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RESUMO

OLIVEIRA, T. D. Planejamento, sintese e avaliacdo biologica de inibidores de falcipaina
2 como candidatos a antimalaricos. 2019. 61p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2019.

A malaria, doenga causada pelo protozoario do género Plasmodium, esta entre as doencas que
mais causam mortes os paises subdesenvolvidosn. O hospedeiro é infectado por meio da
picada do mosquito do género Anopheles, que introduz o parasita durante a hematofagia. As
formas mais graves sdo causadas pelo Plasmodium vivax e o Plasmodium falciparum. As
regibes mais afetadas por estas formas sio Africa Subsaariana, Asia, América Central e Sul.
Desde o comeco do século XXI, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) busca erradicar a
doenca, porém o P.falciparum se mostrou resistente aos farmacos antimalaricos existentes,
dificultando a eficacia do tratamento. Isto, entre outros fatores, como mortalidade e alto indice
de infeccdo, tornam necessarias novas pesquisas para a descoberta de novos farmacos mais
seguros e eficazes contra a malaria. Estudos tém mostrado como um alvo promissor para a
criacdo de novos antimalaricos, a cisteina protease falcipaina, a qual se apresenta em trés
isoformas no parasita, sendo elas, falcipaina 1, 2 e 3. A falcipaina 2 estd ligada com a
hidrélise da hemoglobina, e seus inibidores vem sendo estudados como alternativas na busca
de agentes antimalaricos. Derivados de semicarbazona, tais como o nitrofural e o
hidroximetilnitrofural demonstraram atividade inibitoria de cisteino proteases parasitarias.
Utilizando estratégias modernas de planejamento de farmacos e por meio da integracdo entre
técnicas computacionais e experimentais, realizou-se o planejamento, sintese e avaliacdo
bioldgica de compostos derivados dos ditiocarbazatos e tiossemicarbazonas, bioisosteros de
semicarbazona, como inibidores da cisteino protease falcipaina 2, no intuito de obter novos
antimalaricos. Aplicaram-se técnicas de modelagem molecular em trés séries de compostos
(A, Be C), sendo a A e B derivados dos ditiocarbazatos e a C das tiossemicarbazonas. Estes
estudos sugerem, trés compostos da série A, quatro na série B e trés na C com maior potencial
para inibicdo da falcipaina 2. Isso devido aos resultados tedricos indicarem condicGes
favoraveis ao ataque nucleofilico da cisteina 42 catalitica da falcipaina 2 as tiocarbonilass
presentes nos compostos planejados. Estes derivados foram sintetizados, analisados por
espectroscopia de ressonancia magnética de *H e *C, espectroscopia de 1V, ponto de fusdo e
pureza caracterizando sua formacdo. Apds a obtencdo, os compostos foram enviados para
ensaios biolégicos frente ao parasita P. falciparum. Os compostos testados ndo apresentaram
inibicdo, porém é sabido que muitos inibidores enzimaticos nao sdo ativos contra o parasita
mesmo tendo alta poténcia contra a enzima, isto devido as barreiras a serem ultrapassadas até
chegar ao alvo bioquimico, deste modo faz-se necessario ensaios contra a enzima para validar
nossa hipétese.

Palavras-chave: maléaria, Plasmodium falciparum, planejamento de farmacos, falcipaina,
modelagem molecular.



ABSTRACT

OLIVEIRA, T. D. Design, synthesis and biological evaluation of falcipain 2 inhibitors as
candidates for antimalarials. 2019. 61p. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, 2019.

Malaria, a disease caused by the protozoan of the genus Plasmodium, is among the most
deadly diseases in poor countries. The host is infected through the bite of the mosquito of the
genus Anopheles, which introduces the parasite during hematophagy. The most severe forms
are caused by Plasmodium vivax and Plasmodium falciparum. The regions most affected by
these forms are Sub-Saharan Africa, Asia, Central and South America. Since the beginning of
the 21st century, the World Health Organization (WHO) has sought to eradicate the disease,
but P. falciparum has been resistant to antimalarial drugs treatment. Among other factors,
such as mortality and high infection rates, new research is needed to find new, safer and more
effective drugs against malaria. Studies have shown as a promising target for the creation of
new antimalarial drugs, the cysteine protease falcipain, which is present in three isoforms in
the parasite: falcipain 1, 2 and 3. Falcipain 2 is linked to the hydrolysis of hemoglobin, and its
inhibitors have been studied as alternatives in the search for antimalarial agents. Derivatives
of semicarbazone such as nitrofural and hydroxymethylnitrofural demonstrated inhibitory
activity of parasitic cysteine proteases. Using modern strategies for drug design and the
integration of computational and experimental techniques, the design, synthesis and biological
evaluation of compounds derived from dithiocarbazates and thiossemicarbazones,
semicarbazone biosynthesis as inhibitors of cysteine protease falcipain 2 were carried out in
order to new antimalarials. Molecular modeling studies were performed in three series of
compounds (A, B and C), with A and B being derived from dithiocarbazates and C from
thiossemicarbazones. These studies suggest three compounds in the A series, four in the B
series, and three in the C group with the greatest potential for inhibition of falcipain 2. This is
due to the theoretical results indicating favorable conditions for the nucleophilic attack of the
catalytic cysteine of falcipain 2 on thionyls present in the compounds planned. These
derivatives were synthesized, analyzed by H and *3C magnetic resonance spectroscopy, IR
spectroscopy and melting point, characterizing their formation. After being obtained, the
compounds were sent for biological assays against the P. falciparum parasite. The compounds
tested did not show inhibition, but it is known that many enzyme inhibitors are not active
against the parasite even though they have high potency against the enzyme, this is due to the
barriers to be overcome until reaching the biochemical target, thus enzyme to validate our
hypothesis.

Keywords: malaria, Plasmodium falciparum, drug design, falcipain, molecular modeling.
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1. INTRODUCAO

A maléria é uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género Plasmodium,
transmitida principalmente pela fémea do mosquito do género Anopheles. Em 2017 foram
reportados cerca de 219 milhGes de casos de malaria, 0s quais provocaram 435 mil 6bitos em
todo o mundo, devido a complicagdes oriundas desta doenca. A regido africana € a mais
afetada, apresentando a maior porcentagem de casos (aproximadamente 90%) e mortes (cerca
de 92%). Este panorama é mais grave quando se trata de criancas abaixo de cinco anos, pois
apesar da malaria ndo ser mais a principal causa de morte ainda leva uma crianga a 6bito a
cada dois minutos, na mesma regido africana. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), no ano de 2017 o numero de criangas nessa faixa etaria que foram a 6bito foi de 266
mil (WHO, 2017; SIQUEIRA-BATISTA, 2012).

Além das complicacdes de satde para os infectados, a malaria também traz prejuizos
financeiros aos paises endémicos, diminuindo o crescimento econdmico em 1,3% por ano nas
areas endémicas; s6 na Africa, sdo 1,2 bilhdes de dolares por ano devido ao fornecimento de
medicamentos, suprimentos e intervengdes em salde publica (CDC, 2019; DNDi, 2017).

Cinco espécies de protozoarios causam malaria em seres humanos, sendo eles o
Plasmodium malariae, Plasmodium falciparum, Plasmodium ovalae, Plasmodium vivax e o
Plasmodium knowlesi. As formas mais graves e mortais da doenga sdo causadas pelo
Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax. O P. vivax tem maior incidéncia no continente
asiatico e nas Américas Central e do Sul. Este fato se da devido ao parasita ter a capacidade
de sobreviver em climas com temperaturas mais amenas, em altas altitudes e também devido a
auséncia do gene Duffy em africanos (esse gene produz uma proteina necesséria para a
invasdo do P. vivax nas hemacias) e é considerada uma forma grave de malaria por ter uma
fase latente no figado, podendo se manifestar meses depois da infeccdo inicial, o que leva a
uma reincidéncia dos sintomas. Ja o P. falciparum concentra-se na Africa subsaariana e tem a
possibilidade de evoluir para malaria grave causando distdrbios em mudltiplos 6rgaos
(SIQUEIRA-BATISTA et al, 2012). Além disso, o P. falciparum tem demonstrado
resisténcia aos antimalaricos existentes, gerando um problema para os infectados e um desafio
aos pesquisadores da area (WHO, 2016; SANTOS, 2013; FERNANDES, 2011).

Em 2017, no Brasil, foram notificados 217.928 mil casos, sendo considerada uma
doenca de notificacdo obrigatoria. Os estados com maior incidéncia sdo Rond6nia, Amazonas,

Para, Amapa, Tocantins, Acre, Roraima, Maranhdo e Mato Grosso. As condigdes ambientais
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como clima quente, imido, chuvoso e com porcles de aguas superficiais, a desigualdade
social e até a defasagem de saude publica contribuem para que a doenca se espalhe nessas
regides do pais (PINHEIRO, 2018; PENIDO, 2016; DUARTE et al, 2014; GOMES et al,
2011).

Pensando em erradicar a doenga, a comunidade internacional tragou estratégias desde
comeco do século XXI, da qual teve resultados positivos, diminuindo a mortalidade da
malaria em 45%, livrando 3,3 milhdes de pessoas da morte, e dentre elas 90% eram criancas
com menos de cinco anos da Africa subsaariana. Esses resultados foram obtidos gracas ao
aumento da disponibilidade de medicamentos mais seguros, como o0s derivados da
artemisinina distribuidos ao setor publico e privado em 2012. Eles atuam nos parasitas quando
estdo na forma de merozoitos e esquizontes, reduzindo o desenvolvimento destes para
gametocitos, porém, ndo conseguem eliminar os gametécitos ja maduros (GRAVES,
GELBAND e GARNER, 2015). Mas esses derivados tém se mostrado ineficientes para o
tratamento, visto que em 2008 o P. falciparum se mostrou menos sensivel ao artesunato
(derivado semi-sintético da artemisinina). Essa resisténcia foi detectada em cinco paises:
Camboja, Republica Democratica Popular Lau, Myanmar, Vietna e Tailandia. Além disso, ha
falhas no tratamento com artesunato-mefloquina (uma combinagdo de um derivado da
artemisinina com um alcal6ide da quina) e isso demonstra grande problema, visto que ha falta
de alternativas para o tratamento e auséncia de uma vacina eficaz. J& a cloroquina e a
sulfadoxina-primetamina tiveram que ser abandonadas, pois houve mutacGes no gene do
parasita conferindo a ele resisténcia a esses medicamentos e o uso prolongado da cloroquina
causou 0 aumento da mortalidade da maléaria em trés vezes mais. Entdo, tem se observado
uma resisténcia do parasita aos farmacos atuais e aos farmacos anteriormente utilizados,
dificultando o tratamento (WHO, 2015; CHUGHA et al, 2014; CONRAD et al, 2014,
OLIVEIRA et al, 2013; FERNANDES, CRAVO e ROSARIO, 2007).

