699 84,46 +2,93
25,00 1,398 69,89 +4,59
12,50 1,097 40,10 +4,43
6,25 0,796 5,55 +4,31
3,12 0,495 0,00 +5,59
1,56 0,194 0,00 +4,43
0,78 -0,107 0,00 +5,28
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composto 31-Y

concentracio 1C (%)

pM log pM  (média + dp)
50,00 1,699 18,21 £2,08
25,00 1,398 17,88 +1,01
12,50 1,097 17,20 £2,21
6,25 0,796 16,84 +0,99
3,12 0,495 16,21 *1,20
1,56 0,194 15,72 £3,33
0,78 -0,107 14,91 £2,21

composto 32-Y

concentracao IC (%)
pM log pM  (média + dp)
200,00 2,301 91,02 +£1,06
100,00 2,000 89,83 +£2,80
50,00 1,699 84,75 +6,10
25,00 1,398 82,14 +1,81
12,50 1,097 55,27 +2,80
6,25 0,796 17,21 +5,71
3,12 0,495 7,19 4,31
1,56 0,194 0,00 +6,10
0,78 -0,107 0,00 +3,14

composto 33-Y

concentracio I1C (%)

pM log pM  (média + dp)
100,00 2,000 91,67 +4,66
50,00 1,699 90,12 +6,57
25,00 1,398 84,72 +£3,74
12,50 1,097 82,87 £3,51
6,25 0,796 79,32 +4,75
3,12 0,495 36,73 £3,74
1,56 0,194 556 +£334
0,78 -0,107 0,00 =+3,34

IC50 ndo determinado



composto 34-Y

concentracio I1C (%)

pM log pM  (média + dp)
100,00 2,000 91,56 #3,11
50,00 1,699 90,59 +£3.40
25,00 1,398 90,09 +0,62
12,50 1,097 87,04 +£2.23
6,25 0,796 74,69 +2,69
3,12 0,495 37,04 +0,62
1,56 0,194 0,00 +1,63
0,78 -0,107 0,00 =+1,55

composto 35-Y

concentracio 1C (%)

pM log pM  (média = dp)
50,00 1,699 100,00 +3,00
25,00 1,398 100,00 +4,00
12,50 1,097 99,71 +5,22
6,25 0,796 95,03 +3.,82
3,12 0,495 93,87 +3.,84
1,56 0,194 84,52 2,53
0,78 -0,107 44,21 =£3,96
0,40 -0,398 36,00 +2,00

composto 36-Y

concentracio I1C (%)

pM log pM  (média + dp)
100,00 2,000 86,82 +4,43
50,00 1,699 82,66 +4,56
25,00 1,398 79,73 +3,38
12,50 1,097 69,26 +5,77
6,25 0,796 31,76 +6,52
3,12 0,495 12,61 £8,45
1,56 0,194 586 +£8/45
0,78 -0,107 4,95 +7,83
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composto 37-Y

concentracio I1C (%)
pM log uyM  (média + dp)
100,00 2,000 100,00 £5,36
50,00 1,699 100,00 +4,47
25,00 1,398 100,00 +£3,94
12,50 1,097 92,94 45,48
6,25 0,796 84,28 +3.41
3,12 0,495 63,74 £2,75
1,56 0,194 27,16 +4,55
0,78 -0,107 19,18 +6,38
0,39 -0,408 6,22 £3,05
0,20 -0,709 4,66 =£3,63

composto 38 -Y

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média = dp)
100,00 2,000 100,00 +£2,31
50,00 1,699 100,00 +3,64
25,00 1,398 100,00 +3,33
12,50 1,097 92,93 +3,39
6,25 0,796 91,10 +4,92
3,12 0,495 72,22 £3,15
1,56 0,194 6,12 44,13
0,78 -0,107 0,00 +3,93
composto 39-Y

concentracio I1C (%)
pM log pM  (média + dp)
25,00 1,398 75,36 £3,76
12,50 1,097 72,38 £2,83
6,25 0,796 69,65 +3,27
3,12 0,495 66,90 £5,26
1,56 0,194 52,66 +£3,23
0,78 -0,107 1,45 =£3,25
0,39 -0,408 0,00 =+£2,05
0,20 -0,709 0,00 =+1,41




composto 40-Y

concentracio I1C (%)

pM log pM  (média + dp)

25,00 1,398 96,03 +3,55
12,50 1,097 94,70 £3,47
6,25 0,796 84,28 +6,97
3,12 0,495 76,16 +5,50
1,56 0,194 51,32 +1,98
0,78 -0,107 21,85 +4,05
0,39 -0,408 6,62 +£3,55
0,20 -0,709 3,26 +3,14

benznidazol - Y

concentracio I1C (%)

pM log pyM  (média = dp)

200,00 2,301 69,90 +£2,48
100,00 2,000 60,10 +2,89
50,00 1,699 51,75 +6,07
25,00 1,398 17,25 +£2,86
12,50 1,097 5,38 2,90
6,25 0,796 1,32 +3,04
3,12 0,495 0,71 2,07
1,56 0,194 0,00 +2,86
0,78 -0,107 0,00 1,57

nifurtimox - Y

concentracao IC (%)

pM log pM  (média + dp)

100,00 2,000 80,19 +£2,67
25,00 1,398 64,01 +2,67
12,50 1,097 43,55 +8,65
6,25 0,796 12,23 +6,34
3,12 0,495 0,00 +5,34
1,56 0,194 0,00 +7,33
0,78 -0,107 0,00 +6,28
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nifuroxazida- Y

concentragao IC (%)
pM log pM  (média + dp)
300,00 2,477 46,17 +5,12
150,00 2,176 34,01 £16,23
75,00 1,875 16,22 =£1,79
37,50 1,574 4,773 +£295
18,75 1,273 0,00 =+4,34
9,38 0,972 0,00 +376
4,69 0,671 0,00 +7.44
2,34 0,370 0,00 +429

ICs0 obtido experimentalmente (proximo a
300 uM)



composto 1 - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)
[T log pM  (média + dp)
200,00 2,301 85,47 £2,56
100,00 2,000 83,26 +3,57
50,00 1,699 74,66 +3,90
25,00 1,398 63,50 +4,71
12,50 1,097 36,76 +4,02
3,12 0,495 445 +474
1,56 0,194 0,00 +5,52
0,78 -0,107 0,00 +5,00

composto 2 - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)
pM log pM  (média + dp)
200,00 2,301 80,33 +£2,50
100,00 2,000 76,30 +£1,48
50,00 1,699 67,05 +2,87
25,00 1,398 32,87 43,21
12,50 1,097 14,43 +2.87
6,25 0,796 0,44 +498
3,12 0,495 0,00 +£2,38
1,56 0,194 0,00 +£2.26
0,78 -0,107 0,00 1,82
0,39 -0,408 0,00 1,79

composto 3 - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)
pM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 87,26 +£1,47
50,00 1,699 80,13 +7,09
25,00 1,398 58,01 +8,62
12,50 1,097 46,63 +2,04
6,25 0,796 25,00 +£2,72
3,12 0,495 10,58 +£8,62
1,56 0,194 4,81 +6,00
0,78 -0,107 0,00 3,47
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composto 4 - Bug 2149 cl10

concentracao IC (%)

pM log pM  (média + dp)

200,00 2,301 83,49 +£2,71
100,00 2,000 80,99 +2,12
50,00 1,699 76,49 +3,03
25,00 1,398 71,98 +2,41
12,50 1,097 64,48 +4,84
6,25 0,796 37,21 +0,87
3,12 0,495 24,46 +4,03
1,56 0,194 10,44 +2,17
0,78 -0,107 1,44 +0,87
0,39 -0,408 0,00 £2,17

composto S - Bug 2149 cl10

concentracao IC (%)

pM log pM  (média £ dp)

100,00 2,000 84,12 +3,65
50,00 1,699 74,11 #4,53
25,00 1,398 66,98 +4,82
12,50 1,097 51,97 #4,25

6,25 0,796 22,70 +1,06
3,12 0,495 6,57 *1,59
1,56 0,194 0,00 #3,71
0,78 -0,107 0,00 1,12
0,39 -0,408 0,00 2,12

composto 6 - Bug 2149 cl10

concentracao IC (%)

pM log pM  (média + dp)

200,00 2,301 88,36 £1,57
100,00 2,000 82,21 +1,03
50,00 1,699 77,70 +0,68
25,00 1,398 61,71 £2,41
6,25 0,796 13,96 +3,47
3,12 0,495 0,00 +6,73
1,56 0,194 0,00 +£3,33
0,78 -0,107 0,00 +3,05




composto 7 - Bug 2149 cl10

concentracio I1C (%)
pM log uM  (média + dp)
200,00 2,301 89,21 +1,23
100,00 2,000 87,91 +0,94
50,00 1,699 80,53 +1,78
25,00 1,398 67,82 +4,97
12,50 1,097 45,89 £2,40
6,25 0,796 27,03 £7,55
3,12 0,495 16,52 £9,55
1,56 0,194 0,00 £9,93
0,78 -0,107 0,00 £8,92

composto 8 - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)
pM log pM  (média + dp)
200,00 2,301 85,47 +2,56
100,00 2,000 83,26 +3,57
50,00 1,699 74,66 £3,90
25,00 1,398 63,50 +4,71
12,50 1,097 36,76 +4,02
3,12 0,495 4,45 +4,74
1,56 0,194 0,00 +5,52
0,78 -0,107 0,00 £5,00

composto 9 - Bug 2149 cl10

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média + dp)
200,00 2,301 84,59 +2,53
100,00 2,000 83,90 +3,35
25,00 1,398 75,20 +5,99
12,50 1,097 66,29 +1,36
6,25 0,796 35,83 +4,25
3,12 0,495 12,34 +£5,55
1,56 0,194 0,00 +5,88
0,78 -0,107 0,00 +7,06
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composto 10 - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)

pM log pM (média + dp)

200,00 2,301 86,78 +£2,34
100,00 2,000 85,64 +2,84
25,00 1,398 65,20 £2,72
12,50 1,097 43,67 £3,71
6,25 0,796 19,09 +6,26
3,12 0,495 1,90 £6,70
1,56 0,194 0,00 +8,05
0,78 -0,107 0,00 £3,99

composto 11- Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)

pM log pM  (média + dp)

200,00 2,301 94,72 £5,98
100,00 2,000 91,55 +6,74
50,00 1,699 74,65 £3,96
25,00 1,398 47,46 +3,57
12,50 1,097 15,51 +4,36
6,25 0,796 0,00 +6,48
3,12 0,495 0,00 +4,19
1,56 0,194 0,00 +8,47
0,78 -0,107 0,00 +6,15

composto 12 - Bug 2149 cl10

concentraciao IC (%)

pM log pM  (média + dp)

200,00 2,301 90,45 +£3,45
100,00 2,000 88,00 +4,00
25,00 1,398 66,00 £2,91
12,50 1,097 45,78 +1,39
6,25 0,796 24,89 +4,02
3,12 0,495 18,46 +5,24
1,56 0,194 0,00 +6,11
0,78 -0,107 0,00 £3,79




composto 13 - Bug 2149 cl10

concentracio I1C (%)
pM log uM  (média + dp)
200,00 2,301 100,00 +1,67
100,00 2,000 98,81 +1,64
50,00 1,699 95,26 £2,11
25,00 1,398 86,48 +£3,83
12,50 1,097 62,75 +1,41
6,25 0,796 43,30 +£2,74
3,12 0,495 31,91 +4,92
1,56 0,194 21,00 £2,42
0,78 -0,107 12,69 +£7,48

composto 14 - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)
pM log pM  (média + dp)
100,00 2,000 18,11 +8,38
50,00 1,699 18,00 +3,24
25,00 1,398 15,37 +4,03
12,50 1,097 18,86 +7,52
6,25 0,796 14,68 +£2,13
3,12 0,495 6,07 +£7,65
1,56 0,194 8,34 +6,48
0,78 -0,107 0,00 4,64

composto 15 - Bug 2149 cl10

concentracio I1C (%)
pM log pM  (média + dp)
200,00 2,301 84,23 +4,25
100,00 2,000 80,30 +£5,11
50,00 1,699 68,41 +£8,01
25,00 1,398 52,19 +£1,10
12,50 1,097 27,45 +1,81
6,25 0,796 11,11 £2,53
3,12 0,495 2,22 £2,32
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composto 16 - Bug 2149 cl10

concentracio I1C (%)

pM log uM  (média + dp)

200,00 2,301 78,20 +6,30
100,00 2,000 74,00 +£2,11
50,00 1,699 64,00 +£3,83
12,50 1,097 12,80 +4,74
3,12 0,495 0,00 £1,92
1,56 0,194 0,00 £2,53
0,78 -0,107 0,00 +4,71

composto 17 - Bug 2149 cl10

concentracio I1C (%)

pM log uM  (média = dp)

200,00 2,301 100,00 +0,71
100,00 2,000 100,00 +£3,10
50,00 1,699 94,07 £2,50
25,00 1,398 82,92 +5,65
12,50 1,097 67,73 £5,00
6,25 0,796 30,01 +2,50
3,12 0,495 14,35 +2,17
1,56 0,194 0,00 £5,75
0,78 -0,107 0,00 £2,85
0,39 -0,408 0,00 £1,42

composto 18 - Bug 2149 cl10

concentraciao IC (%)

pM log pM  (média £ dp)

100,00 2,000 88,92 £1,09
50,00 1,699 84,17 +0,79
25,00 1,398 76,00 £1,65
12,50 1,097 60,96 +2,00
6,25 0,796 46,19 1,74
3,12 0,495 34,81 +5,82
0,78 -0,107 11,23 £2,37
0,39 -0,408 6,81 £2,22




composto 19 - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)
uM :ﬁ (média + dp)
200,00 2,301 100,00 +3,45
100,00 2,000 100,00 +3,06
25,00 1,398 74,69 +5,58
12,50 1,097 46,81 +4,46
3,12 0,495 6,27 £5,18
1,56 0,194 5,10 4,61
0,78 -0,107 3,69 +£6,92

composto 20 - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)
pM log pM  (média + dp)
100,00 2,000 87,33 £2,57
50,00 1,699 87,11 £2,35
25,00 1,398 68,56 +2,18
12,50 1,097 37,57 +1,80
6,25 0,796 12,92 +2,38
3,12 0,495 0,00 +2,74
1,56 0,194 0,00 £5,09
0,78 -0,107 0,00 £3,11

composto 21 - Bug 2149 cl10

concentracio 1C (%)
uM ;‘1{% (média = dp)
100,00 2,000 100,00 +4,11
25,00 1,398 92,84 +2,87
12,50 1,097 71,61 +0,92
6,25 0,796 23,32 +3,59
3,12 0,495 0,00 +2,80
1,56 0,194 0,00 +3,68
0,78 -0,107 0,00 +2,87
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composto 22 - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)

pM log pM  (média + dp)
50,00 1,699 98,86 +£1,30
25,00 1,398 88,34 +£2,70
12,50 1,097 64,24 +4,16
6,25 0,796 28,29 +£5,78
3,12 0,495 9,86 4,76
1,56 0,194 1,23 +£2,72
0,78 -0,107 0,00 2,55
0,39 -0,408 0,00 2,08

composto 23 - Bug 2149 cl10

concentracio I1C (%)
uM ;‘ﬁ (média + dp)
100,00 2,000 68,16 *1,84
50,00 1,699 51,97 £1,22
25,00 1,398 32,60 £2,40
12,50 1,097 21,19 +4,43
6,25 0,796 11,11 +0,92
3,12 0,495 7,23 £2,10
1,56 0,194 0,00 £2,39

composto 24 - Bug 2149 cl10

concentracio 1C (%)

uM :ﬁ (média = dp)
50,00 1,699 69,80 4,18
25,00 1,398 64,27 +4,47
12,50 1,097 58,06 £2,85
6,25 0,796 33,70 £2,10
3,12 0,495 8,47 +1,83
1,56 0,194 0,00 +1,91
0,78 -0,107 0,00 +2,81
0,39 -0,408 0,00 +2,21




composto 25 - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)
uM :ﬁ (média + dp)
200,00 2,301 100,00 +5,00
100,00 2,000 89,50 +8,48
25,00 1,398 47,07 £2,42
12,50 1,097 25,63 £3,07
3,12 0,495 6,20 +6,60
1,56 0,194 0,00 +£2,92
0,78 -0,107 0,00 +4,46

Composto 26 - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)
pM log pM  (média + dp)
100,00 2,000 92,09 +7,28
50,00 1,699 87,57 +8,17
25,00 1,398 72,75 44,65
12,50 1,097 54,80 43,13
6,25 0,796 27,68 2,99
3,12 0,495 8,47 £741
1,56 0,194 0,00 +9,20
0,78 -0,107 0,00 £6,22

composto 27 - Bug 2149 cl10

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média + dp)
100,00 2,000 92,31 £1,84
50,00 1,699 90,17 +4,87
25,00 1,398 83,47 +£5,15
12,50 1,097 79,45 +4,75
6,25 0,796 69,40 +6,74
3,12 0,495 14,01 +£1,39
1,56 0,194 0,00 +0,39
0,78 -0,107 0,00 £1,02
0,39 -0,408 0,00 £2,32
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composto 28 - Bug 2149 cl10

concentracio I1C (%)
log .-
pM uM (média £ dp)

200,00 2,301 100,00 +2,00
50,00 1,699 85,87 +9,84
25,00 1,398 67,80 £2,12
12,50 1,097 48,33 £2,23
6,25 0,796 28,87 +5,31
3,12 0,495 8,72 +5,03
1,56 0,194 0,00 +4,47
0,78 -0,107 0,00 £2,12
0,39 -0,408 0,00 +4,23

composto 29 - Bug 2149 cl10

concentracio I1C (%)

pM log pM  (média + dp)

50,00 1,699 91,23 £2,87
25,00 1,398 89,81 +2,87
12,50 1,097 81,04 +£2,63
6,25 0,796 52,12 +£2,21
3,12 0,495 31,97 +5,84
1,56 0,194 12,06 +£2,57
0,78 -0,107 5,90 £2,96
0,39 -0,408 5,90 +2,12

composto 30 - Bug 2149 cl10

concentracao IC (%)
log -
pM uM (média + dp)

100,00 2,000 85,90 +£2,62
50,00 1,699 78,28 +2,43
25,00 1,398 60,49 +7,04
12,50 1,097 36,92 +2,08
6,25 0,796 17,04 +9,21
3,12 0,495 13,33 +10,30
1,56 0,194 6,87 +8,21




composto 31 - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)

pM log utM  (média = dp)
50,00 1,699 15,91 +£3,02
25,00 1,398 1440 =+1,.22
12,50 1,097 12,23 =+1,71
6,25 0,796 12,12 +4,50
3,12 0,495 12,03 =+1,12
1,56 0,194 11,40 3,54
0,78 -0,107 10,55 =+6,94

composto 32 - Bug 2149 cl10

concentracio I1C (%)
pM log pM  (média + dp)
200,00 2,301 88,21 +£1,59
100,00 2,000 86,89 +1,68
25,00 1,398 76,67 +1,33
12,50 1,097 32,22 £3,36
6,25 0,796 11,33 +4,40
3,12 0,495 2,67 £3,06
1,56 0,194 0,00 +3,79
0,78 -0,107 0,00 +5,67

composto 33 - Bug 2149 cl10

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média + dp)
100,00 2,000 81,49 =£6,22
50,00 1,699 80,79 +4,20
25,00 1,398 76,14 =£3,45
12,50 1,097 74,75 4,70
6,25 0,796 68,36 +4,07
3,12 0,495 20,53 =£6,22
1,56 0,194 8,99 +6,39
0,78 -0,107 6,21 +4,79

Valor de ICsp ndo determinado
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composto 34 - Bug 2149 cl10

concentracio 1C (%)

pM  log pM  (média + dp)
50,00 1,699 90,20 £2,95
25,00 1,398 86,49 +5,68
12,50 1,097 85,47 £2,03
6,25 0,796 63,28 +£3,02
3,12 0,495 28,38 +3,38
0,78  -0,107 4,05 +4,73
0,39  -0,408 0,00 5,77

composto 35 - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)
pM log pM  (média + dp)
100,00 2,000 88,93 +724
50,00 1,699 88,41 +9,46
25,00 1,398 86,30 +9,13
12,50 1,097 84,49 +599
6,25 0,796 83,14 9,51
3,12 0,495 75,05 +522
1,56 0,194 38,34 8,17
0,78 -0,107 13,57 6,74

composto 36 - Bug 2149 cl10

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média + dp)
100,00 2,000 86,20 +1,57
50,00 1,699 82,13 +£2.74
25,00 1,398 84,62 +1,57
12,50 1,097 44,81 +£2,57
6,25 0,796 8,40 +1,18
3,12 0,495 0,00 +5,69
1,56 0,194 0,00 +5.,48
0,78 -0,107 0,00 +2,71




composto 37 - Bug 2149 cl10

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média = dp)
25,00 1,398 89,57 +3,29
12,50 1,097 84,08 +4,62
6,25 0,796 79,60 +2,43
3,12 0,495 69,90 +2,68
1,56 0,194 53,02 +5,87
0,78 -0,107 24,63 +1,69
0,39 -0,408 6,97 +1,26
0,20 -0,709 0,00 +1,69

composto 38 - Bug 2149 cl10

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média = dp)
50,00 1,699 84,58 +0,86
25,00 1,398 83,08 +1,14
12,50 1,097 80,85 +3,37
6,25 0,796 77,36 +2,28
3,12 0,495 68,66 +3,95
1,56 0,194 27,86 +2,15
0,78 -0,107 0,00 +4,16
0,39 -0,408 0,00 +2,15
0,20 -0,709 0,00 +0,86

composto 39 - Bug 2149 cl10

concentracao IC (%)
pM log pM  (média £ dp)
25,00 1,398 93,74 +4,71
12,50 1,097 90,49 +£3,85
6,25 0,796 89,23 +3,78
3,12 0,495 85,98 +2,84
1,56 0,194 83,22 +3,55
0,78 -0,107 60,19 +4,24
0,39 -0,408 4,10 £3,00
0,20 -0,709 0,00 +£3,24
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composto 40 - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)

pM log pM  (média + dp)

12,50 1,097 78,47 +£2,64
6,25 0,796 76,46 +£3,55
3,12 0,495 73,46 +£3,04
1,56 0,194 67,45 +6,07
0,78 -0,107 31,89 £3,13
0,39 -0,408 0,00 +3,13
0,20 -0,709 0,00 +2,71

benznidazol - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)

pM log pM  (média + dp)

200,00 2,301 89,27 £3,55
100,00 2,000 81,25 £3,00
50,00 1,699 62,50 +£2,23
25,00 1,398 43,99 £2,35
12,50 1,097 28,40 +6,35
6,25 0,796 12,57 +4,02
3,12 0,495 1,13 £2,77
1,56 0,194 0,00 +4,02
0,78 -0,107 0,00 £3,75
0,39 -0,408 0,00 +£6,75

nifurtimox - Bug 2149 cl10

concentracio IC (%)

pM log pM  (média £+ dp)