Em 24 de julho de 2015, a GlaxoSmithKline (GSK) publicou sua pagina oficial que
anunciou para o Comité dos Medicamentos para Uso Humano (CHMP) da Agéncia Europeia
de Medicamentos (EMA) uma possivel vacina de prevencdo contra a malaria para criancas de
6 semanas a 17 meses, a Mosquirix (RTS,S), e que teve um parecer positivo desses 0rgaos.
Em 2017 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomendou a introducdo da vacina em
trés paises africanos: no Quénia, Gana e no Malawi, para ser avaliada no uso do controle da
malaria com inicio em 2019. Mesmo sendo uma inovagdo importante e tendo diminuido o
risco do desenvolvimento da malaria em 39% e da malaria grave em 29% das 15.000 mil

criangas que receberam as quatro doses da vacina entre os anos de 2009 e 2014, ela sera
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utilizada como prevencdo ndo excluindo os tratamentos atuais (WHO, 2019;
GALACTIONOVA et al, 2015; GSK, 2015; PARRA et al; 2015).

Em linhas gerais, 0 RTS,S é uma vacina de proteina recombinante monovalente, cujo
alvo é um antigeno proteico circunsporozoito do parasita, que é expresso em sua superficie na
fase de esporozoito e consiste em ndo permitir que o parasita infecte, se multiplique e
amadureca no figado, da qual sua protecdo esta correlacionada com a inducdo do anticorpo
anti-CPS e linfocitos T CD4 (GSK, 2015; PARRA et al; 2015).

Nas Ultimas décadas, as pesquisas direcionadas a descoberta de novos farmacos
passaram a buscar alvos macromoleculares especificos para doencas. Neste contexto, as
enzimas sdo alvos de grande interesse, pois desempenham papel fundamental em muitas
doencas. Portanto, entender as vias metabolicas que sdo essenciais a sobrevivéncia do parasita
sdo importantes para a descoberta e planejamento de novos farmacos (ALVES et al, 2016;
COPELAND, 2013; FERREIRA e ANDRICOPULO, 2013).

As cisteino proteases sdo importantes para o ciclo de vida de parasitas como o
Plasmodium, sendo responsaveis pela invasdo na célula hospedeira e digestdo da hemoglobina
(BONILLA et al, 2007). Tais cisteino-preteases de Plasmodium falciparum foram isoladas e
caracterizadas como membros da Papaina-like, por também apresentarem alta semelhanca
com esse grupo de enzimas. Chamada de falcipaina, devido ao parasita do qual foi isolada, é
encontrada em trés isoformas, falcipaina, 1, 2 e 3, as quais além de alta identidade estrutural
apresentam também parametros cinéticos semelhantes (ROSENTHAL, 2002; ROSENTHAL,
2004). Visto a sequéncia nucleotidica ser bem conservada nos genes do Plasmodium, a
falcipaina parece ser um alvo interessante para a busca de farmacos contra todas as espécies
que causam malaria em seres humanos (GLENN et al, 2006).

A falcipaina 1 esta ligada a invasdo eritrocitaria, presente no protozoario em forma de
anel e merozoito. As falcipainas 2 e 3 atuam na hidrdlise da hemoglobina (PRASAD et al,
2013; CRUZ, 2010).

Diversas classes quimicas sdo estudadas como inibidores de proteases parasitarias,
dentre estas destacamos os derivados da classe das semicarbazonas e tiossemicarbazonas, que
além de apresentarem bons niveis de inibicdo frente estas proteases, tendo valores de ICso
entre nano e 0 micro molar, ja sdo estudados ha um bom tempo pelo nosso grupo de pesquisa
(VITAL, 2013; TROSSINI et al, 2013; DUSCHAK, COUTO, 2007; TROSSINI et al, 2010;
DU et al, 2002).

Frente a essa probleméatica de resisténcia do Plasmodium falciparum aos

medicamentos recomendados e ao numero de pessoas que ainda sdo infectadas e morrem
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devido a ineficécia do tratamento, sdo necessarias mais pesquisas para o desenvolvimento de
novos farmacos, observando que a literatura ja descreve alguns alvos promissores para

possiveis novos farmacos facilitando a descoberta.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Doencas negligenciadas

As doencas tropicais negligenciadas sdo causadas por parasitas ou agentes infecciosos
e que possuem uma incidéncia significativa em populacdes de baixa renda. S&o consideradas
negligenciadas devido ao pouco investimento em pesquisas, em seu controle, na prevencéo,
no tratamento e despertam pouco interesse econdmico das industrias farmacéuticas,
justamente por sua baixa prevaléncia ou porque acometem principalmente regides de baixo
nivel de desenvolvimento, mas mesmo assim, elas ainda levam a dbito milhares de pessoas no
mundo ou causam prejuizos fisicos, cognitivos (no caso das criangas) e até socioeconémicos.
(VALVERDE, 2013, SANTOS et al, 2017).

Tais doencas sdo: a malaria, doenca de Chagas, doenca do sono, esquistossomose,
leishmaniose, dengue, Chikungunya, teniase, helmintos transmitidos pelo solo, oncocercose,
dracunculiase, lepra, tracoma, sifilise e filariose. Estdo presentes em 149 paises e tem maior
concentracdo nos continentes africano, americano e asiatico nas regides tropicais (DNDI,
2017; WHO, 2017; VALVERDE, 2013, SANTOS et al, 2017).

2.2 Malaria

Um dos primeiros registros da malaria se encontra em relatos medicos muito antigos e
pensava-se que era vinculada a castigos divinos. No século V a.C. Hipdcrates foi o primeiro a
descartar esta hipotese, ao descrever a doenca e relacionando-a com os locais onde os doentes
frequentavam e com a sazonalidade. Provavelmente teve origem na pré-historia no continente
africano, se espalhando pelo globo com as navegacdes (FMUSP, 2013).

O nome malaria vem do italiano ‘mal aire’ no século XVIII, pois acreditavam que ela
era causada pelo ar insalubre. Hoje é conhecida como paludismo, febre ter¢cd maligna, febre
palustre, febre intermitente e, também, popularmente como tremedeira, batedeira ou febre
(FMUSP, 2013; PORTAL DA SAUDE, 2014).

Ela é conhecida pelas febres intermitentes dependendo do protozoéario que a pessoa foi
infectada, e seus sintomas podem até ser confundidos com gripe. Se tratada a tempo, as

chances de cura sdo maiores, porém, ha casos que podem ocasionar complicacdes mais sérias,
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podendo até levar o individuo a morte ou causar sequelas (FIOCRUZ, 2017; SIQUEIRA-
BATISTA et al, 2012; GOMES et al, 2011).

E incidente em mais de 95 paises e aproximadamente 3,2 bilhdes de pessoas se
encontram em areas de risco de infeccdo (WHO, 2016; DNDi, 2017).

2.2.1 Transmissado

Cinco espécies de protozoarios causam malaria em humanos: Plasmodium knowlesi,
Plasmodium ovalae, Plasmodium malariae, Plasmodium vivax e Plasmodium falciparum.
Destes, o P. falciparum é a mais grave, pois pode causar complicacdes sérias ao infectado
(PORTAL DA SAUDE, 2014; DNDi, 2017).

A transmissdo natural da malaria ocorre por meio da picada do mosquito fémea do
género Anopheles, que ird inocular durante a hematofagia (se infectado) o protozoario
Plasmodium spp em forma de esporozoito que se encontrava armazenado em suas glandulas
salivares. Pode ocorrer também de forma induzida, que seria de forma congénita ou por meio
de transfus@o sanguinea (seringas/agulhas infectadas, acidente de trabalho, etc). O periodo de
incubacdo é geralmente de 15 dias, podendo variar para mais ou menos dependendo do
protozoario (DNDi, 2017; PORTAL DA SAUDE, 2014; FERNANDES, 2011; SANTOS,
2013; FMUSP, 2013).

As condigdes climaticas também afetam as transmissoes, pois determinados ambientes
podem favorecer a sobrevivéncia do mosquito, como regibes mais chuvosas e Umidas
(SCIENTISTS AGAINST MALARIA, 2017).

Como uma forma de controlar a mortalidade e morbidade, a OMS em parceria com
Roll Back Malaria (uma iniciativa que atua em parceria com 0rgaos e empresas para levantar
recursos e a¢des para lutar contra a maléaria) com a ajuda dos governos dos paises endémicos,
organizacOes doadoras, as agéncias das Nac¢Oes Unidas e industrias criaram um programa que
facilita o acesso ao tratamento, a propagacdo de mosquiteiros com inseticidas e a prevencgéo
da malaria em gestantes (FMUSP, 2013).

2.2.2 Ciclo biolégico

O Plasmodium spp é um protozoario do filo Apicomplexa e é um parasita celular

obrigatdrio. A maioria dos protozoarios desse filo tem afinidade por células nucleadas, mas o
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Plasmodium evoluiu, conseguindo infectar células anucleadas, no caso dos mamiferos, as
hemacias (KONING-WARD et al, 2016).

Seu ciclo de vida inicia ap0s a picada do mosquito, ou seja, o hospedeiro intermediario
(infectado com um dos tipos dos parasitas) injeta no hospedeiro definitivo saliva e
protozoarios em forma de esporozoito. O parasita alcangca a corrente sanguinea e, dentro de
mais ou menos uma hora, invade os hepatocitos atraves do sistema linfatico, onde se inicia a
reproducdo assexuada. Nos hepatdcitos, ele sofre uma transformacédo de formato chamada de
transversing amadurecendo para merozoito. Apds essa fase hepética que dura cerca de uma
semana, 0S merozoitos vao para a corrente sanguinea invadir eritrocitos, onde se inicia o ciclo
intraeritrocitico e, assim, ocorre a evolucdo do parasita para anel, trofozoito e esquizonte
(GRAVES, GELBAND e GARNER, 2015; SANTOS, 2013; FERNANDES, 2011; GOMES
et al, 2011). Para ndo ser detectado pelo sistema imune, o P. falciparum utiliza diversas
proteinas que estdo fora da célula, entdo ele as traz para dentro modificando a membrana da
hemacia para promover a citoadesdao (KONING-WARD et al, 2016).