100,00 2,000 82,13 +1,84
50,00 1,699 79,87 £1,05
25,00 1,398 70,95 £2,77
12,50 1,097 57,69 +1,05
6,25 0,796 36,42 +£1,98
3,12 0,495 12,18 44,82
1,56 0,194 7,38 +4,75
0,78 -0,107 0,51 +£6,29
0,39 -0,408 -0,63 7,14




nifuroxazida - Bug 2149 cl10

concentracio 1C (%)
pM ;‘ﬁ (média £ dp)
300,00 2,477 49,58 +9,32
150,00 2,176 28,02 £5,14
75,00 1,875 27,29 +1,51
37,50 1,574 11,59 46,44
18,75 1,273 0,00 +5,24
9,37 0,972 0,00 £7,63
4,69 0,671 0,00 +5,07
2,34 0,370 0,00 £8,46
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composto 1 - Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 88,50 +3,38
50,00 1,699 79,55 +5,57
25,00 1,398 69,33 +1,28
12,50 1,097 53,99 +4,61
6,25 0,796 36,05 +3,32
3,12 0,495 17,01 +4,47
1,56 0,194 8,50 £2,91
0,78 -0,107 3,36 +2,66

composto 2 - Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média + dp)
400,00 2,602 75,17 £2,36
200,00 2,301 64,97 £2,18
100,00 2,000 56,30 +3,56
50,00 1,699 41,50 +£2,57
25,00 1,398 25,85 +1,12
12,50 1,097 17,93 +£3,28
6,25 0,796 13,78 +2,16
3,12 0,495 6,12 +4,08
1,56 0,194 3,34 +5,12

composto 3 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 87,24 £3,16
100,00 2,000 85,95 +£2,19
50,00 1,699 84,54 +3,22
25,00 1,398 75,14 +4,04
12,50 1,097 64,51 +1,61
6,25 0,796 42,35 +1,83
3,12 0,495 29,84 +4.22
1,56 0,194 16,38 +3,65
0,78 -0,107 12,52 +3,22




composto 4 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 85,89 £2,79
100,00 2,000 82,08 +£2,11
50,00 1,699 76,95 +3,04
25,00 1,398 68,43 +£3,79
12,50 1,097 56,70 +1,22
6,25 0,796 38,76 +6,11
3,12 0,495 17,98 +1,19
1,56 0,194 7,89 +2,65
0,78 -0,107 0,00 +2,79

composto S - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 88,20 £1,23
100,00 2,000 85,52 +3,79
50,00 1,699 75,65 +1,76
25,00 1,398 62,76 +4,03
12,50 1,097 45,18 +3,52
6,25 0,796 32,19 £1,76
3,12 0,495 20,64 +£2,52
1,56 0,194 12,63 +1,52
0,78 -0,107 7,77 +£1,63

composto 6 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 89,28 =+1,14
100,00 2,000 85,34 +1,19
50,00 1,699 77,12 £2,23
25,00 1,398 68,12 +4,22
12,50 1,097 52,46 +0,70
6,25 0,796 29,19 +0,76
3,12 0,495 15,93 +3,45
1,56 0,194 5,99 +£2,45
0,78 -0,107 0,00 +1,87
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composto 7 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média + dp)
200,00 2,301 100,00 £3,41
100,00 2,000 100,00 +3,98
50,00 1,699 91,56 +£2,84
25,00 1,398 74,27 +4,27
12,50 1,097 61,01 +2,84
6,25 0,796 40,90 +2,71
3,13 0,495 22,81 +4,27
1,56 0,194 15,98 +3,98
0,78 -0,107 11,56 +3,41

composto 8 - Colombiana

concentracio IC (%)
[T log pM  (média + dp)
200,00 2,301 87,00 +£2,14
100,00 2,000 84,00 +5,10
50,00 1,699 83,00 +6,25
25,00 1,398 78,00 +5,69
12,50 1,097 67,44 +1,57
6,25 0,796 46,53 +4,39
3,13 0,495 28,04 +4.39
1,56 0,194 18,79 +3,69
0,78 -0,107 19,60 +4,39

composto 9 - Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 95,98 +3,22
100,00 2,000 91,04 +3,55
50,00 1,699 87,93 +0,55
25,00 1,398 64,56 +5,75
12,50 1,097 40,76 +2,77
6,25 0,796 22,50 +6,47
3,13 0,495 11,98 +£5,22
1,56 0,194 3,41 £2.30
0,78 -0,107 0,00 +4,22




composto 10 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média + dp)
200,00 2,301 100,00 +2,28
100,00 2,000 100,00 +6,61
50,00 1,699 95,72 +£3,55
25,00 1,398 81,46 +3,55
12,50 1,097 57,45 +2,55
6,25 0,796 32,03 £2,02
3,13 0,495 18,32 +6,91
1,56 0,194 3,77 +6,06
0,78 -0,107 0,00 +3,86

composto 11 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média + dp)
200,00 2,301 100,00 +0,61
100,00 2,000 97,83 +0,61
50,00 1,699 92,83 +1,84
25,00 1,398 81,80 +2,45
12,50 1,097 68,23 +6,06
6,25 0,796 45,83 +6,74
3,13 0,495 28,06 +6,35
1,56 0,194 17,23 +6,03
0,78 -0,107 12,46 +5,35

composto 12 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 81,93 +4,62
100,00 2,000 81,51 +3,52
50,00 1,699 78,28 +£2,62
25,00 1,398 63,27 +4,45
12,50 1,097 52,32 +2,24
6,25 0,796 38,54 +5,51
3,12 0,495 22,65 +£2,62
1,56 0,194 17,70 £3,61
0,78 -0,107 9,70 +4,62
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composto 13 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média + dp)
200,00 2,301 100,00 +5,06
100,00 2,000 100,00 =+1,45
50,00 1,699 95,67 +6,45
25,00 1,398 75,53 +6,13
12,50 1,097 54,06 =+4,90
6,25 0,796 35,86 44,68
3,13 0,495 16,36  +5,52
1,56 0,194 7,87 £5,52
0,78 -0,107 6,39 +4,90

composto 14 - Colombiana

concentracio 1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 40,99 9,92
100,00 2,000 49,00 +8,52
50,00 1,699 48,16 298
25,00 1,398 38,46 +3,58
12,50 1,097 38,04 =+1,79
6,25 0,796 23,71 298
3,13 0,495 19,92 +2,38
1,56 0,194 10,22 +2.98
0,78 -0,107 9,38 +2,38

composto 15 - Colombiana

concentraciao IC (%)
puM log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 90,73 +6,23
100,00 2,000 83,61 +5,23
50,00 1,699 76,65 +6,84
25,00 1,398 62,91 +3,84
12,50 1,097 43,24 +4,75
6,25 0,796 20,76 +4,77
3,13 0,495 11,49 +3,23
1,56 0,194 5,58 +3,23
0,78 -0,107 2,49 £3,51

Valor de ICsp ndo determinado



composto 16 - Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média = dp)
200,00 2,301 78,21 +£2,21
100,00 2,000 72,68 +£2,45
50,00 1,699 67,56 +2.,61
25,00 1,398 51,21 #1,61
12,50 1,097 18,49 +1,78
6,25 0,796 10,42 +4,75
3,12 0,495 7,76 +3,22
1,56 0,194 5,99 +3,62
0,78 -0,107 0,00 +4,06

composto 17 - Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 100,00 +4,09
100,00 2,000 100,00 1,17
50,00 1,699 100,00 +0,58
25,00 1,398 96,00 +2,58
12,50 1,097 75,23 +£2,11
6,25 0,796 53,77 +£1,17
3,13 0,495 32,30 £1,23
1,56 0,194 18,27 +1,17
0,78 -0,107 10,84 +1,65

composto 18 - Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 100,00 +2,83
100,00 2,000 100,00 +2,26
50,00 1,699 92,00 +0,83
25,00 1,398 78,43 +£3,26
12,50 1,097 65,88 +0,48
6,25 0,796 48,81 +1,21
3,13 0,495 28,72 +3,95
1,56 0,194 16,34 +3,90
0,78 -0,107 13,31 £2,18
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composto 19 - Colombiana

concentracio I1C (%)

[T log pM  (média £ dp)

200,00 2,301 90,57 +3,17
100,00 2,000 86,98 £2,95
50,00 1,699 79,95 +5,37
25,00 1,398 74,41 +£2,43
12,50 1,097 63,68 +3,27

6,25 0,796 45,07 +1,63
3,12 0,495 30,01 +0,63
1,56 0,194 20,99 +1,27
0,78 -0,107 18,74 +1,90

composto 20 - Colombiana

concentracio IC (%)

[T log pM  (média + dp)

100,00 2,000 95,17 1,14
50,00 1,699 94,36 +1,12
25,00 1,398 82,28 +1,16
12,50 1,097 66,97 +1,25
6,25 0,796 41,19 +£1,26
3,13 0,495 23,87 +0,57
1,56 0,194 15,41 £2,28
0,78 -0,107 5,74 +1,14
0,39 -0,408 8,16 +£2,28

composto 21 - Colombiana

concentraciao IC (%)

[T log uM  (média + dp)

100,00 2,000 100,00 £2,72
50,00 1,699 96,46 +3,71
25,00 1,398 82,82 £5,11
12,50 1,097 72,82 +3,54
6,25 0,796 60,51 +1,63
3,13 0,495 45,77 +0,63
1,56 0,194 32,69 +3,81
0,78 -0,107 23,08 +2,35
0,39 -0,408 20,77 +2,35




composto 22 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log uM  (média + dp)
100,00 2,000 100,00 +2,13
50,00 1,699 99,85 +£2,33
25,00 1,398 98,26 +3,03
12,50 1,097 74,22  +0,81
6,25 0,796 43,87 £3,97
3,13 0,495 2427  £1,12
1,56 0,194 11,11 £2,03
0,78 -0,107 520 £1,23
0,39 -0,408 6,01 =£1,86

composto 23 - Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 68,87 +1,63
100,00 2,000 55,11 +1,38
50,00 1,699 39,05 +1,27
25,00 1,398 27,27 £2,90
12,50 1,097 18,59 +4,05
6,25 0,796 10,81 +3,31
3,12 0,495 5,26 £2,90
1,56 0,194 4,56 +1,05
0,78 -0,107 3,25 +1,31

composto 24 - Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 100,00 +4,39
50,00 1,699 100,00 +6,22
25,00 1,398 85,39 +3,02
12,50 1,097 63,61 +1,22
6,25 0,796 45,29 +3,93
3,13 0,495 28,82 +1,66
1,56 0,194 24,04 +6,49
0,78 -0,107 18,73 +1,13
0,39 -0,408 13,55 £5,07
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composto 25 - Colombiana

concentracio IC (%)
[T log pM  (média + dp)
200,00 2,301 77,76 +3,60
100,00 2,000 66,61 +2,65
50,00 1,699 55,84 +£2,73
25,00 1,398 48,34 +3,60
12,50 1,097 35,97 +1,80
6,25 0,796 25,92 +5,89
3,13 0,495 18,33 +£2,78
1,56 0,194 15,44 +5,57
0,78 -0,107 10,53 +£2,78

composto 26 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média = dp)
100,00 2,000 100,00 =+4,53
50,00 1,699 93,63 +4,22
25,00 1,398 84,33 2,43
12,50 1,097 68,39 +1,22
6,25 0,796 46,08 +6,09
3,13 0,495 29,48 +2.82
1,56 0,194 16,60 +0,46
0,78 -0,107 9,43 +£243
0,39 -0,408 6,51 +£1,22

composto 27- Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 100,00 +2,18
50,00 1,699 100,00 +2,77
25,00 1,398 97,36 £3,79
12,50 1,097 92,62 2,77
6,25 0,796 81,28 +2,44
3,13 0,495 64,62 +3,18
1,56 0,194 41,54 +1,54
0,78 -0,107 22,05 +4,70
0,39 -0,408 18,51 +4,77