Ao invadir os eritrocitos, o parasita liga-se reversivelmente a membrana da célula, e
forma um vacuolo parasitoforo com o auxilio das organelas roptrias, micronemas e granulos
densos. Durante a degradacdo da hemoglobina, a heme € convertida em hemozoina
(pigmento) que ndo é tdxico para ele nem para o hospedeiro (BARROS et al, 2012).

Posteriormente, os parasitas que estavam dentro do eritrocito o estouram, invadindo
outros eritrocitos recomecando o ciclo. Alguns evoluem para gametdcitos femininos e
masculinos, ndo invadindo os eritrocitos, mas quando sugados pelo Anopheles durante a
hematofagia se reproduzem sexualmente no mosquito, dando origem a um oocineto que migra
até o intestino do inseto e sofre divisbes formando esporozoitos. Estes vdo para as glandulas
salivares, sendo injetados durante a hematofagia, infectando outro ser vivo (Figura 1)
(SANTOS, 2013; FERNANDES, 2011; GOMES et al, 2011).

O rompimento dos eritrécitos leva aos estados febris (tercd no caso no P. falciparum),
caracteristico da doenga, mas com certas particularidades para cada espécie de parasita
(FERNANDES, 2011).
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Figura 1 — Ciclo biolégico da malaria
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2.2.3 Patologia e diagnostico do P. falciparum

O P. falciparum é o protozoario causador do tipo mais grave de malaria, pois, se nao
for tratado o mais répido possivel, pode causar morte devido as suas complicacdes. Ele tem
um periodo de incubacgéo de 10 dias aproximadamente e € responsavel por causar as febres de
48 em 48 horas, como também acontece nas espécies P. ovalae e P. vivax, e é conhecida
como febre tercd maligna. Além da febre que é causada pelo rompimento dos eritrdcitos, o
infectado também apresenta sintomas de calafrios e fraqueza principalmente (SECRETARIA
DE ESTADO DA SAUDE, 2017; FRANCA, SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008).

A patogenicidade causada pelo P. falciparum apresenta sérias complicacdes ao
hospedeiro como acidose metabdlica, distdrbio hepatico, insuficiéncia renal, choque, anemia
grave, hipoglicemia, coagulagédo intravascular, disfuncdo pulmonar e, ainda, acomete o
sistema nervoso central. Todas as complicacBes se parecem com uma sepse bacteriana,
necessitando de cuidados em unidade de tratamento intensiva (UTI) para evitar a morte. Esses
sintomas se devem aos problemas na microcirculacdo devido a citoaderéncia (porque ha a

presenca de knobs — adesinas do Plasmodium) e a formagdo de rosetas. Na citoaderéncia, o
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parasita consegue modificar a membrana da hemécia, a exposi¢do de antigenos, o transporte
de substancias e a insercdo de proteinas devido a sua necessidade de obter nutrientes que estdo
no plasma sanguineo para sua reproducdo dentro do eritrocito. Essa modificacdo da
membrana faz com que ela fique com protusdes eletrodensas aderindo mais as células
endoteliais das vénulas po6s-capilares e capilares de 6rgdos como cérebro, rins e pulmdes
causando problemas no sistema nervoso, disfuncdes renais e pulmonares. E as rosetas sdo
formadas, pois as células infectadas se juntam as ndo infectadas, formando agregados rigidos
que podem interferir na microcirculacdo, impedindo o fluxo sanguineo. Supde-se que isso
acontece para distanciar as células com o parasita do sistema imune e para proteger 0s
merozoitos que saem das hemdcias infectadas, podendo infectar outras que estdo nas rosetas
sem ser detectado pelo sistema imune (YAM et al, 2017; KONING-WARD et al, 2016;
SIQUEIRA-BATISTA et al, 2012; GOMES et al, 2011).

A gravidade da doenca vai depender do organismo do hospedeiro, sendo que a
infeccdo € mais grave em criancas, gestantes e primoinfectados (GOMES et al, 2011).

Para diagnosticar a doenca, a OMS recomenda testes especificos para o parasita, mas
0s testes variam de acordo com a regido; em paises desenvolvidos hd muitas opgdes ao
contrario de paises subdesenvolvidos, que além das poucas opgbes os resultados podem ser
prejudicados devido a falta de qualidade dos materiais e treinamento do pessoal (MATHISON
e PRITT, 2017).

Para a analise sanguinea podem ser feitos exames como: gota espessa, que é
considerada padrdo pela OMS e nele os parasitas sdo contados para verificar o nivel de
parasitemia ou observar a eficacia do tratamento, identificacdo de qual ou quais das
morfologias estdo presentes no sangue para direcionar o tratamento adequado por meio de
métodos que usam fluorescéncia ou colecdo de sangue, por exemplo, deteccdo do antigeno
para investigar o nivel de Plasmodium spp ou a espécie, deteccdo de acido nucleico e
deteccdo de anticorpos (MATHISON e PRITT, 2017; GOMES et al, 2011).

2.2.4 Quimioterapia

De forma geral, o tratamento da malaria é complexo e pode até ser ineficaz, pois pode
haver recidivas e ndo ha um facil acesso ao tratamento nos paises endémicos (FRANCA,
SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Os farmacos normalmente sdo especificos para a forma da qual o parasita se encontra,

mas existem alguns que sdo capazes de inibir mais de uma forma do protozoario. Dos
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especificos, eles podem ser esporonticidas (que sdo as formas injetadas pela picada do
mosquito ou as que sdo liberadas nos hepatocitos ou pelas hemaécias), gametociticos (matando
as formas gametociticas e impedindo que durante a hematofagia neste individuo infectado o
mosquito adquira tais gametocitos, e consequentemente, impede a transmissdo para outra
pessoa), e farmacos eritrociticos ( que sdo especificos para formas que estdo nas hemacias)
(FRANCA, SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008)

Os principais antimalaricos podem ser divididos em trés grandes grupos: 0s amino-
alcoois, os derivados artemisinicos e os antifolatos (VALE, MOREIRA e GOMES, 2005;
FRANCA, SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008; ANTONY e PARIJA, 2016).

No grupo dos amino-alcoois estdo os alcaloides da quina e as aminoquinolinas
sintéticas. Dos alcaloides da quina estao (Figura 2):

a) Quinina: devido a sua toxicidade e o crescimento da resisténcia do P. falciparum, é
utilizado em combinagdo com outros farmacos. Atua nas formas eritrociticas do P.
falciparum e do P. vivax (VALE, MOREIRA e GOMES, 2005; VENANZI e
LOPEZ-VELEZ, 2016).

b) Quinidina: diastereoisomero da quinina, seus efeitos adversos no sistema
cardiovascular deixa seu uso limitado (VALE, MOREIRA e GOMES, 2005).

c) Halofantrina: usada contra as cepas resistentes aos farmacos classicos. Seu
mecanismo se da pela formacdo de complexos tdxicos, modificando a membrana
do parasita. Porem, ja existem cepas resistentes a ele (VALE, MOREIRA e
GOMES, 2005; FRANCA, SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008).

d) Mefloquina: usada contra as cepas resistentes de P.falciparum a cloroquina, mas
seu uso foi associado a efeitos neuroldgicos principalmente em pacientes
epilépticos ou com problemas psiquiatricos. Além disso, o que também dificulta
Seu uso é que ja existem cepas resistentes a ele, mas ainda é utilizado junto com o
Artesunato. Atua na fase sanguinea do parasita (VALE, MOREIRA e GOMES,
2005; FRANGCA, SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008; PARHIZGAR e
TAHGHIGHI, 2017).

e) Lumefantrina: é usado em combinacdo com o artemeter, um derivado da
artemisinina, e em lugares onde as cepas tenham resisténcia a cloroquina (VALE,
MOREIRA e GOMES, 2005; ANTONY e PARIJA, 2016).
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Figura 2 — Estruturas dos alcaloides da quina
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Quanto as aminoquinolinas, seu mecanismo de acdo é interferir na detoxificacdo da

heme, impedindo a formacdo da hemozoina (produto ndo tdxico), acumulando compostos

toxicos no vactolo digestivo, matando o parasita. Neste grupo estdo (Figura 3) (VALE,
MOREIRA e GOMES, 2005; FRANCA, SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008;
PARHIZGAR e TAHGHIGHI, 2017):

a)

b)

Cloroquina: foi muito usado devido seu poder esquizonticida sanguineo contra
todas as espécies de Plasmodium e pelos raros efeitos colaterais graves. Hoje se
for usado, é em combina¢do com outros antimalaricos por causa da resisténcia
(VALE, MOREIRA e GOMES, 2005; FRANCA, SANTOS e FIGUEROA-
VILLAR, 2008; PARHIZGAR e TAHGHIGHI, 2017).

Amodiaquina: é um pro-farmaco potente esquizonticida sanguineo, eficaz contra
algumas cepas resistentes a cloroquina, porém menos potente. Seu uso foi
associado com hepatotoxicidade e agranulocitose (VALE, MOREIRA e GOMES,
2005; FRANCA, SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008; PARHIZGAR e
TAHGHIGHI, 2017).

Pironaridina: usada em combinagdo com a artimisinina contra cepas resistentes a
cloroquina. E um esquizonticida e gametocida (VALE, MOREIRA e GOMES,
2005, KASPER et al, 2017).
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d) Primaquina: esquizonticida tecidual e gametocitocida. Toxica para pacientes que
apresentaram deficiéncia em glucose-6-fosfato eritrocitaria (uma deficiéncia
enzimatica hereditaria que um dos sintomas € a hemolise causada por farmacos) e
também por causar a metemoglobinemia (hemoglobina oxidada que ndo consegue
se ligar ao oxigénio). A utilizacdo dela € em conjunto com outro fa&rmaco que seja
esquizonticida sanguineo (VALE, MOREIRA e GOMES, 2005; FRANCA,
SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008).

e) Tafenoquina: desenvolvida para melhorar a primaquina e, assim como ele, também
causa problemas nos pacientes com deficiéncia em glucose-6-fosfato eritrocitaria.
E ativa contra as formas hepéticas e sanguineas e é usada na profilaxia (VALE,
MOREIRA e GOMES, 2005; KASPER et al, 2017).

f) Elubaquina: é um gametocida derivado da primaquina, ¢ menos hepatotoxico e ndo
induz a metemoglobinemia (VALE, MOREIRA e GOMES, 2005).

Figura 3 — Estrutura das aminoguinolinas
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Os derivados da artemisinina agem mais rapido do que os outros farmacos, eliminando
0s protozoarios mais rapidamente que os classicos. S&o esquizonticidas sanguineos e seu
mecanismo de acdo provavel consiste na formagéo de radicais livres devido a clivagem dos
seus peroxidos e da interagdo com heme Fe (I1), modificando as proteinas do parasita. Dentre
eles, sdo conhecidos: (Figura 4) (VALE, MOREIRA e GOMES, 2005; FRANCA, SANTOS e
FIGUEROA-VILLAR, 2008)

a) Artemisinina



b)

c)
d)
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Diidroartemisinina

Artemeter
Arteter

Figura 4 — Estrutura dos derivados da artemisinina
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Os antifolatos sdo esquizonticidas, e ttm como mecanismo de acdo inibir as enzimas

di-hidropteroato sintetase e di-hidrofolato redutase, ambas participam da sintese de acidos

nucléicos,

importante para o desenvolvimento do parasita. Por causa da resisténcia dos

parasitas, esse grupo de medicamentos ndo tem sido tdo usado, ou se utilizado, é em conjunto
com outros antimalaricos (Figura 5) (VALE, MOREIRA e GOMES, 2005; FRANCA,
SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Dentro desse grupo, estdo:

a)

b)

d)

Proguanil e cloroproguanil: sdo pouco tdxicos e usados em conjunto com a
cloroguina ou com a atovaquona na profilaxia. Matam o0s parasitas antes de
entrarem nos eritrocitos (VALE, MOREIRA e GOMES, 2005; FRANCA,
SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Pirimetamina e trimetoprima: normalmente sdo administrados com sulfonamidas.
Sdo de acgdo lenta, portanto, sdo administradas com farmacos que atuam de forma
mais rapida (VALE, MOREIRA e GOMES, 2005; FRANCA, SANTOS e
FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Dapsona: ndo é tao eficaz quando administrado sozinho, seu uso é mais comum em
administracdes conjuntas com o proguanil, pirimetamina ou artesunato. Seu uso €é
limitado por ter alta toxicidade (VALE, MOREIRA e GOMES, 2005; OLIVEIRA
et al, 2014).

Sulfonamidas (geral): ndo séo eficazes na monoterapia e sim em conjunto com
outros antimalaricos (VALE, MOREIRA e GOMES, 2005).
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e) Atovaquona: utilizado com o proguanil, porque seu mecanismo de acdo, da qual
interfere na respiracdo celular, faz com que o genoma mitocondrial seja mutado,
podendo aumentar a resisténcia do parasita (VALE, MOREIRA e GOMES, 2005;
ANTONY e PARIJA, 2016).

Figura 5 — Estruturas dos farmacos antifolatos usados contra a malaria
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E importante ressaltar que em todas as classes o P. falciparum, principalmente, tem
resisténcia, e uma grande contribuicdo para isto € o uso indiscriminado de tais farmacos,
medicamentos falsificados, administracdes erradas, além da rapida reproducéo do parasita no
hospedeiro definitivo e as mutacdes que podem ocorrer (FRANCA, SANTOS e FIGUEROA-
VILLAR, 2008). Uma estratégia para diminuir as chances de resisténcia é a terapia
combinada de dois tipos de antimalaricos, o tratamento é mais eficaz, porém, mais caro
(ANTONY e PARIJA, 2016; CUNICO et al, 2008).

2.3 Alvos bioquimicos

Com a evolucdo nas areas de biologia e genética, 0 sequenciamento genémico se
tornou possivel e a descoberta de diversos alvos bioguimicos em sistemas bioldgicos também.
Com isso, foi possivel determinar a importancia da classe das cisteino-proteases para o ciclo
de vida e patogenicidade de alguns parasitas, se destacando como um alvo bioquimico em
potencial. Essas enzimas parasitarias possuem diversas fungdes, entre elas: imunoevasao,
viruléncia, invasdo celular e de tecidos (SAJID e McKERROW, 2002). Essas cisteino-

proteases se assemelham com a primeira enzima obtida a partir da Carica papaya, 0 mamao,
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sendo chamada de papaina, e nomeando o grupo das enzimas como Papaina-like (SAJID,
2002).

Elas sdo divididas em clds, das quais séo subdivididas em familias. Essas familias séo
organizadas de acordo com sua a identidade de sequéncia (PANDEY, 2011).

Um avanc¢o importante para o entendimento das cisteino proteases é o sequenciamento

do genoma do Plasmodium, que esta disponivel no site http://plasmodb.org, contribuindo para

0S avangos ao combate ao parasita (PANDEY, 2011).

2.3.1 Falcipaina

Os parasitas do género Plasmodium expressam altas concentracBes de cisteino-
proteases (PONSUWANNA et al, 2016; PANDEY, 2011; BONILLA et al, 2007).

Chamada de falcipaina (FP), devido ao parasita do qual foi isolada, é encontrada em
trés isoformas: falcipaina 1, 2 e 3, as quais além de alta identidade estrutural apresentam
também parametros cinéticos semelhantes (ROSENTHAL, 2002; ROSENTHAL, 2004).
Visto a sequéncia nucleotidica ser bem conservada nos genes do Plasmodium, a falcipaina
parece ser um alvo interessante para a busca de farmacos contra todas as espéecies que causam
malaria em seres humanos (PANDEY, 2011; GLENN et al, 2006).

A falcipaina 1 esta ligada a invasdo eritrocitaria, presente no protozoario em forma de
anel e merozoito. As falcipainas 2 e 3, que tem identidade estrutural de 66,7%, atuam na
hidrolise da hemoglobina, porém, a falcipaina 2 se encontra em maior concentracao, 1,8 vezes
mais do que a falcipaina 3, e é expressa 12 horas antes da FP-3 (PRASAD et al, 2013;
PANDEY,2011; CRUZ, 2010; YOGESH et al, 2002).

A falcipaina 2 é uma das principais na digestdo da hemoglobina previamente
desnaturada por outra protease dentro do vacuolo digestivo, a plasmepsina (PM), produzindo
globina e heme. Por meio da protease da familia da falcilisina (FLN), a globina é clivada em
aminoacidos ou peptideos curtos para produzir proteinas e manter o equilibrio osmoético e, a
heme é convertida em hemozoina pela proteina que faz a desintoxicacdo da heme (HDP), pela
proteina rica em histidina (HRP). E ainda é sugerido que lipidios da membrana do vacuolo
digestivo auxiliem na sintese da hemozoina (Figura 6) (PONSUWANNA et al, 2016).
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Figura 6 — Representacdo do vacuolo digestivo do Plasmodium e as proteinas que

atuam na digestdo da hemoglobina

Nucleo

Vacuolo
digestivo

Fonte: PONSUWANNA et al, 2016 — adaptada pelo autor

Estudos com parasitas nocautes para esse gene mostraram uma lenta hidrdlise da
hemoglobina em trofozoitos, o0 que diminuiu a acdo da artemisinina e, ainda, a inibi¢do desta
protease curou a malaria murina (VIJAYARAGHAVAN e MAHAJAN, 2017). Ela possui
uma copia, a falcipaina 2’ ou 2B, que possui 97,5% de identidade na sequéncia de
aminoacidos. Espera-se que os inibidores da falcipaina 2 inibam também sua copia. Esta €
uma das proteases que tem sido alvo de pesquisa para novos antimalaricos (CONRAD et al,
2014). Inclusive, muitos inibidores de cisteinas proteases, incluindo a leupeptina, mostraram
atividade de blogueio da doenga, inibindo as falcipainas 2 e 3. E ainda ha outras moléculas
sendo estudadas recentemente que parecem inibir a falcipaina 2, como moléculas sintetizadas
com base na pirrolidina, tiazolidinedionas, tiossemicarbazonas, analogos da gallinamide A
(que é um produto natural de cianobactérias marinhas panamenhas e inibiu as falcipainas 2 e
3), flavonodides, como chalconas e aurones, e compostos nitrilos pirimidina peptidomiméticos
(CHAKKA et al, 2015; SHARMA et al, 2015; BERTOLDO et al, 2014; CONROY et al,
2014; OLIVEIRA et al, 2014; OLIVEIRA et al, 2013;).

Por fazer parte da classe das cisteino-proteases, seu sitio catalitico ¢ semelhante as
outras cisteinas da familia papaina like, sendo composto por trés residuos: a cisteina, a
histidina e a asparagina (PONSUWANNA et al, 2016; PANDEY e DIXIT, 2011). E produzida
como proenzima contendo 484 aminoacidos, perdendo 243 residuos do N-terminal quando


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960894X17302263
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esta sendo transportada pelo complexo de Golgi/ reticulo endoplasmatico, isso durante a
forma de trofozoito.

Estruturalmente, a protease € um polipeptidio de cadeia Unica com 241 aminoacidos,
sua forma madura é composta por cinco alfas-hélices e nove cadeias beta, possui dois
dominios, 0 R e o L, e o sitio ativo se encontra entre esses dominios. E produzida como um
zimogeénio inativo (a estrutura inicial necessita de clivagens em determinados peptideos para
ficar ativa) e possui dois dominios principais: 0 prodominio e o dominio maduro. O
prodominio ainda € dividido em dois dominios menores, o N-terminal (‘nose’) que faz a
movimentacdo da protease dentro do vacuolo digestivo e o C-terminal (‘arm’) que inibe a
protease madura. JA& no dominio maduro, esses dominios N e C-terminais tém funcGes
diferentes, o N-terminal faz ponte entre os dominios R e L, sendo um dominio de dobramento
para ativacdo da proteina madura, e o C-terminal provavelmente liga-se a hemoglobina a
partir do seu motivo (Figura 7). Tais dominios sdo incomuns se comparados com as outras
cisteino-proteases (PONSUWANNA et al, 2016; SRINIVASAN et al, 2012; PANDEY, 2011;
PANDEY e DIXIT, 2011; ETTARI et al, 2009).

Figura 7 — Estrutura cristalogréafica da falcipaina 2 retirada do PDB (codigo 3BPF).

Dominio maduro

C-terminal

ro- /
Dominio R .”