composto 28 - Colombiana

concentracio IC (%)
pM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 100,00 £3,23
50,00 1,699 93,12 +3,74
25,00 1,398 82,99 +3,57
12,50 1,097 75,97 +3,28
6,25 0,796 60,64 +3,76
3,13 0,495 48,25 +£5,39
1,56 0,194 31,95 +4,36
0,78 -0,107 26,06 +1,80
0,39 -0,408 21,66 +2,80

composto 29 - Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média = dp)
100,00 2,000 100,00 +2,42
50,00 1,699 95,52 +2,65
25,00 1,398 92,88 +3,45
12,50 1,097 83,65 +3,42
6,25 0,796 60,17 +1,21
3,13 0,495 41,05 +1,68
1,56 0,194 26,94 +2,42
0,78 -0,107 15,07 +4,50
0,39 -0,408 12,43 +1,98

composto 30 - Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 69,00 +3,86
50,00 1,699 60,33 +1,50
25,00 1,398 38,43 +2,18
12,50 1,097 21,21 +£2,60
6,25 0,796 11,69 +3,45
3,13 0,495 9,01 +2,18
1,56 0,194 5,55 £2,29
0,78 -0,107 4,26 +3,32
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composto 31 - Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média + dp)
100,00 2,000  -18,52 +32,25
50,00 1,699 -3,38 +£23,43
25,00 1,398 -2,42 £21,78
12,50 1,097 1,45 +20,97
6,25 0,796 7,89 +17,29
3,13 0,495 -0,16 £16,21
1,56 0,194 -2,09 £21,20
0,78 -0,107 -4,35 £25,10
0,39 -0,408 -1,13 £21,20

composto 32 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 77,66 +4,43
100,00 2,000 76,99 +2,11
50,00 1,699 73,70 £2,76
25,00 1,398 66,16 +4,10
12,50 1,097 52,21 +£3,10
6,25 0,796 13,71 +£3,11
3,12 0,495 4,23 +5,01
1,56 0,194 1,55 +6,34
0,78 -0,107 0,51 +5,01

composto 33 - Colombiana

concentracio IC (%)
pM log pM  (média + dp)
100,00 2,000 100,00 +0,62
50,00 1,699 96,97 +4,17
25,00 1,398 89,49 +5,84
12,50 1,097 83,90 +4,99
6,25 0,796 73,68 +3,63
3,13 0,495 4821 +4,84
1,56 0,194 27,11 +6,21
0,78 -0,107 21,41 +5,59
0,39 -0,408 15,70 £1,24

1Cs0 ndo determinado



composto 34 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 92,90 +3,08
50,00 1,699 89,51 +1,01
25,00 1,398 86,24 +2,03
12,50 1,097 84,49 +3,55
6,25 0,796 76,29 +2,76
3,13 0,495 57,63 +4,73
1,56 0,194 18,67 +5,85
0,78 -0,107 12,28 +£2,62
0,39 -0,408 9,55 £1,13

composto 35 - Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 95,81 +1,98
50,00 1,699 95,65 +2,34
25,00 1,398 95,34 +£3,36
12,50 1,097 86,50 +3,29
6,25 0,796 75,16 £5,30
3,13 0,495 54,68 +3,27
1,56 0,194 28,75 +1,98
0,78 -0,107 14,78 +3,29
0,39 -0,408 11,06 £1,98

composto 36 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 81,68 +4,69
50,00 1,699 79,98 +4,78
25,00 1,398 75,32 £5,61
12,50 1,097 66,16 +1,08
6,25 0,796 44,12 +1,61
3,13 0,495 20,84 +1,32
1,56 0,194 10,28 +2,15
0,78 -0,107 2,21 +1,61
0,39 -0,408 1,28 +3,36
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composto 37 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média + dp)
100,00 2,000 100,00 £2,66
50,00 1,699 100,00 £3,67
25,00 1,398 92,78 +2,98
12,50 1,097 88,41 +6,82
6,25 0,796 80,01 +5,19
3,13 0,495 68,90 +4,11
1,56 0,194 59,17 +2,41
0,78 -0,107 40,41 +£3,77
0,39 -0,408 2525 +2.41
0,20 -0,709 22,24 +223
composto 38 - Colombiana
concentracio I1C (%)
uM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 90,72 +3,96
50,00 1,699 86,81 +2,94
25,00 1,398 82,72 +1,54
12,50 1,097 80,84 =+1,44
6,25 0,796 74,87 +2,09
3,13 0,495 66,08 +1,33
1,56 0,194 36,55 +2,37
0,78 -0,107 12,68 +3,03
0,39 -0,408 5,14 +0,54

composto 39 - Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp)
200,00 2,000 81,47 +4,97
100,00 1,699 80,47 +4,02
50,00 1,398 78,58 +4,31
25,00 1,097 72,63 +3,81
12,50 0,796 68,83 +5,31
6,25 0,495 65,19 +3,59
3,13 0,194 53,94 +3,15
1,56 -0,107 30,75 +3,47
0,78 -0,408 6,55 +1,24
0,39 -0,709 2,57 +1,26




composto 40 - Colombiana

concentracio I1C (%)
[T log pM  (média £ dp)
200,00 2,000 72,84 +3,23
100,00 1,699 70,74 +6,32
50,00 1,398 69,14 +1,82
25,00 1,097 67,14 +£2,67
12,50 0,796 63,61 +1,50
6,25 0,495 62,45 +2,23
3,13 0,194 54,00 £1,82
1,56 -0,107 16,45 +1,82
0,78 -0,408 4,22 +2,20
0,39 -0,709 2,65 +1,26

benznidazol - Colombiana

concentracio 1C (%)
pM log uM  (média + dp)
200,00 2,301 67,34 +4,90
100,00 2,000 58,73 £2,26
50,00 1,699 50,87 £3,30
25,00 1,398 36,51 +£2,67
12,50 1,097 29,47 +5,85
6,25 0,796 24,07 +4,05
3,13 0,495 22,09 +£2,71
1,56 0,194 17,43 +3,39
0,78 -0,107 16,44 +3,73

nifurtimox - Colombiana

concentracio 1C (%)
[T log uM  (média + dp)
200,00 2,301 97,33 +2,44
100,00 2,000 94,40 +0,80
50,00 1,699 86,13 +1,22
25,00 1,398 75,20 +0,80
12,50 1,097 63,20 +3,60
6,25 0,796 40,80 +1,13
3,13 0,495 21,60 +1,39
1,56 0,194 10,93 +3,44
0,78 -0,107 9,07 +0,92
0,39 -0,408 6,92 +2,43
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nifuroxazida - Colombiana

concentracio 1C (%)
[T log uM  (média + dp)
400,00 2,602 72,93 +3,57
300,00 2,477 65,23 +£2,23
200,00 2,301 47,88 +2,58
150,00 2,176 44,32 +2.64
100,00 2,000 41,46 +2.55
50,00 1,699 32,76 +1,55
25,00 1,398 23,61 +£3,57
12,50 1,097 14,72 £3,05
6,25 0,796 10,15 +0,72
3,13 0,495 8,29 +3,10
1,56 0,194 1,86 +4,10
0,78 -0,107 0,51 +3,52
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Anexo 5

Representacio grafica do perfil de amostragem

conformacional da simulacao de dinamica molecular

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl
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Composto 1 Composto 2

Composto 3 Composto 4

Composto 5 Composto 6

Representagdo grafica do perfil de amostragem conformacional com 50.000 conférmeros do composto-protdtipo NF e dos 40 compostos
sintetizados, resultante da simulagdo de DM (Ins, 301 K) versus a energia total (kcal/mol). A energia total corresponde a somatéria da
contribuicdo das energias de interagdo de: Estrerch (contribui¢do de energia de deformacao axial), Egenp (contribuig¢@o de energia de deformacao
angular), Etors (contribuicao de energia de deformacao torsional), Ei_4 (contribuicao de energia de interagdes do tipo 1-4), Evaw (contribui¢ao
de energia de van der Waals), Ecuarce (contribui¢do de energia eletrostatica).
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Composto 7 Composto 8
Composto 9 Composto 10
Composto 11 Composto 12

Representagao grafica do perfil de amostragem conformacional com 50.000 conférmeros do composto-prototipo NF e dos 40 compostos
sintetizados, resultante da simulagdo de DM (Ins, 301 K) versus a energia total (kcal/mol). A energia total corresponde a somatoéria da
contribuicao das energias de interagao de: EstrercH (contribui¢do de energia de deformacgao axial), Egenp (contribuicao de energia de deformagao
angular), Etors (contribui¢do de energia de deformacao torsional), Ei4 (contribuicdo de energia de interagdes do tipo 1-4), Evaw (contribuicao
de energia de van der Waals), Ecuarge (contribuig¢ao de energia eletrostatica).



Composto 13
Composto 14

Composto 15 Composto 16

Composto 17 Composto 18

Representagao grafica do perfil de amostragem conformacional com 50.000 conférmeros do composto-prototipo NF e dos 40 compostos
sintetizados, resultante da simulagdo de DM (Ins, 301 K) versus a energia total (kcal/mol). A energia total corresponde a somatoéria da
contribuicao das energias de interagao de: EstrercH (contribui¢do de energia de deformacao axial), Egenp (contribuicao de energia de deformagao
angular), Etors (contribui¢do de energia de deformacao torsional), Ei4 (contribuicdo de energia de interagdes do tipo 1-4), Evaw (contribuicao
de energia de van der Waals), Ecuarce (contribuig¢ao de energia eletrostatica).
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Composto 19 Composto 20
Composto 21 Composto 22
Composto 23 Composto 24

Representagao grafica do perfil de amostragem conformacional com 50.000 conférmeros do composto-prototipo NF e dos 40 compostos
sintetizados, resultante da simulagdo de DM (lIns, 301 K) versus a energia total (kcal/mol). A energia total corresponde a somatoéria da
contribuicao das energias de interagao de: EstrercH (contribui¢do de energia de deformacao axial), Egenp (contribuicao de energia de deformagao
angular), Etors (contribui¢do de energia de deformacao torsional), Ei4 (contribuicdo de energia de interagdes do tipo 1-4), Evaw (contribuicao
de energia de van der Waals), Ecuarge (contribuigao de energia eletrostatica).



Composto 25

Composto 26
Composto 27 Composto 28
Composto 29 Composto 30

Representagao grafica do perfil de amostragem conformacional com 50.000 conférmeros do composto-prototipo NF e dos 40 compostos
sintetizados, resultante da simulagdo de DM (lns, 301 K) versus a energia total (kcal/mol). A energia total corresponde a somatoéria da
contribuicao das energias de interagao de: EstrercH (contribui¢do de energia de deformacgao axial), Egenp (contribuicao de energia de deformagao
angular), Etors (contribui¢do de energia de deformacao torsional), Ei4 (contribuicdo de energia de interagdes do tipo 1-4), Evaw (contribuicao
de energia de van der Waals), Ecuarge (contribuigao de energia eletrostatica).
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Composto 31 Composto 32
Composto 33 Composto 34
Composto 35 Composto 36

Representagdo grafica do perfil de amostragem conformacional com 50.000 conférmeros do composto-prototipo NF e dos 40 compostos
sintetizados, resultante da simulagdo de DM (1Ins, 301 K) versus a energia total (kcal/mol). A energia total corresponde a somatoéria da
contribuicao das energias de interagao de: EstrercH (contribui¢do de energia de deformacgao axial), Egenp (contribuicao de energia de deformagao
angular), Etors (contribui¢do de energia de deformacao torsional), Ei4 (contribuicdo de energia de interagdes do tipo 1-4), Evaw (contribuicao
de energia de van der Waals), Ecnarge (contribuig¢ao de energia eletrostatica).



Composto 37 Composto 38

Composto 39 Composto 40

Nifuroxazida

Representagdo grafica do perfil de amostragem conformacional com 50.000 conférmeros do composto-prototipo NF e dos 40 compostos
sintetizados, resultante da simulagdo de DM (lns, 301 K) versus a energia total (kcal/mol). A energia total corresponde a somatoéria da
contribuicao das energias de interagao de: EstrercH (contribui¢do de energia de deformacao axial), Egenp (contribuicao de energia de deformagao
angular), Etors (contribui¢do de energia de deformacao torsional), Ei4 (contribuicdo de energia de interagdes do tipo 1-4), Evaw (contribuicao
de energia de van der Waals), Ecnarge (contribuig¢ao de energia eletrostatica).
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Anexo 6

Descritores calculados e obtidos experimentalmente dos

compostos sintetizados

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl



340

Compostos identificados conforme intervalos de atividade de log1/ICso: atividade alta (H), valores de 6,00
a 5,40; mediana (M), valores entre 5,40 e 4,60 e baixa (L), valores entre 4,60 ¢ 3,50.

Atividade biolégica:
log1/ICso: atividade frente a forma epimastigota do 7. cruzi das cepas Silvio X10 cll, Y, Bug 2149 cl10 e
Colombiana.

Descritores:

EstrercH : contribui¢do de energia intramolecular de deformagdo axial, Egenp: contribuigdo de energia
intramolucelar de deformagdo angular, Ertors: contribuicdo de energia intramolecular de deformagdo
torsional, Ei4: contribuigdo de energia intramolecular do tipo 1-4, Evaw: contribuicdo de energia
intramolecular de van der Waals, Ecuarce: contribuigdo de energia intramoleular de carga ou eletrostatica,
Esowv: contribui¢do de energia de solvatagdo, E iig n: contribui¢do de energia de ligagdo H, Eror: energia
potencial total, Enomo: energia do orbital de fronteira HOMO (eV), ELumo: energia do orbital de fronteira
LUMO (eV), GAP: diferenca entre Enomo € ELumo, p: momento de dipolo (debye), CHELPG: carga do
potencial eletrostatico do 4tomo na posicdo indicada e numera na figura acima da tabela, ¢@: angulos de
torsdo (diedros) dos atomos indicados conforme figura acima da tabela, ClogPwm: coeficiente de parti¢ao
calculado pelo método de pesos do programa, considerado pesos iguais para os métodos de
VISVANADHAN et al., 1989, KLOPMAN et al., 1993 ¢ PHYSPROPO database, I piau: indice que
descreve a soma dos graus de contorno da superficie molecular, I Randic: indice que descreve a
soma harmoénica das médias geométricas dos graus dos vértices, I Balaban: indice que descreve a média da
somatoria da distancia de conectividade da molécula, I marary: indice que descreve a metade da somatoria
da diagonal externa, distdncia matricial reciproca, dos elementos da molécula, I Hiper wiener: descreve uma
variag@o do indice de Wiener, I szegea: estende o indice de Wiener para gréaficos ciclicos pela contagem do
numero de atomos em ambos os lados de cada ligacdo (considera aqueles atomos que estdo mais perto de
um lado da ligacdo do que do outro), I wiewer: indice que descreve a distincia atdmica topologica média
(metade da soma de todas as distdncias atdmicas) na molécula, Dreinding: energia relacionada com a
estabilidade da conformacao da molécula (kcal/mol), PSA: area de superficie polar, Vvaw: volume de Van
der Waals (A?), Avaw: area de superficie de Van der Waals (A?), Pi energy: calcula a energia m do anel
aromatico (s) (dimensao B ) com o método de orbital molecular de Hiickel, HBD: nimero de atomos
doadores de ligagdo hidrogénio, HBA: nimero de atomos recebedores de liga¢do hidrogénio, RB: nimero
de ligacdo rotaveis presentes na molécula, N® atomos: nimero de atomos que constituem a molécula, MM:
massa molar (Da, u.m.a. ou g), ASA: superficie acessivel a solvente, calculada usando o raio do solvente
(1,4 A para a molécula de agua) (A?), ASA+: superficie acessivel a solvente de todos os 4&tomos com carga
parcial positiva (A% ), ASA-: superficie acessivel a solvente de todos os 4tomos com carga parcial negativa
(A?), ASA_H: superficie acessivel a solvente de todos os atomos hidrofobico (A? ), ASA_P: superficie
acessivel a solvente de todos os atomos hidrofilicos (A ), MR: refratividade molar da molécula (10° [m?
mol']), RMN 'H (300 MHz, DMSO-dy) ¢ 3C (75 MHz, DMSO-ds): deslocamentos quimicos em ppm
obtidos experimentalmente correspondente aos a&tomos numerados conforme figura acima da tabela.



Silvio X10 Bug 2149 .
cl Y cl10 Colombiana EstreTcH EBEND Erors Ei4 Evpw ECHARGE Esolv RigH Erot Enomo ELumo

Compos tos log1/ICs0 log1/ICso log1/ICs0 log1/ICso
o) ) o) ) x1 x2 x3 x4 x5 x6 x7 x8 X9 x10 x11
BSF-1-M 4,55 4,86 4,84 5,02 8,82 12,36 2,15 -12,97 -0,37 532 -10,26 -0,83 4,22 -9,52 -0,80
BSF-2-L. 4,39 4,09 4,56 4,22 3,32 15,52 0,73 -2,31 -2,25 1,90 -9,87 -1,97 5,07 -7,22 -3,55
BSF-3-M 5,00 4,99 4,91 5,12 11,00 17,92 1,65 0,88 -3,34 1,57 -6,63 -2,16 20,89 -6,79 -3,22
BSF-4-M 4,95 5,03 5,16 5,15 7,37 18,25 11,64 -3,62 2,17 -0,53 -8,17 -1,89 20,88 -6,78 -3,13
BSF-5-L 4,75 4,60 5,00 4,88 17,84 28,02 22,27 -0,85 -0,63 3,67 -13,86 0,33 56,79 -6,53 -2,98
BSF-6-M 4,74 4,90 4,84 5,01 33,63 23,61 -1,70 16,03 3,44 -0,71 -10,83 0,76 64,23 -6,75 -3,20
BSF-7-M 4,84 4,98 4,91 5,13 5,38 20,16 -0,20 12,51 -2,66 -6,73 -591 -1,63 20,92 -6,84 -3,27
BSF-8-M 4,51 4,89 4,84 4,95 19,84 17,05 9,70 9,01 -0,15 2,69 -10,71 0,77 48,20 -7,14 -3,96
BSF-9-M 4,89 5,26 5,16 4,82 17,64 36,75 24,24 -10,86 -0,91 5,81 -11,27 0,76 62,16 -6,58 -2,98
BSF-10-M 4,86 4,84 4,90 4,99 5,99 24,03 3,13 5,78 -4,35 -1,37 -6,01 -1,94 25,26 -6,76 -3,18
BSF-11-M 4,56 4,98 4,60 5,07 17,27 19,80 10,44 8,62 -0,60 1,78 -9,87 0,77 48,21 -6,47 291
BSF-12-M 4,73 4,96 4,91 5,00 5,11 15,11 -1,84 -12,33 -3,84 8,42 -7,16 -1,99 1,48 -6,71 -3,16
BSF-13-M 4,82 4,93 4,96 4,92 18,91 18,90 6,76 3,46 -0,93 3,69 -10,03 0,77 41,53 -6,64 -3,09
BSF-15-L 4,47 4,76 4,73 4,85 18,91 23,33 44,07 -16,05 -0,58 7,43 -9,50 0,25 67,86 -6,90 -3,36
BSF-16-L 4,43 4,61 4,60 4,69 16,40 19,02 7,03 11,71 -0,13 -0,50 -10,93 0,77 43,37 -6,79 -3,37
BSF-17-M 4,91 5,04 5,02 5,18 19,40 18,04 11,43 8,73 -2,07 -0,75 -9.41 0,77 46,14 -6,46 -2,90
BSF-18-M 4,84 4,93 5,16 5,09 19,67 21,53 9,95 3,65 -0,89 0,62 -11,65 0,31 43,19 -6,42 -2,87
BSF-19-M 4,69 5,04 4,85 5,06 16,68 18,60 9,69 9,54 0,46 1,87 -11,70 0,77 4591 -6,60 -3,05
BSF-20-M 4,83 4,87 4,84 5,09 14,67 22,49 1,15 1,07 -2,99 1,59 -6,76 -1,27 29,95 -6,78 -3.21
BSF-21-H 522 5,41 5,04 522 17,57 22,75 9,72 11,05 -0,21 0,09 -8,79 0,77 52,95 -6,46 291
BSF-22-M 4,99 5,15 5,01 5,14 29,74 20,01 8,48 10,51 -1,13 2,58 -9,20 0,75 61,74 -6,45 -2,89
BSF-23-L 4,00 4,00 4,29 4,07 17,23 24,26 12,93 5,55 -1,84 2,45 -9,46 -0,11 51,01 -5,83 -2,88
BSF-24-M 4,86 5,01 5,20 4,94 2724 19,55 8,93 3,09 -0,32 -0,69 -10,59 0,30 47,51 -6,41 -2,85
BSF-25-L 4,28 4,36 4,52 4,39 19,11 19,75 10,96 10,73 -0,15 -4,76 -15,83 0,02 39,83 -6,78 -3,38
BSF-26-M 5,02 5,15 5,00 5,12 20,37 19,16 -0,45 14,71 -1,16 -1,07 -10,64 0,77 41,69 -6,47 -2,97
BSF-27-H 532 5,51 533 5,61 21,70 21,13 10,29 11,19 -1,87 3,26 -8,88 0,77 57,59 -6,44 -2,88
BSF-28-M 4,86 5,03 4,86 5,21 23,40 21,80 10,82 8,17 0,55 1,82 -8,40 0,77 58,93 -6,45 -2,90
BSF-29-M 4,89 5,11 5,24 5,28 22,48 24,27 12,01 8,57 0,13 1,14 -10,08 0,21 58,73 -6,40 -2,85
BSF-30-M 4,56 4,85 4,76 4,58 16,81 24,40 15,79 18,12 0,46 -3,01 -11,81 -0,51 60,25 -6,51 -2,94
BSF-32-M 4,59 4,98 4,84 5,00 19,82 21,38 6,82 7,03 -0,80 -2,99 -12,59 0,77 39,44 -6,70 -3,17
BSF-33-H 5,36 547 535 5,40 30,15 21,25 11,94 -1,42 -1,55 8,14 -8,94 -3,17 56,40 -6,18 -2,78
BSF-34-H 5,29 5,46 5,37 5,54 19,98 23,77 11,90 9,56 0,12 3,41 -9,54 0,22 59,42 -6,40 -2,85
BSF-35-H 5,71 5,93 5,74 5,51 33,63 23,61 -1,70 16,03 3,44 -0,71 -10,83 0,76 64,23 -6,44 -2,96
BSF-36-M 4,91 5,11 4,91 524 21,72 21,22 4,39 2,99 -3,43 8,08 -10,53 -3,39 41,05 -6,30 -2,81
BSF-37-H 5,64 5,60 5,90 5,83 13,27 27,46 5,36 8,46 -4,71 -0,18 -4,89 -2,03 42,74 -6,75 -3,17
BSF-38-H 542 5,59 5,70 5,75 25,48 20,55 10,37 8,14 -2,36 0,23 -8,75 0,76 54,42 -6,43 -2,87
BSF-39-H 5,70 5,86 6,17 5,98 23,86 26,32 10,21 8,82 -1,67 1,14 -8,26 0,77 61,19 -6,43 -2,87
BSF-40-H 5,70 5,83 6,07 5,96 25,88 22,19 12,15 6,52 -1,49 4,40 -9,20 0,29 60,74 -6,40 -2,85
NF 3,52 3,52 3,52 3,73 8,82 12,36 2,15 -12,97 -0,37 5,32 -10,26 -0,83 4,22 -7,04 -4,00
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CHELPG_ CHELPG_ CHELPG_ CHELPG_ CHELPG_ CHELPG_ CHELPG_ CHELPG_ ¢1 (C9-N8-