_______________________

N-terminal
Fonte: PDB 3BPF — adaptada pelo autor
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2.3.2 Tiossemicarbazonas e ditiocarbazatos

As tiossemicarbazonas (Figura 7) tém importantes propriedades bioldgicas, como por
exemplo, antiprotozoéria, antibacteriana, antitumoral, antitripanossomal e antiviral, e em
termos de sintese, sdo consideradas relativamente baratas e versateis. Sdo consideradas com
muita deslocalizacao eletronica e, se tiver um anel aromatico ligado ao carbono da imina, essa
deslocalizacédo fica acentuada. As ligacdes do nitrogénio ao redor da tiocarbonila sdo muito
proximas, contribuindo para o deslocalizacao dos elétrons (TENORIO et al, 2005).

Para a inibicdo protozoaria, Klayman e colaboradores publicaram um trabalho na
European journal of medicinal chemistry em 1984 no qual notaram que é necessaria a
presenca da base de Schiff e a tiocarbonila para que haja a inibicdo (TENORIO et al, 2005).
Du e colaboradores em 2002 testaram uma serie de tiossemicarbazonas em cruzaina (cisteino-
protease de Trypanossoma cruzi) e obtiveram sucesso na inibigcéo desta protease, com valores
de ICso abaixo de 200 nano molar. Eles também propuseram que essa inibicdo se da pelo
ataque da cisteina (CYS 25) da cruzaina ao carbono tiocarbonilico, fazendo uma ligacédo

covalente reversivel com o composto (Figura 8).

Figura 8- Mecanismo de inibigcdo das tiossemicarbazonas frente a cruzaina proposto

por Du e colaboradores
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Fonte: DU et al, 2002 — adaptada pelo autor

Diante disso, outros trabalhos demonstraram estudos de Relacdo Estrutura-

tividade (REA ou SAR, do inglés), estudos bioldgicos e sintese de derivados das
tiossemicarbazonas testados frente a cruzaina que mostram uma inibicdo da protease ou do
parasita. De maneira similar, relatos da literatura indicam a inibi¢&o da falcipaina 2 ou contra

0 parasita causador da malaria. Como exemplo disso, 0 Esquema 1 demonstra um estudo de
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REA feito com as tiossemicarbazonas frente a falcipaina, realizado por Greenbaum e
colaboradores (2004) (SILES et al, 2006; GREENBAUM et al, 2004; CHIPELEME et al,

2007; ESPINDOLA et al, 2015; LIU et al, 2012).

Os ditiocarbazatos (Figura 9) sdo compostos que possuem atividade anticancerigena,
antimicrobiana, antitripanossomal e inseticida (CARNEIRO et al, 2014; SHRIVASTAVA et

al, 2011). E um bioisostero classico das tiossemicarbazonas e em seu esqueleto também tem

uma base de Schiff, uma estrutura muito utilizada em sinteses organicas que tem mostrado

atividades bioldgicas contra cancer, malaria, fungos, bactérias, anti-inflamatéria e antipirética

(SILVA et al, 2011; MURTAZA et al, 2014).

Figura 9 — Esqueleto geral das tiossemicarbazonas/ditiocarbazatos com a base de

Schiff destacada.
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Fonte: SILVA et al, 2011 — adaptada pelo autor

Esquema 1 — Estudo de REA frente a falcipaina 2 e ao parasita P. falciparum.
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Fonte: Greenbaum et al, 2004 - adaptada pelo autor.
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2.4 Modificagcdo Molecular

2.4.1 Bioisosterismo

Modificacdo molecular € uma abordagem na quimica medicinal com intuito de
resolver problemas referentes a farmacocinéticas e/ou farmacodindmicas de um protétipo ja
conhecido. Isso é feito a partir da identificacdo de grupamentos especificos na molécula que
podem ser retirados ou adicionados, feitos por meio do biososterismo, por exemplo, ou por
outras estratégias. Tais modificacfes sdo Uteis, tendo em vista que durante 0s ensaios
bioldgicos podem haver problemas na farmacocinética, sendo necessario fazer modificacdes,
mesmo obtendo o efeito esperado farmacologicamente (LIMA, 2007; BARREIRO e FRAGA,
2002).

O conceito de biososterismo surgiu do isosterismo porque modifica¢des levando em
conta apenas as propriedades fisico-quimicas de atomos, grupos ou moléculas poderiam ter
respostas bioldgicas em sistemas diferentes. Entdo, para realizar estas modificacdes, as
caracteristicas da estrutura precisam estar bem definidas e 0 mecanismo de acéo elucidado e,
se possivel, conhecer a interacdo dele com o receptor e seu grupo farmacofdrico. Com essas
informacbes podem-se fazer modificagdes pontuais na estrutura da molécula, para obter
efeitos similares aos conhecidos (BARREIRO e FRAGA, 2002; FOYE’s, 2008).

Pensando nessas modificacdes, 0s bioisosteros se dividem em classicos e néo
classicos. Os classicos sdo baseados nas regras de Grimm e Langmuir, da qual estabeleceu
que a adicdo de um hidreto a um atomo o deixaria com propriedades fisicas parecidas com o
atomo da coluna seguinte da tabela periddica em relacdo ao atomo que recebeu o hidreto,
obtendo também o mesmo numero de valéncia e formando um pseudoatomo em relacéo ao
atomo que foi usado como referéncia para esses parametros. Para alguns 4&tomos essa regra
funciona, para outros as propriedades ficam diferentes, entdo Hinsenberg desenvolveu o
conceito de ‘anel equivalente’, 0 qual permitia trocar os substituintes em um sistema de anéis
aromaticos sem afetar suas propriedades fisico-quimicas (BARREIRO e FRAGA, 2002;
KNITTEL e ZAVOD, 2008).

Ja o bioisosterismo ndo classico envolve substituices de grupos que apresentam
respostas semelhantes (agonistas ou antagonistas) e que ndo seguem as regras de Grimm,
Langmuir e Heinsenberg. Para aplica-los adequadamente, os parametros quimicos, fisico-
quimicos e eletrdnicos dos substituintes devem ser bem conhecidos e analisados. Fatores que

devem ser considerados na escolha dos substituintes sdo, por exemplo: volume, tamanho,
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distribuicdo eletrénica, lipofilicidade, hidrofobicidade, fatores conformacionais, entre outros
(BARREIRO e FRAGA, 2002; KNITTEL e ZAVOD, 2008).

Como exemplo de aplicacdo de sucesso dessa estratégia, os farmacos antagonistas de
H> (usados como antitlceretosos) como a cimetidina, foi melhorada, aplicando o
bioisosterismo classico de anéis, gerando a ranitidina, que é 5 vezes mais potente que a

cimetidina, por exemplo.

2.4.2 Planejamento Racional de Farmacos

O planejamento racional de farmacos € uma das estratégias da quimica medicinal que
consiste na utilizacdo dos conhecimentos sobre a fisiopatologia e das bases moleculares da
terapéutica. Assim, utiliza-se um alvo o qual se quer alcancar (enzimas ou receptor) para
poder planejar um ligante que atue de forma agonista ou antagonista a ele. Essa estratégia
pode envolver a integracdo das técnicas experimentais e computacionais para melhor chegar a
compostos que podem ser candidatos a farmacos. Para isso, pode-se planejar um farmaco
utilizando a estrutura topologica do alvo ou a estrutura de algum ligante conhecido
(BARREIRO e FRAGA, 2002; GUIDO, ANDRICOPULO E OLIVA, 2010).

Desta forma, métodos que utilizam a estrutura do alvo molecular (SBDD: structure-
based drug design) ou a estrutura de um ligante (LBDD: ligand-based drug design) sdo
abordagens utilizadas como ferramentas para o descobrimento ou otimizacao de farmacos. Na
SBDD, a estrutura de um alvo, que pode ser uma enzima ou uma proteina, é conhecida, entdo
é possivel planejar um protétipo ou buscar compostos que interajam com ela. O captopril, a
donepezila e o zanamivir entre outros, sdo exemplos de farmacos que foram descobertos por
essa estratégia. Mas, quando néo € possivel ter os conhecimentos a respeito do receptor, pode
ser utilizado o LBDD, onde o ligante que ira ser planejado pode ser baseado em moléculas ja
conhecidas, seja ela um farmaco ou uma molécula enddégena (um substrato do alvo em
questdo) (ALVES et al, 2017; LEE, HUANG e JUAN, 2011).

Em ambas estratégias de planejamento, a modelagem molecular pode ser muito Gtil
para auxiliar. Ela é uma ferramenta usada para construir e manipular estruturas, descobrir
novos farmacos, aperfeicoar moléculas ja conhecidas ou planejadas, visualizar estruturas em
terceira dimensdo e realizar calculos de caracteristicas especificas. Assim, pode-se observar
como as caracteristicas eletronicas influenciam na interagdo com o alvo terapéutico, fazer
comparagOes de conférmeros e observar como uma determinada molécula interage com o

alvo, por exemplo. Tais predicdes e observacGes sO sdo possiveis devido a softwares que
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utilizam célculos matematicos baseados na mecanica molecular e na mecanica quantica
(ALVES et al, 2017; PATRICK, 2013; RODRIGUES, 2001).

Como exemplo de uso dessas estratégias, no LBDD podem ser feitos estudos de
similaridade (busca de moléculas parecidas em bases de dados) para poder sintetiza-las ou
compré-las e utilizar em estudos de inibicdo, otimizacdo ou até em estudos de relacdo
guantitativa de estrutura-atividade (QSAR: quantitative structure-activity relationship), que
consiste em relacionar a atividade quimica ou biologica da estrutura usando modelos
matematicos. Na SBDD pode-se encontrar um farmaco6foro na estrutura alvo e buscar ligantes
que se complemente a ele, avaliar a interagcdo de um ligante com o alvo por meio da docking
(ancoragem) molecular, simular movimentos da proteina em estudos de dinamica e ainda,
construir um alvo por modelagem comparativa ou por homologia, guando nao é possivel ter o
alvo obtido experimentalmente, utilizando modelos da mesma familia de proteinas/enzimas
(ALVES et al, 2017; FERREIRA et al, 2015; LEE, HUANG e JUAN, 2011).