Compostos ¥ w w e ’ NENOy) €2 cs C6 N7 N8 9 09 N7=C6)
x12 x13 x14 x15 x16 x17 x18 x19 x20 x21 x22 x23 x24 x25 x26
BSF-I-M 872 226 4,96 0,46 547 0,826 0425 0,171 0032 0351 0097 0656 0,543 1759 1797
BSF2-L 367 781 288 0,09 833 0,914 0211 0251 0060  -0392 0,066 0536 0497 180,0 1797
BSF3-M 357 3,76 1,12 0,40 394 0,855 0153 0215 0082  -0409 0136 0529 0545 1764 1789
BSF4-M 3,65 2,14 1,81 028 2,82 0,890 0194 023 0077 -039% 0016 0820 0604 1791 1792
BSFS-L 355 0,18 363 2,01 416 0,847 0,367 0093 0032  -0270  -0119 0428 0579  -1792 62
BSF6-M 355 3,76 023 035 3,79 0,837 0172 0215 0034 038 0170 0400 0521 177,7 179.8
BSEI-M 357 488 042 0,07 490 0,865 0,105 0250 0089  -043% 0,129 0719 0562 1782 1795
BSF8-M 3,19 7,16 9,14 135 11,69 0,485 0,351 0283 0,131 0208 0257 0673 0538  -1793  -1248
BSFO-M 359 023 3,89 287 4,84 0,840 0,339 0,115 0023 0243 0273 0669 0597  -1683 112
BSF-10-M 3,57 329 1,09 0,88 3,57 0,893 0,181 0244 0063 -0415 0,135 0507 0537 725 1782
BSF-I1-M 355 6,06 8,57 0,10 10,50 0,874 0,381 0,081 0002 0242 -0203 0549 0536 1798 1785
BSF-12-M 355 3,51 0,33 112 3,68 0,809 0263 0143 0050  -0379 0018 0624 0553 173,1 179,0
BSF-13-M 3,54 5,74 856 021 1031 0,859 0343 0,098 0106 0322  -0172 0589 0543  -1490 180,0
BSEISL 354 1,61 797 1,08 820 0,835 0373 0112 0029  -0235 0,18 0616 0569  -1765 6,1
BSF-16-L 342 0,87 797 0,28 8,02 0,865 0,358 0,103 0004 0236  -018 0516 0519  -1790 1780
BSF-17-M 355 6,96 8,40 20,18 1091 0,861 0375 0,095 0017 0265  -0173 055 0540 1704 1746
BSF-18-M 3,55 7,34 9,61 20,19 12,09 0,850 0,376 0106 0009  -0246  -0,141 0510 0538 1742 -1754
BSF-19-M 3,55 445 8,25 0,02 937 0,854 0373 0093 0001  -0252  -0,15 0509  -052  -176,1 1793
BSF20-M 3,58 235 2,98 0,77 387 0,834 0203 0,19 0056  -038 0039 059 0552  -1778 179,0
BSF21-H 355 735 829 0,05 11,08 0,874 0,398 0070 0,009  -0259 0,147 0529 057  -1726  -1787
BSF22-M 3,56 6,99 8,32 1,28 1094 0,885 0,398 0050 0012  -0257  -0,46 0514 0530 1772 1784
BSF23-L 2,95 724 845 0,02 11,12 0,850 0,380 0093 0010  -0247  -0,183 0573 0547  -1793 17877
BSF24-M 355 7,79 29,40 0,31 1221 0,856 0,407 0,078 0078 0252  -0143 0516 0537 1762  -1758
BSF-25.L 340 3,67 340 2,04 540 0,859 0,363 0,097 0019 0244  -0203 0535 0520 1760 173,0
BSF26-M 3,50 6,32 8,51 20,86 10,63 0,868 0373 0,092 0005 0257  -0164 0546 0541  -1683  -1738
BSF27-H 3,56 731 832 1,30 11,15 0,857 0372 0,087 0008 0248  -0207 0590 0547 1761  -1799
BSF-28-M 3,56 725 843 0,03 1,12 0,837 0,370 0110 0002  -0252 0158 0521 053 1782 41796
BSF29-M 355 7,68 707 0,38 1090 0,847 0,386 0,101 0006 0251 -0179 058 055  -1779  -179,1
BSF30-M 3,57 6,17 891 1,28 10,92 0,870 0,360 0,082 0026 0262 -0217 0625 0550  -1787 180,0
BSF32-M 353 479 462 1,93 6,93 0,841 0,381 0,115 0,001 0251 0157 0488  -0513 1725 173,1
BSE-33-H 340 8,70 0,76 8,06 11,88 0,865 0,395 0082 0012  -025 0,150 0531 0551 -1792 1764
BSE34-H 355 7,62 9,36 0,07 12,08 0,860 0,392 0086 0,023  -0249  -0,165 0550 0583 179,1 177,4
BSF-35-H 348 757 839 0,06 1130 0,839 0,374 0,128 0002 0239  -0197 0546 0538  -1797  -1800
BSF36-M 349 7,70 539 4,98 10,64 0,852 0,382 0,091 0003 0291 -0084 053 0537  -1797  -1639
BSE-37-H 3,58 2,50 1,54 1,94 3,52 0,897 0,151 0254 0077 -0423 0,184 0432 0318 1789 -1774
BSF38-H 3,56 829 7,55 1,10 11,26 0,866 0379 0082 0004  -0251  -040 0502 0531  -1785  -176,1
BSF-39-H 356 8,67 7,30 0,34 11,34 0,862 0,360 0,081 0008 0253  -0163 0537 0538 1775 175,7
BSF-40-H 355 9,01 825 1,80 12,47 0,862 0,383 0083 0003  -0260 0,125 0502 0533  -177.5  -174,1
NF 3,04 719 <1042 113 1271 0,510 0268 0445 0148 0233 0238 0663 0541  -1793 1280
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@3 (N8-

IWiener

N7=C6-H6) ClogP Iptatt IRandic IBalaban IHarary  IHyper Wiener  ISzeged IWiener Potarity Dreiding Vvdw PSA AvdW

Compos tos ’

x27 x28 x29 x30 x31 x32 x33 x34 x35 x36 x37 x38 x39 x40 x41

BSF-1-M 179.4 -0,9 0,20 64 9,46 2,10 3591 1116 397 356 14 332,00 155,22 97,75 279,39
BSF-2-L 179,9 -0,1 0,15 66 10,02 2,06 43,14 1904 588 537 17 264,66 177,91 121,53 275,92
BSF-3-M -179,9 0,2 2,23 112 14,46 2,01 50,35 3149 843 782 19 1048,67 178,54 97,74 304,99
BSF4-M 179,7 -0,2 1,17 78 11,19 2,06 43,14 1904 588 537 17 228,86 186,13 106,97 306,52
BSF-5-L -1,0 179,2 1,11 78 11,56 1,50 52,87 2702 817 725 20 257,59 191,83 110,88 303,36
BSF-6-M 179.,8 -0,3 1,87 112 13,71 1,50 52,87 2702 817 725 20 223,41 216,31 97,74 351,38
BSF-7-M -180,0 -0,1 1,87 102 13,69 2,12 51,83 2799 800 739 19 227,54 219,48 106,97 366,90
BSF-8-M -7,6 178,6 2,05 88 12,89 1,43 57,13 3271 1055 845 23 232,84 215,94 97,74 336,61
BSF-9-M -0,5 179,3 1,97 78 11,56 1,50 52,87 2702 817 725 20 396,11 199,09 125,98 306,48
BSF-10-M  -179.7 0,6 2,13 124 14,96 1,43 57,13 3271 1055 845 23 23891 233,44 97,74 376,03
BSF-11-M -0,4 179,6 2,57 100 14,11 1,61 61,81 3847 1218 968 25 255,84 231,30 97,74 367,08
BSF-12-M  -180,0 -0,4 2,03 100 14,14 1,54 60,71 4171 1231 1007 23 232,93 231,50 97,74 362,75
BSF-13-M 0,8 -179,1 2,57 100 14,11 1,59 61,58 3968 1244 981 25 255,58 230,32 97,74 365,94
BSF-15-L -0,5 179.,4 0,91 82 11,95 1,45 57,63 3160 930 831 23 244,44 211,81 151,76 327,92
BSF-16-L -0,3 179,6 1,91 90 13,43 1,51 65,80 4821 1453 1137 27 231,58 229,82 121,53 349,83
BSF-17-M -1,1 179,6 3,01 112 15,36 1,51 65,80 4821 1453 1137 27 239,70 247,53 97,74 395,35
BSF-18-M 0,9 -179,5 1,89 102 14,58 1,51 65,80 4821 1453 1137 27 239,49 239,31 106,97 380,30
BSF-19-M 0,1 179,7 2,66 88 12,89 1,59 61,58 3968 1244 981 25 231,09 227,30 97,74 349,31
BSF-20-M  -179.7 0,2 3,57 148 18,21 1,83 61,36 6184 1363 1287 22 220,55 279,13 97,74 472,69
BSF-21-H 0,5 179,9 3,30 124 16,61 1,46 70,52 5677 1664 1295 29 239,20 264,67 97,74 425,15
BSF-22-M -0,2 180,0 3,46 124 16,61 1,44 69,92 5851 1683 1314 28 239,34 264,61 97,74 425,79
BSF-23-L. -0,1 179,7 2,16 118 16,23 1,46 70,52 5677 1664 1295 29 249,87 259,77 100,98 419,57
BSF-24-M 0,7 -179,5 2,25 114 15,83 1,44 69,92 5851 1683 1314 28 245,92 256,39 106,97 412,35
BSF-25-L -1,0 179,1 1,99 94 13,81 1,50 71,11 5288 1586 1256 29 242,38 236,00 143,56 373,07
BSF-26-M 1,2 -179,6 3,04 112 15,72 1,29 77,21 6129 2021 1411 32 254,99 256,81 97,74 395,40
BSF-27-H 0,1 179,7 3,90 136 17,86 1,56 73,99 7080 1935 1513 29 240,29 281,70 97,74 456,54
BSF-28-M 0,0 179,9 3,60 136 17,86 1,62 75,75 6536 1877 1455 31 252,34 281,96 97,74 459,69
BSF-29-M 0,2 -179,9 2,77 126 17,08 1,56 73,99 7089 1935 1513 29 249,51 273,45 106,97 441,83
BSF-30-M 0,0 179,9 1,74 116 16,26 1,66 75,91 6157 1819 1419 32 247,82 265,09 116,20 427,57
BSF-32-M -1,2 179,3 2,93 100 14,11 1,68 76,50 6013 1773 1403 31 238,97 245,39 97,74 382,46
BSF-33-H -0,4 179,5 2,85 142 18,77 1,48 78,04 8531 2210 1735 30 276,70 293,49 109,77 475,01
BSF-34-H -0,4 179,6 3,22 138 18,33 1,48 78,04 8531 2210 1735 30 246,50 290,53 106,97 472,60
BSF-35-H 0,0 180,0 3,70 124 17,54 1,15 85,50 8985 2585 1859 34 270,27 284,90 97,74 437,85
BSF-36-M 1,5 -178,7 3,55 126 18,02 1,39 91,68 8819 2548 1942 35 269,18 294,03 106,97 455,57
BSF-37-H 179,9 0,0 4,38 184 21,21 1,48 78,04 8531 2210 1735 30 238,90 318,88 97,74 528,84
BSF-38-H 0,6 -179,5 4,34 148 19,11 1,48 78,04 8531 2210 1735 30 249,22 298,81 97,74 487,80
BSF-39-H -0,6 179,5 523 172 21,61 1,51 86,12 12196 2833 2252 32 250,74 332,95 97,74 547,87
BSF-40-H 0,8 -179,2 4,55 174 22,08 1,44 90,17 14461 3183 2549 33 260,79 341,81 106,97 564,49
NF 0,8 178,6 1,75 90 13,43 1,59 61,58 3968 1244 981 25 228,10 225,15 117,97 349,36
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ASA ASA+ ASA- ASA H ASA_P RM Pi-energy HBD HBA RB n° atomos MM

Compostos 9 H8 He6
x42 x43 x44 x45 x46 x47 x48 x49 x50 x51 x52 x53 x54 x55 x56
BSF-1-M 455,21 280,79 174,42 234,81 220,40 45,53 30,99 1 4 3 21 197,15 172,27 11,74 8,14
BSF-2-L 415,04 230,10 184,94 193,93 221,11 50,85 33,60 1 5 4 22 222,16 170,3 12,14 8,14
BSF-3-M 293,66 194,29 99,38 217,70 75,96 63,96 30,99 1 4 7 33 253,26 174,7 11,7 8,16
BSF4-M 480,36 291,73 188,63 284,73 195,63 51,90 35,36 1 4 5 25 227,18 153,1 11,53 7,98
BSF-5-L 465,74 303,81 161,93 248,97 216,77 58,59 40,57 1 4 4 25 249,18 154,2 12,23 7,99
BSF-6-M 411,55 267,52 144,03 273,69 137,86 62,13 30,99 1 4 4 31 251,24 177,6 11,71 8,19
BSF-7-M 414,79 258,84 155,95 264,35 150,44 60,96 35,36 1 4 5 31 255,23 167,4 11,34 7,97
BSF-8-M 505,51 277,55 227,95 317,08 188,42 66,20 39,40 1 4 4 28 259,22 163,43 12,22 8,42
BSF-9-M 474,34 291,60 182,74 283,02 191,31 63,09 38,86 1 4 4 25 265,25 159,1 12,03 8,01
BSF-10-M 421,65 284,24 137,42 290,63 131,03 66,73 30,99 1 4 4 34 265,27 177,2 11,66 8,18
BSF-11-M 545,81 321,17 224,65 325,82 220,00 71,24 39,40 1 4 4 31 273,25 163,6 12,18 8,41
BSF-12-M 447,81 286,76 161,05 314,51 133,30 70,25 38,99 1 4 5 31 273,25 172,6 11,97 8,22
BSF-13-M 542,18 308,04 234,14 356,65 185,53 71,24 39,40 1 4 4 31 273,25 163,27 12,15 8,4
BSF-15-L. 486,81 258,26 228,55 275,94 210,87 64,87 40,21 1 6 4 26 281,25 163,5 12,75 8,09
BSF-16-L. 510,98 275,89 235,10 288,06 222,92 71,92 42,44 1 5 4 29 284,23 162,1 12,4 8,41
BSF-17-M 567,01 334,54 232,46 383,11 183,89 75,84 39,40 1 4 5 34 287,28 163,4 12,15 8,41
BSF-18-M 566,82 351,71 215,10 411,21 155,61 72,66 43,72 1 5 5 32 289,25 162,4 11,92 8,44
BSF-19-M 517,42 265,18 252,24 332,61 184,81 71,00 42,51 1 5 4 28 293,66 162,32 12,3 8,43
BSF-20-M 594,37 402,76 191,61 444,65 149,72 77,76 30,99 1 4 10 42 295,34 174,7 11,69 8,16
BSF-21-H 583,04 352,14 230,90 429,18 153,86 80,39 39,40 1 4 5 37 301,30 163,4 12,16 8,43
BSF-22-M 580,94 351,04 229,91 427,36 153,58 80,44 39,40 1 4 6 37 301,30 163,3 12,16 8,42
BSF-23-L 587,97 390,27 197,70 427,98 159,98 80,63 42,46 1 5 5 36 302,29 163,2 11,93 8,4
BSF-24-M 607,76 368,79 238,97 439,32 168,44 77,41 43,72 1 5 6 35 303,27 163,4 11,91 8,45
BSF-25-L. 545,61 278,58 267,03 306,69 238,93 73,52 51,16 1 6 5 30 304,22 161,3 12,5 8,75
BSF-26-M 558,84 312,07 246,78 357,36 201,49 82,65 45,08 1 4 4 34 309,28 163,5 12,2 8,49
BSF-27-H 632,81 386,31 246,49 431,59 201,22 85,04 39,40 1 4 7 40 315,33 163,29 12,17 8,44
BSF-28-M 593,73 361,41 232,32 392,97 200,77 84,87 39,40 1 4 5 40 315,33 163,4 12,16 8,43
BSF-29-M 633,68 401,20 232,48 430,45 203,22 81,94 43,72 1 5 8 38 317,30 161,7 12,07 8,67
BSF-30-M 617,55 419,99 197,56 371,71 245,84 79,13 48,02 1 6 6 36 319,27 162,9 12,06 8,42
BSF-32-M 549,85 270,96 278,90 234,07 315,78 72,17 55,66 1 7 5 31 327,22 162 12,39 8,42
BSF-33-H 639,58 410,22 229,36 415,19 224,39 90,27 42,46 2 5 8 42 330,34 165,7 11,84 8,37
BSF-34-H 660,56 430,97 229,59 457,80 202,76 86,54 43,72 1 5 8 41 331,33 162,8 12,09 8,41
BSF-35-H 610,16 351,61 258,56 408,77 201,40 91,34 47,79 1 4 5 38 335,32 170,5 12,08 8,47
BSF-36-M 605,78 366,84 238,93 421,31 184,47 92,44 51,85 1 4 6 39 351,32 169,5 12,14 8,3
BSF37-H 599,70 415,23 184,47 459,00 140,70 89,68 30,99 1 4 8 49 335,40 177,3 11,67 8,17
BSF-38-H 666,79 411,29 255,49 464,56 202,23 89,65 39,40 1 4 8 43 329,36 163,3 12,15 8,41
BSF-39-H 720,12 455,77 264,34 518,55 201,57 98,85 39,40 1 4 10 49 357,41 163,3 12,15 8,42
BSF40-H 743,20 487,65 255,55 538,19 205,01 100,34 43,72 1 5 11 50 373,41 161,8 12,09 8,41
NF 515,41 305,86 209,55 273,93 241,48 68,18 43,72 2 5 4 29 275,22 161,1 12,02 8,39
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Anexo 7

Graficos de dispersao para selecao de descritores mais

correlacionados com a atividade bioldgica

Valores de correlagdo de Pearson (R) que ndo apresentaram boa correlagdo com a
atividade estdo destacados em negrito

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl
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Graficos de dispersao — conjunto N = 36 p. 347
Graficos de dispersdao — conjunto N =13 p. 351
Graficos de dispersdao — conjunto N = 22 p. 355
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Descritores versus logl/ICso da cepa Silvio X10 cll do conjunto de 34 compostos e
nifuroxazida

R =0,430 R=0,318 R =-0,092 R=0,338 R=0,063
R=-0,019 R=0,255 R = 0,009 R=0,393 R=0,257
R=0,297 R = 0,000 R =0,003 R=0,101 R =-0,260
R=0,061 R = 0,459 R=0,107 R=0,258 R =-0,346
R =-0,068 R=0,106 R =-0,146 R=-0,179 R=-0,071
R =-0,360 R =-0,120 R =-0,122 R = 0,546 R=0,517
R =0,493 R =-0,205 R=0,328 R = 0,461 R=0416
R = 0,420 R=0,257 R=0,125 R =0,409 R=-0,383
R =0,483 R=0,276 R=0,324 R =0,097 R=0,443
R =-0,267 R=0,424 R =-0,044 R=-0,211 R =-0,386

R=10,418 R=0,502 R=0,338 R=0,131 R=-0,183 R=0,05
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Descritores versus logl/ICso da cepa Y do conjunto de 34 compostos e nifuroxazida
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Descritores versus logl/ICso da cepa Bug 2149 cl10 do conjunto de 34 compostos e
nifuroxazida

R = 0,442 R=0,383 R=10,039 R=0,273 R=0,122
R =-0,028 R=0,104 R = 0,085 R=0,436 R = 0,202
R =0,353 R = 0,065 R =-0,066 R=0,196 R=-0,252
R=0,036 R = 0,446 R=0,199 R = 0,402 R=-0,368
R = 0,000 R=0,022 R =-0,092 R =-0,256 R =-0,052
R =-0,383 R =-0,025 R=-0,181 R = 0,387 R=0,363

R=0,355 R =-0,205 R=0,257 R=0,382 R=0,342

R=0,342 R=0,195 R = 0,051 R=0,313 R =-0,288
R=0,335 R=0,287 R=0,316 R=0,131 R =0,409

R=-0,185 R=10,320 R=0,017 R =-0,320 R =-0,265

R =10,361 R=0,359 R=0,274 R=00,16 R=-0,1138 R =0,005
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Descritores versus logl/ICso da cepa Colombiana do conjunto de 34 compostos e
nifuroxazida

R=0,398 R=0,188 R =-0,055 R =0,306 R=0,040
R=0,029 R=0,284 R =0,062 R =0,366 R=0,135
R=0,365 R=0,113 R=-0,072 R=0,100 R=-0,277
R =10,045 R =0,347 R=0,153 R=10,329 R =-0,360
R =-0,040 R=0,092 R=-0,106 R=-0,165 R=10,019
R =-0,356 R=-0,138 R=-0,131 R =0,560 R=0,492
R=0,456 R=-0,134 R=0,286 R =0,404 R=0,357
R=0,369 R=0,211 R =0,065 R=0,382 R =-0,459
R=0,428 R=0,272 R=0,288 R=0,142 R=0,414
R=-0,221 R=0,374 R =-0,060 R =-0,261 R=-0,376

R =0,404 R=0,470 R=0,305 R=0,123 R=-0,141 R =0,024
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Descritores versus logl/ICso da cepa Silvio X10 cll do conjunto de 13 compostos

R=0,115 R=0,258 R=-0,272 R=0,475 R=-0,232
R =-0,441 R=0,255 R =0,001 R =0,094 R=0477
R =-0,162 R = 0,340 R=-0,515 R =-0,580 R=0,154
R =-0,302 R=0,043 R =-0,290 R=-0,172 R =0,305
R =-0,100 R=0,096 R=0,124 R=-0,395 R=-0,339
R =-0,231 R =-0,417 R =-0,346 R=0,727 R=0,524
R=0,558 R=-0,148 R =0,424 R =0,433 R=0,455
R = 0,444 R=0,387 R = 0,326 R=0,355 R =-0,522
R=0,385 R=0,033 R =0,206 R=-0,196 R=0,395
R =-0,503 R =0,490 R=0,107 R = 0,000 R =-0,699

R =10,344 R = 0,547 R=0,411 R=-0,138 R=-0,472 R =0,166
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Descritores versus logl/ICso da cepa Y do conjunto 13 compostos
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x26 x27 x28 x20 x30
R=0,364 R=-0,254 R=0,359 R=0,309 R=0,351
R=0,330 R=0,328 R=0,172 R =10,286 R =-0,256
R=0,311 R=0,161 R=0,229 R=10,020 R=0,452
R =-0,339 R=0,415 R=0,205 R =0,000 R =-0,483
R=0,118 R=10,341 R=10,389 R=-0,125 R =-0,289 R=0,121
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Descritores versus logl/ICso da cepa Bug 2149 ¢l110 do conjunto de 13 compostos

R=0,117 R=0,450 R=0,115 R =0,045 R=-0,033
R=-0,091 R=-0,113 R=0,220 R=0,230 R =10,295
R =0,086 R=0,121 R=-0,365 R =-0,408 R=0,501