A integracdo de métodos computacionais com experimentais aceleraram 0s processos
nas mais diversas areas, inclusive no descobrimento e planejamento de farmacos. Uma das
vantagens dessa técnica é a facilidade de visualizacdo de resultados complexos, alem de ter
um custo mais baixo que outros métodos (SANT’ANNA, 2002; NATURE, 2017; ACS,
2017). Esses compostos planejados inicialmente sdo conhecidos como ligantes (hits), e apds
serem otimizados para melhorar suas caracteristicas farmacodinamicas e farmacocinéticas,
sdo conhecidos como compostos lideres (leads) e, posteriormente, serdo desenvolvidos em
candidatos a farmacos (BARREIRO e FRAGA, 2002; GUIDO, ANDRICOPULO E OLIVA,
2010).

2.4.3. Docking molecular

O docking (ancoragem) molecular é uma ferramenta usada na modelagem molecular
na qual por meio de softwares é possivel avaliar a interacdo entre ligantes e uma
macromolécula (como proteinas, DNA ou RNA). A partir disso, verificar a conformacéo dos
ligantes no sitio de ligagdo estudado (pose) e predizer as energias de ligacdo (que sdo
demonstradas em forma de score) entre essas duas moléculas (PRIETO-MARTINEZ et al,
2018; AGARWAL e MEHROTRA, 2016; KITCHEN et al, 2004).

Os estudos de docking é realizado a partir do conhecimento da estrutura 3D do alvo
que pode ser obtida em base de dados, como o PDB (Protein Data Bank) e de ligantes

avaliando, assim, sua complementariedade. As estruturas das macromoléculas podem ser
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oriundas de cristalografia de raio X, ressondncia magnética ou por modelagem
comparativa/homologia (no caso das proteinas). No caso dos ligantes, a estrutura pode ser
construida por algum software ou também obtida em alguma base de dados que possuem as
caracteristicas tridimensionais da molécula de interesse. Ambas devem ser tratadas em
programas especificos antes do estudo, pois isso interfere nos resultados (PRIETO-
MARTINEZ et al, 2018; AGARWAL e MEHROTRA, 2016).

O processo de docking se inicia com as mudancas conformacionais geradas por
algoritmos que encaixam o ligante (macro ou micromolécula) no sitio de ligacdo, gerando o
que é chamado de pose. J& para realizar as predi¢des de energia, os softwares dispdem de
campos de forcas cuja maioria tem como base a fisica classica (mecanica molecular) que
consideram basicamente as tor¢6es moleculares, o potencial de energia, a geometria de
ligagdo, o potencial de Lennard-Jones e a eletrostatica. Neste tipo de campo de forga, 0s
elétrons ndo sdo considerados nos célculos, permitindo uma maior rapidez durante os calculos
de, além de utilizar dados experimentais para aumentar a precisdo dos calculos. Caso seja
necessario, o usuario pode escolher programas que possuem campos de forca parametrizados
com mecanica quantica, como semi-empiricos ou ab initio (que consideram os elétrons no
calculo); isso trard uma maior acuracia, porém, dependendo do computador ou do que esta
sendo calculado, o tempo é maior (PRIETO-MARTINEZ et al, 2018; KITCHEN et al, 2004).

Existem diferentes tipos de docking que sdo usados de acordo com a necessidade do
usuario:

1. o docking rigido: onde o alvo e o ligante (seja ele macro ou micromolécula) ficam
rigidos durante o processo. E mais usado em complexos ligados, devido a precisio
ser maior nesses casos do que em complexos ndo ligados (PRIETO-MARTINEZ
et al, 2018; AGARWAL e MEHROTRA, 2016).

2. O docking semi-flexivel: o usuério escolhe os residuos que seréo flexiveis do alvo
(PRIETO-MARTINEZ et al, 2018; AGARWAL e MEHROTRA, 2016).

4. O docking rigido-flexivel: onde o alvo geralmente é rigido e o ligante flexivel
(PRIETO-MARTINEZ et al, 2018; AGARWAL e MEHROTRA, 2016).

Utilizar ferramentas computacionais para a descoberta de novos farmacos faz com
essa busca seja feita de maneira mais pontual, auxiliando o pesquisador nos estudos de
caracteristicas, tanto do ligante como do alvo, otimizando tempo e investimento financeiro.
Isso € uma vantagem em termos de economia no geral, até mesmo na geragdo de residuos em
uma sintese ou em um ensaio bioldgico, por exemplo. Mas, por se tratar de estudos tedricos,

podem ndo corresponder com a realidade podendo gerar resultados falsos positivos ou falso
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negativos. Por isso, integrar essas ferramentas com estudos experimentais se torna
fundamental nessa busca, permitindo validar as suposic¢@es estudadas por meio dos métodos
computacionais, gerando resultados mais rapidos e até mais robustos em termos da

compreensdo de mecanismo de sintese ou inibicdo bioldgica.
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3. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Diante do exposto, é de grande valia a busca e o desenvolvimento de novos agentes
antimalaricos. A cisteino-protease falcipaina 2 € uma proteina que tem sido estudada e tem se
mostrado um interessante alvo molecular sendo essencial para a sobrevivéncia do parasita,
tendo a funcdo de digestdo da hemoglobina (CONRAD et al, 2014, BONILLA et al, 2007,
GLENN et al, 2006).

Neste projeto foi proposto a utilizacdo de métodos de planejamento de farmacos
baseados na estrutura do ligante (Ligand Based Drug Desing — LBDD), o qual é um método
que utiliza as informacdes de pequenas moléculas que sdo conhecidas por serem ativas ou ndo
para determinado alvo (GUIDO, OLIVA e ADRICOPULO, 2012) e, com isso, desenvolveu
trés séries derivadas das tiossemicarbazonas e ditiocarbazatos, visto que estas classes
apresentaram atividade contra a falcipaina 2 ou contra o parasita, demonstrado em estudos
publicados de outros grupos de pesquisadores e citados neste projeto (TENORIO et al, 2005;
SILVA et al, 2011; MURTAZA et al, 2014), também foi utilizado o docking, com o objetivo
de entender a complementariedade molecular e possivel mecanismo de acdo dos compostos
planejados para falcipaina 2 de P. falciparum.

As etapas desenvolvidas nesse projeto foram:

1. Estudos de modelagem molecular e docking das séries dos derivados das

tiossemicarbazonas e ditiocarbazatos;

2. Sintese dos compostos; e

3. Ensaios de atividade frente a forma de esquizonte do P. falciparum.

A integracdo entre estratégias tedricas (computacionais) e experimentais (sintese e
avaliacdo bioldgica), fundamental para o planejamento e obtencdo de novos farmacos é
demonstrada neste projeto, estando dentro do paradigma da Quimica Farmacéutica e
Medicinal moderna, seguindo tendéncias cientificas e tecnoldgicas atuais nos aspectos multi e
interdisciplinares. Espera-se, dessa forma, contribuir para a quimioterapia da Malaria, doenca

gue necessita de atencdo especialmente nos paises acometidos.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Reagentes e solventes

Hidrazina hidratada 80% (Synth) Etanol p.a. e CLAE (Synth)
Dissulfeto de carbono (Sigma Aldrich) | Acetonitrila p.a. e CLAE (Synth)
Cloreto de benzila (Sigma) Metanol p.a. e CLAE (Synth)
Brometo de 3-nitrobenzila (Sigma) Benzeno (Synth)

Brometo de 2-metil 3-nitrobenzila | Acetato de etila (Sigma)

(Sigma)

Brometo de 4-metil 3-nitrobenzila | Hexano (Synth)

(Sigma)

Brometo de etila (Sigma) Dimetilsulfoxido deuterado (Synth)
Anilina (Sigma) 3’,4’-(Metilenodioxi) acetofenona (Sigma)
P-Amino fenol (Sigma) 2-Tiofeno- carboxaldeido (Sigma)
4-Imidazol-carboxaldeido (Sigma) Furfural (Sigma)

2- Pirrol carboxaldeido (Sigma)

4.1.2 Equipamentos

Bomba de alto vacuo, modelo E2M5 EDWARDS

Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear 300 MHz BUNKER (Advance
DPX-300)

Rotaevaporador R-3 Biichi

Aparelho capilar Blichi para determinar faixa de fuséo
Cromatografo liquido SHIMADZU

4.1.3 Computadores e estacOes de trabalho

o Workstations HP Z600 (Xeon X5650, HD 1Th, NVIDEA Quadro 4000 1Gb)
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o Computadores PC/Notebook Windows 10

4.1.4 Softwares

Gaussian 03W ChemDraw Ultra 12.0
GausView 4.1 Chem3D Pro 12.0
GOLD 5.4.0 Excel 2010
Pymol viewer 2.0.7 H++ (servidor da web)
Modeller 9.14 Rampage plot (servidor da web)
Sybyl-X 2.0

4.2 Métodos

4.2.1 Planejamento das séries

O planejamento das séries foi baseado em estudos de Greenbaum (2004) (Esquema 1).
Como estratégia mantivemos as partes estruturais importantes para a inibicdo, como a base de
Schiff e a tiocarbonilas e trabalhamos pensando nas substituicfes aromaticas ligada a base de
Schiff. Aplicamos técnicas de bioisosterismo também nessas substitui¢fes, para avaliar uma
relacdo enrte estrutura e atividade.

Além disso, também foram avaliadas as substituicGes no nitrogénio 3 das
tiossemicarbazonas e no enxofre dos ditiocarbazatos e como essas afetariam em um possivel
mecanismo.

Os compostos foram divididos em trés séries: A, B e C, sendo 33 compostos para a
série A, 66 para a série B e 33 para a série C. Para cada série variou-se principalmente os

anéis aromaticos e os radicais (Figura 10).
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Figura 10 — Estruturas gerais dos compostos de cada série e seus substituintes usados

em cada série.
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Fonte: Elaborada pelo autor

4.2.2 Métodos computacionais

Para os estudos e célculos computacionais foram utilizados os computadores
disponiveis na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP (sistema operacional Windows
10).

4.2.2.1 Otimizacdo da geometria molecular

Todos os compostos foram construidos no Gaussview 4.1. Para esses, foi realizada a
otimizacdo da geometria molecular e célculo do minimo de energia no Gaussian 03W,
utilizando métodos semi-empirico PM3 e ab initio Hartree-Fock, utilizando primeiramente a

base 3-21G e depois, 6-31G. Para analise das cargas atdmicas, utilizou-se do tipo ESP.
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4.2.2.2 Mapas de potencial eletrostatico (MEP)

Ap0s 0s passos de otimizacdo da geometria molecular e dos célculos de energia, foram
gerados os MEP para cada composto e analisados na faixa de cores de -3.704e-V para
3.704e-V para série A, -3.704e-V para 3.704 e-V para série B e -3.850e-V para 3.850e-V para

série C.

4.2.2.3. Orbital molecular de mais baixa energia ndo ocupado (Lowest Unoccupied Molecular
Orbital — LUMO) e orbital molecular de mais alta energia ocupado (Highest Occupied
Molecular Orbital - HOMO)

Foram calculados e analisados 0 LUMO e 0 HOMO para cada uma das moléculas no

programa Gaussian 03W.

4.2.2.4. Estudos de Docking

Os estudos foram realizados no programa GOLD 5.4.0, em um computador PC, com
sistema operacional Windows.

As estruturas cristalograficas da falcipaina 2 (3BPF e 20UL) foram adquiridas no
Protein Data Bank (PDB), preparadas nos programas Pymol viewer 2.0.7, para retirada das
cadeias B,C, D (no caso da 3BPF) e moléculas de agua. Ambos os cristais foram submetidos
no programa Modeller 9.14 para consertar os aminoécidos faltantes do braco C do cristal
3BPF.

Apo6s 0 modelo gerado, este foi minimizado a energia no programa Sybyl-X 2.0 pelo
método Steepest descente e ajustado seu estado de protonacdo em pH 5,5 no servidor da web
H++,

Com a proteina preparada foi feito uma validacdo por re-docking comparando as
funcdes score Goldscore (rescore em Chemscore) com ChemPLP, variando as caixas em 5 A,
8 A e 10A, com ponto centroide na Cis 42.

Os estudos de docking foram aplicados nos compostos escolhidos nos estudos de

caracteristicas estereoeletrénicas ja otimizados no programa Gaussian 03W.



44

4.2.3 Sintese geral do projeto

A sintese dos derivados propostos sera realizada nas dependéncias do laboratorio de
quimica farmacéutica do LITEC (Laboratorio de Integracdo entre Técnicas Experimentais e
Computacionais, no planejamento de farmacos) situado na FCF-USP.

Os solventes e reagentes usados estavam em condi¢cGes adequadas de uso, sem
necessidade de purificacdo prévia. O unico reagente que precisou ser purificado foi o furfural,
e sua purificacdo seguiu-se conforme os procedimentos de Armarego e Chai (2009).

Foram sintetizadas trés séries, nomeadas A, B e C, derivados dos ditiocarbazatos e
tiossemicarbazonas.

Para obtencdo da serie A e B, serdo reagiu-se por 2 a 5 horas uma mistura de hidrazina
com dissulfeto de carbono, os possiveis substituintes: iodeto de etila ou cloreto de benzila
com substituintes no anel (CHs e/ou NO-) ou ndo, em uma solu¢do de hidréxido de potéssio
(KOH) em etanol 90% (na primeira parte), etanol 40% ou 15% (na segunda parte), todas sob
uma temperatura de 0°C - 10°C e com agitacdo (KINFE e BELAY, 2013; WATTS et al,
2014). Apos a obtencéo dos intermediarios, estes foram reagidos com aldeidos arométicos em
metanol ou etanol, sob refluxo, para obtencdo dos derivados da série A e B (SINGH;
VARSHNEY, 2001). A série A ainda sera reagida com anilinas substituidas ou ndo em etanol
sob refluxo para obter a série C (KULANDAIVELU et al, 2014). A sintese geral esta

demonstrada no Esquema 2.
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Esquema 2 — Esquema geral de sintese das séries planejadas.
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Fonte: Elaborada pelo autor

4.2.3.1 Sintese do intermediario inicial (11)

Primeiro foi calculado o mmol de cada parte da rea¢do primaria para se definir quanto

de massa seria necessario de cada reagente e também, para o calculo final do rendimento. Para

essa sintese, foram feitos 50 mmol.

Em um baldo de 50 mL diluiu-se 2,8g de KOH em 17,5 mL etanol 90% e adicionados

5 mL de hidrazina 80% hidratada. Mantendo esta solucdo abaixo de 10°C com um banho de

gelo e em constante agitacdo magnética, gotejou-se 3 mL de dissulfeto de carbono. A reacao

permaneceu por 1 hora e o produto oleoso formado e foi separado.
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4.2.3.2 Sintese dos compostos da série A — derivados dos ditiocarbazatos

A 10 mmol do I1 adicionaram-se 20 mL de etanol 15%, mantendo essa solucdo em
banho de gelo (0°-10°C) e agitacdo magnética, adicionou-se 0,73 mL (10mmol) de brometo de
etila, gotejando. A reacdo foi mantida sob agitacdo por 2 horas sendo acompanhada por
cromatografia de camada delgada (CCD) com sistema de solvente de acetato de etila e hexano
(5:5). Os produtos formados (XA) foram extraidos com éter e secados com sulfato de
magnésio.

A 2 mmol deste produto separado (XA), adicionou-se 10 mL de metanol e 0,199 (2
mmol) de 2-pirrol-carboxaldeido, 0,32g (2 mmol) de 3’,4’-(metilenodioxi) acetofenona, 0,22
mL (2 mmol) 2-tiofeno- carboxaldeido e 0,189 (2 mmol) de 4-imidazol-carboxaldeido. A
reacdo foi mantida sob refluxo e agitacdo magnética por 2 horas e acompanhada por CCD
com sistema de solvente de hexano e acetato de etila (8:2). Apds isso, o baldo foi refrigerado
para formacao de cristais. Os cristais obtidos foram filtrados a pressao reduzida, lavados com
metanol gelado, recristalizados de etanol e analisados por espectroscopia de RMN H ,*3C,

infravermelho e ponto de fusao.

4.2.3.3 Sintese dos compostos da série B — derivados dos ditiocarbazatos

A 10 mmol do I1 adicionou-se 6 mL etanol 40% e, mantendo essa solu¢do em banho
de gelo (0°-10°C) e agitacdo magnética, adicionou-se 1,14 mL (10 mmol) de cloreto de
benzila, 1,85 g (10 mmol) de cloreto de 2-metil 3-nitro benzila ou 4-metil 3-nitro benzila ou
2,16 g (10 mmol) de brometo de 3-nitro benzila (diluidos com etanol e acetato de etila o
suficiente apenas para solubiliza-los) lentamente. A reagdo foi mantida sob agitacdo de 2 a 4
horas sendo acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD) com sistema de
solvente de acetato de etila e hexano (5:5). Os produtos sélidos formados (XB) foram filtrados
em pressdo reduzida, lavados com etanol, recristalizados de etanol e analisados por
espectroscopia de RMN *H e *C.

A 2 mmol deste produto separado (XB), adicionou-se 10 mL de etanol e 0,199 (2
mmol) de 2-pirrol carboxaldeido, 0,329 (2 mmol) de 3,4-(metilenodioxi) acetofenona, 0,16
mL (2 mmol) furfural e 0,18g (2 mmol) de 4-imidazol-carboxaldeido. A reagdo foi mantida
sob refluxo e agitagcdo magnética por 2 horas e acompanhada por CCD com sistema de
solvente de hexano e acetato de etila (8:2). Ap6s o tempo de reacdo, o balao foi refrigerado.

Os cristais obtidos foram filtrados a pressdo reduzida, lavados com etanol gelado,
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recristalizados de etanol e analisados por espectroscopia de RMN H ,3C, infravermelho e

ponto de fusao.

4.2.3.4 Sintese dos compostos da série C — derivados das tiossemicarbazonas

A 2 mmol dos intermediarios da série A (XA), adicionou-se 6 mL de metanol e 0,329
(2 mmol) de 3’,4’-(metilenodioxi) acetofenona, 0,22 mL (2 mmol) de tiofeno-2-carboxaldeido
ou 0,18g (2 mmol) de 4-imidazol-carboxaldeido. A reacdo foi mantida por 2 horas sob refluxo
com agitacdo magnética. Os produtos precipitados (XC) foram filtrados com pressdo
reduzida, lavados com metanol gelado e analisados por CCD com sistema de hexano e
acetado de etila (8:2).

A 1,5 mmol do produto formado (XC), adicionou-se 8,3 mL de etanol e 0,163g (1,5
mmol) de p-amino fenol ou 0,136 mL (1,5 mmol) de anilina. A reagdo foi mantida sob refluxo
e agitacdo magnética overnight e acompanhada por CCD com sistema de solvente de hexano
e acetado de etila (8:2). O produto foi evaporado em baixa pressao, os cristais coletados e
purificados por cromatografia em coluna, utilizando silica gel flash, em um sistema de
solvente igual ao da CCD. Os produtos foram analisados por espectroscopia de RMN *H e

13C, infravermelho e ponto de fus&o.

4.2.4 Ensaios bioldgicos frente ao parasita P. falciparum

Os compostos sintetizados e purificados foram enviados para teste de inibigdo de
crescimento celular que foi feita em colaboracdo com o Prof. Dr. Rafael V. C. Guido no
Instituto de Fisica da USP de Sao Carlos. A metodologia seguida foi descrita por Smilkstein e
colaboradores (2004).

A cultura de P. falciparum (cepa 3D7) foi mantida como descrito por Trager e Jensen,
1976. Os parasitas foram mantidos em meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 10%
de plasma humano, sob atmosfera 3% O, 5% CO2 e 92% N, a 37°C. Os eritrocitos foram
lavados duas vezes e centrifugados a 1500g por 15 minutos em RPMI (RPMI 1640 Kit,
SIGMA). A parasitemia e sua fase foram determinadas ao microscopio, corando-se as células
infectadas com GIEMSA.

Os compostos foram diluidos em DMSO e preparados em solucdo estoque a 20mM
gue foram mantidas a - 20°C. Os parasitas foram encubados por 72 horas com 0s compostos, e

posteriormente foi adicionado o reagente SYBR Green (para marcacao dos parasitas viaveis),
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todos na concentracdo de 10 pM. Um grupo controle sem a adicdo dos compostos foi
utilizado para o célculo de reducdo de parasitemia (ICsg). O artesunato foi utilizado como

composto de referéncia para o teste.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudos de caracteristicas estereoeletronicas das series planejadas

Foram planejadas trés séries derivadas das tiossemicarbazonas e ditiocarbazatos
pensando no mecanismo de acdo sugerido para esta classe de compostos frente as cisteino-
proteases por Du e colaboradores (2002) e Trossini e colaboradores (2009) (TROSSINI et al,
2010; VITAL et al, 2014). Com isso, aplicou-se a modelagem molecular para avaliar se as
séries planejadas apresentariam disponibilidade para o ataque nucleofilico sugerido. Para isso,
foram avaliados principalmente as cargas atdmicas dos carbonos tiocarbonilicos, as
distribuicbes orbitalares de LUMO e as regides de deficiéncia eletrénica ao redor da
tiocarbonila (representada pela cor azul nas imagens de MEP).