R=-0,376 R=-0,121 R=0,100 R =0,205 R=0,003

R=0,225 R=-0,327 R =0,367 R=-0,792 R=-0,205
R =-0,263 R =-0,099 R=10,071 R=10,337 R=0,020
R=0,075 R=-0,186 R=0,148 R=0,073 R=0,138

R =0,096 R=0,136 R =0,080 R =0,045 R =-0,217
R=0,030 R=0,166 R=10,263 R=-0,013 R=0,236
R =-0,063 R=0,139 R=10,324 R =10,000 R =-0,602

R =-0,008 R =0,048 R=0,141 R=-0,568 R=-0,277 R=-0,189
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Descritores versus logl/ICso da cepa Colombiana do conjunto de 13 compostos

R=0,180 R =-0,037 R=-0,181 R =0,282 R=-0,053
R =-0,290 R=0,346 R=0,018 R =0,057 R = 0,065
R=0,213 R =-0,065 R =-0,529 R =-0,002 R=-0,140
R =-0,390 R=-0,384 R=-0,125 R =-0,005 R=0,170
R=-0,142 R=0,124 R=0,237 R=-0,419 R=-0,129
R=-0,153 R =-0,381 R =-0,292 R=0,565 R=0,508
R=0,510 R =-0,058 R=0,289 R=0,338 R=0,315
R=0,332 R=0,239 R=0,141 R=0,333 R=-0,512
R =0,459 R=0,120 R=0,296 R=-0,142 R =0,463
R =-0,458 R=0367 R =-0,025 R = 0,000 R =-0,536

R=10,311 R=0,517 R=0,294 R=0,027 R=-0,474 R=0,109
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Descritores versus logl/ICso da cepa Silvio X10 cll do conjunto de 21 compostos e
nifuroxazida

R=0,749 R=0,523 R =-0,052 R =0441 R=0,183
R=0,106 R=0,347 R = 0,006 R=0,738 R=0,370
R =0,642 R =0,668 R=0,074 R=0,194 R=-0,322
R=0,223 R = 0,498 R = 0,658 R = 0,496 R =-0,487
R =-0,233 R =0,404 R=-0,381 R =-0,224 R =-0,007
R =-0,401 R=10,118 R =-0,098 R =0,740 R=10,672
R =0,662 R =-0,448 R=0,510 R = 0,644 R=0,619
R =0,607 R =0,443 R =0,508 R =0,662 R=-0,419
R=0,639 R=0,636 R=0,436 R=0,333 R=0,620
R =-0,266 R=0,673 R=-0,144 R =-0,227 R=-0,372

R =0,527 R=0,659 R=0,522 R=0,561 R=-0,178 R=-0,067
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Descritores versus log1/ICso da cepa Y do conjunto de 21 compostos e nifuroxazida
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R = 0,457 R=0,564 R =0,480 R=0,543 R=-0,076 R =0,081
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Descritores versus logl/ICso da cepa Bug 2149 cl10 de 21 compostos e nifuroxazida

R=0,773 R=0,576 R=0,032 R = 0,490 R=0212
R=-0,016 R=0211 R = 0,070 R =0,770 R=0,365
R =0,630 R=0,653 R =-0,031 R=0271 R=-0,252
R=0,179 R =0,488 R=0,711 R = 0,632 R =-0,454
R=-0,172 R=0,368 R=-0,373 R =-0,225 R =-0,022
R =-0,425 R = 0,021 R=-0,227 R=0,593 R=0,581
R=0,573 R=-0,439 R = 0,456 R=0,591 R=0,563
R=0,553 R =039 R = 0,461 R=0,579 R=-0,378
R=0,564 R=0,621 R=0419 R =0,345 R=0,607
R=-0,262 R=0,581 R =-0,045 R=-0,339 R =-0,243

R =0,546 R=0,573 R=0,484 R=0,482 R=-0,191 R =0,055
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Descritores versus logl/ICso da cepa Colombiana do conjunto de 21 compostos e
nifuroxazida

R =0,486 R =0,058 R=-0318 R =-0,048 R=0,103
R=0419 R=0,479 R =-0,060 R=0419 R=0,010
R=0,343 R=0,598 R=-0,174 R = 0,004 R =-0,230
R = 0,440 R =0,051 R =0,340 R =-0,055 R=-0,214
R =-0,059 R =0,244 R=-0,126 R =-0,241 R =0,003
R =-0,423 R=0,117 R =-0,062 R=0,751 R=0,538

R=0,529 R=-0217 R=0,331 R =0,494 R=0,451

R = 0,448 R = 0,200 R=0271 R=0,515 R =-0,459
R =0,485 R =0,458 R =0,285 R =0,285 R=0,386
R =-0,076 R =0,487 R=-0,188 R=0,213 R =-0,434

R =0,455 R=0,516 R=0,353 R=0,391 R=-0,189 R=-0,203
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Anexo 8

Dados de citotoxicidade frente a células LLC-MK: dos

compostos e farmacos

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl



360



composto 26

concentracao

IC (%)

pM log pM  (média £ dp)
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100,00 2,000 98,5 +0,73
50,00 1,699 97,3 +0,80
25,00 1,398 72,2 +4,58
12,50 1,097 19,4 +3,51
6,25 0,796 2,2 +1,71
3,12 0,494 0,7 £3,31
1,56 0,193 0,5 £3,10
composto 27 composto 33
concentracio 1C (%) concentracio 1C (%)
M log pM  (média £ dp) M log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 49,75 +4,56 100,00 2,000 46,96 +1,25
50,00 1,699 35,15 £2,21 50,00 1,699 30,96 +1,45
25,00 1,398 22,98 +1,56 25,00 1,398 18,22 +1,62
12,50 1,097 12,96 +5,87 12,50 1,097 15,72 +1,65
6,25 0,796 12,96 +3,78 6,25 0,796 20,33 +2,10
3,12 0,494 12,43 +1,56 3,12 0,494 19,60 +8,56
1,56 0,193 11,29 +2,07 1,56 0,193 11,36 +1,86
composto 34 composto 35
concentraciao IC (%) concentraciao IC (%)
M log pM  (média £ dp) [TIY | log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 49,62 +547 100,00 2,000 45,67 +1,29
50,00 1,699 32,70 £3,46 50,00 1,699 30,20 £1,22
25,00 1,398 14,87 +1,52 25,00 1,398 14,68 +3,42
12,50 1,097 9,56 +9,49 12,50 1,097 4,67 +0,69
6,25 0,796 2,53 £3,61 6,25 0,796 7,34 +3,01
3,12 0,494 0,37 £2,88 3,12 0,494 7,96 +1,63
1,56 0,193 0,07 £1,08 1,56 0,193 6,99 +1,89
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composto 37

composto 38

concentracao IC (%) concentracao IC (%)
pM log pM  (média = dp) pM log pM  (média + dp)
100,00 2,000 25,692 +1,53 200,00 2,301 56,51 +6,58
50,00 1,699 14,039 +1,85 100,00 2,000 49,82 +1,75
25,00 1,398 1,733 £1,26 50,00 1,699 34,83 +1,96
12,50 1,097 1,824 +£3,46 25,00 1,398 18,81 +6,66
6,25 0,796 1,077 +£3,40 12,50 1,097 13,91 +4,31
3,12 0,494 1777 +8,90 6,25 0,796 10,61 +1,12
1,56 0,193 0,349 49,13 3,12 0,495 8,33 +1,11
1,56 0,194 8,16 £5,14
composto 39 composto 40
concentracio 1C (%) concentracio 1C (%)
pM log pM  (média £ dp) pM log pM  (média £ dp)
100,00 2,000 44,70 £2,17 100,00 2,000 29,81 +£3,17
50,00 1,699 23,71 £5,89 50,00 1,699 24,65 +2,98
25,00 1,398 25,35 +1,58 25,00 1,398 16,32 +4,47
12,50 1,097 17,75 +4,61 12,50 1,097 13,56 +£2,97
6,25 0,796 18,17 +0,37 6,25 0,796 11,05 £2,90
3,12 0,494 13,18 +4,42 3,12 0,494 11,51 £1,78
1,56 0,193 11,61 £2,98 1,56 0,193 9,59 +1,37
0,78 -0,108 12,26 +4,70 0,78 -0,108 10,36 +4,78
BZD NFX
concentracio 1C (%) concentracio 1C (%)
M log pM  (média £ dp) M log pM  (média £ dp)
200,00 2,301 48,68 =£1,55 200,00 2,301 42,97 +0,92
100,00 2,000 15,49 +1,04 100,00 2,000 21,20 +2,33
50,00 1,699 -1,01 +0,34 50,00 1,699 3,23 £1,15
25,00 1,398 -0,17 1,94 25,00 1,398 4,83 +1,59
12,50 1,097 0,08 +£2,10 12,50 1,097 8,56 £2,00
6,25 0,796 0,89 +£1,76 6,25 0,796 8,80 +1,91
3,12 0,495 -0,03 £2,36 3,12 0,495 8,43 +£2,83
1,56 0,194 0,55 +1,58 1,56 0,194 6,12 +3,96
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Anexo 9

Imagens obtidas nos ensaios de atividade frente a forma
amastigota do parasito pelo método de analise de alto

conteudo (HCA’: High Content Analysis)

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl
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Imagens obtidas no ensaio frente a forma amastigota da cepa YmaRr), parcialmente
resistente ao benznidazol. Compostos BSF-27, BSF-37, BSF-39, BSF-40, nifuroxazida,
benznidazol e nifurtimox nas concentracdes de 50, 12,5, 1,56 ¢ 0,39 uM , utilizando escala
de 20 um.

BSF-27
50 uM 12,5 uM 1,56 uM 0,39 uM
BSF-37
50 uM 12,5 uM 1,56 uM 0,39 uM
BSF-39

50 uM 12,5 uM 1,56 uM 0,39 uM
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BSF-40

50 uM 12,5 uM 1,56 uM 0,39 uM
nifuroxazida

50 uM 12,5 uM 1,56 uM 0,39 uM
benznidazol

50 uM 12,5 uM 1,56 uM 0,39 uM
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nifurtimox

50 uM 12,5 uM 1,56 uM 0,39 uM
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Imagens obtidas no ensaio frente a forma amastigota da cepa Y(ama-s), sensivel ao
benznidazol. Compostos BSF-27, BSF-37, BSF-39, BSF-40, nifuroxazida, benznidazol e
nifurtimox nas concentragdes de 50, 12,5, 1,56 e 0,39 uM , utilizando escala de 20 pm.

BSF-27

50 uM 12,5 uM 1,56 uM 0,39 uM
BSF-37

50 uM 12,5 uM 1,56 uM 0,39 uM
BSF-39

50 uM 12,5 uM 1,56 uM 0,39 uM
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BSF-40

50 uM 12,5 uM 1,56 uM 0,39 uM
nifuroxazida

50 uM 12,5 uM 1,56 uM 0,39 uM
benznidazol

50 uM 12,5 uM 1,56 uM 0,39 uM
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nifurtimox

50 uM 12,5 uM 1,56 uM 0,39 uM
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Anexo 10

Curvas dose-resposta obtidas nos ensaios de atividade frente a
forma amastigota do parasito pelo método de analise de alto

conteudo (HCA’: High Content Analysis)

Yama-r): cepa Y parcialmente resistente ao benznidazol;

Yiama-s): cepa Y sensivel ao benznidazol.

FBT/FCF/USP Fanny Palace-Berl
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Curvas dose-resposta da cepa Curvas dose-resposta da cepa
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Compostos Curvas dose-resposta da cepa Curvas dose-resposta da cepa
Y(ama-R) Y(ama-S)
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Compostos Curvas dose-resposta da cepa Curvas dose-resposta da cepa
Y(ama-R) Y(ama-S)
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