Os compostos sugeridos como mais favoraveis a agir pelo mecanismo de agdo
posposto, em cada uma das 3 séries, conforme as andlises realizadas, foram selecionados para
sintese e posterior ensaios bioldgicos.

Na série A os compostos foram nomeados de 1A a 33A. Dentre eles, destacamos 0 8A
que apresentou o maior valor de carga atdmica positiva na tiocarbonila (C=S) (Tabela 1) da
série, além de regido de deficiéncia eletronica vista no MEP e LUMO disponivel neste mesmo
carbono, como observado na Figura 9, estrutura A. Essas observacdes sugerem que a
tiocarbonila deste composto pode sofrer ataque da Cis 42. Quanto as analises dos valores de
HOMO, LUMO e momento dipolo, a 8A se destacou com relagcdo aos outros compostos por
ter apresentado altos valores de HOMO e momento de dipolo e baixos valores de LUMO
(Tabela 2) dentro desta série. Tais resultados sugerem que esta molécula possui uma
densidade de elétrons que pode ser facilmente distorcida e, assim, interagir melhor com o0s
residuos do sitio ativo, visto que valores mais baixos de LUMO estdo relacionados com um
bom caréater elétron aceptor (ARROIO et al, 2010, PATRICK, 2013).

Ainda destacamos o0 31A e 0 10A, pois apresentaram o carbono da imina (C=N) com
valor de carga atdbmica mais positiva do que o carbono tiocarbonilico (Tabela 1) de toda a
série, regido disponivel de LUMO e uma deficiéncia eletrdbnica menos acentuada que se
comparada com o 8A (Figura 11) na imina. Nosso objetivo em escolhermos tais compostos é
verificar nos testes bioldgicos se nossas suposi¢des tedricas mostrariam uma preferéncia do
residuo Cis 42 pela tiocarbonila mesmo quando exposta a outro carbono mais positivo como a
imina e em condic@es eletronicas favoraveis, como observado no MEP e no LUMO da Figura

11. E ainda, a influéncia dos valores tedricos de HOMO, LUMO e momento dipolo no
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mecanismo de ac¢do proposto. Principalmente no caso da 31A, que apresentou valores mais
altos de LUMO e mais baixos de momento dipolo se comparado com a 8A, como € observado
na Tabela 2. Ressaltamos que esses valores indicariam menor acepg¢éo eletronica, podendo
talvez interagir de maneira dificultosa com a Cis 42. Caso haja interacdo destes compostos
com a Cis 42, essa interacdo é conhecida como adi¢cdo de Michael. Nesse mecanismo o
carbono B é atacado pelo grupo tiol do residuo catalitico da Cis, deixando o carbono a
protonado, o residuo histidina (His) abstrai o proton do carbono e o tiol se liga ao carbono
covalentemente (SANTOS e MOREIRA, 2007).

Tabela 1 — Valores das cargas atdbmicas (ESP) dos compostos destacados da série A

Compostos C(C=N) C(C=S)
8A 0,40 0,59
10A 0,46 0,34
31A 0,59 0,57

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 11 — Imagens do MEP e LUMO de todos os compostos escolhidos da série A —
A) 8A B) 10A e C) 31A.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Tabela 2 — Valores de energia do HOMO, LUMO e momento dipolo dos compostos

escolhidos da série A.

EHOMO ELUMO Momento de dipolo
Compostos
(HF - eV) (HF - eV) (Debye)
82 -0,30622 0,05880 2,3781
10A -0,27933 0,06698 0,9507
31A -0,31493 0,08832 1,3610

Fonte: Elaborada pelo autor

Na série B, os compostos foram nomeados de 1B até 66B, dentre eles 15B e 66B
foram escolhidos por apresentarem valores altos de HOMO e dipolo, baixos de LUMO e
energia total, e cargas atdbmicas positivas na tiocarbonila e/ou na imina (dentro da série)
(Tabela 3). Ja 4B e 42B foram escolhidos para serem usados em comparacgdo tedrica com 0
restante, visto que apresentaram valores energeticamente desfavoraveis a uma interacdo com
os residuos do sitio se comparados com 15B e com 66B (Tabela 3).

Quanto aos valores das cargas atdbmicas, o 15B apresentou um alto valor para a
tiocarbonila, enquanto as outras apresentaram valores mais altos para o carbono da imina
como pode ser observado na Tabela 4.

Os valores de LUMO da série B foram menores em comparacdo dos valores obtidos
na serie A, apresentando valores de 0,0045 -eV a -0,0874 -eV em comparacdo com a A, que
obteve uma faixa de 0,01141 a 0,0896 -eV. Esse resultado indicando uma melhor acepcédo de
elétrons. Na analise do LUMO, tanto o carbono da imina quanto o da tiocarbonila se
mostraram com uma grande regido orbitalar (com excec¢do da 42B e 66B como pode ser
observado na Figura 12), assim como na série A, sugerindo também que para esta série 0
mecanismo possa ocorrer conforme o proposto ou ainda pelo mecanismo de adicdo de
Michael. Ja analisando os momentos de dipolo e os valores de energia total foram mais altos
do que os analisados da série A, indicando moléculas mais estaveis.

Na analise dos MEP, as regides de ambos os carbonos (imina e tiocarbonila) mostrou
uma baixa densidade eletrénica, sugerindo uma possivel regido de adi¢do nucleofilica para os
compostos 15B e 66B, mas levando em consideragdo o LUMO e as cargas atbmicas destes
compostos, apenas 15B sugere que seria mais suscetivel ao ataque pelo mecanismo proposto.

Ja para 4B, 42B e 66B tal sugestdo néo fica tdo pronunciada.



Tabela 3 — Valores de HOMO, LUMO, momento dipolo e energia total dos

compostos escolhidos — série B.

Momento Etotal
EHOMO ELUMO ) Etotal
Compostos de dipolo

(HF -eV) (HF - eV) (Debye) (a.u) (kcal/mol)
4B -0,2792 0,06634 1,0579  -1457,8149 -9143326,34659
15B -0,31018 0,05256 59115  -1719,9614 -1079292,3039
42B -0,31259 0,04065 8,9003  -1677,1407 -1052421.9033
66B -0,31597 0,05842 5,6348  -1948,5445 -1222730.3954

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 4 - Valores das cargas atdbmicas (ESP) dos compostos escolhidos- série B

Compostos C(C=N) C(C=S)
4B 0,48 0,33
15B 0,45 0,64
42B 0,46 0,29
66B 0,72 0,57

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 12 — Imagens do MEP e LUMO de todos os compostos escolhidos da série B —
A) 4B, B) 15B, C) 42B e D) 66B.

A)

B)

0

D)

Fonte: Elaborada pelo autor

A série C foi composta por 33 moléculas, sendo nomeados de 1C até 33C. Os que se
destacaram quanto aos valores de HOMO, LUMO, momento dipolo, energia total e cargas
atdbmicas positivas na tiocarbonila e/ou na imina foram 3C, 18C e 22C. Destes, 3C foi
escolhida por apresentar valores energéticos favoraveis (HOMO, LUMO, momento de dipolo,
energia total), além da tiocarbonila positiva, 0 22C por apresentar a imina mais positiva que a
tiocarbonila, mesmo apresentando valores energéticos ndo tao favoraveis como a 3C, e a 18C
para comparacao (valores energéticos desfavoraveis) (Tabela 5 e 6).

No geral da série, tais valores se mostraram parecidos com a série A, com exce¢do da
energia, que nesta série foi mais alta, indicando compostos menos estaveis em comparagao
com as outras séries analisadas (Tabela 5).

Na andlise dos MEP, a regido do carbono tiocarbonilico mostra uma forte deficiéncia
eletrénica na maioria dos compostos (tanto os escolhidos quanto ao restante da série) como
pode ser observado na Figura 13. Isso pode ser supostamente explicado porque o que difere
esta série das demais é o fato do carbono tiocarbonilico estar ligado a dois nitrogénios
(tiossemicarbazona). Visto que o0 nitrogénio é um &tomo muito eletronegativo, eles

contribuiram com o deslocamento da densidade eletronica, deixando-a mais proxima ao
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enxofre do carbono e do nitrogénio da imina. Sugere-se assim, que este deslocamento
proporcione ao carbono tiocarbonilico maior susceptibilidade a um ataque nucleofilico.

Na anélise do LUMO, os valores foram parecidos com a série A, e 0 LUMO ficou bem
distribuido pela molécula no geral da série, e em todas observamos regifes orbitalares de
LUMO na tiocarbonila e na imina, assim como foi observado na maioria dos compostos
escolhidos das outras séries (Figura 13).

Sendo assim, para esta série também sugerimos que 0 mecanismo de acdo proposto
possa ocorrer, principalmente tendo em vista a deficiéncia eletronica nas tiocarbonilas em
todos os compostos e LUMO disponivel, mas que no caso da 22C talvez ocorra por adi¢do de
Michael, tendo em vista as cargas atdbmicas e 0 LUMO deste composto (Tabela 6 e Figura
13).

Tabela 5 - Valores de HOMO, LUMO, momento de dipolo e energia total dos

compostos destacados da série C.

Momento
EHOMO ELUMO _ Etotal Etotal
Compostos de dipolo
(HF -eV) (HF-eV) (Debye) (a.u) (kcal/mol)
3C -0,3025 0,07033 1,7673 -1418,7853 -890343,8899
18C -0,30031 0,09418 3,0534 -1167,1314 -732386,1673
22C -0,30496 0,09651 3,4599 -1399,5079 -878204,6537

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 13 - Imagens do MEP e LUMO de todos os compostos escolhidos da série C —
A) 3C, B) 18C e C) 22C.

B)

0

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 6 — Cargas atdbmicas dos compostos escolhidos da série C (ESP).
Compostos C (C=N) C(C=S)

3C 0,31 0,77
18C 0,20 0,65
22C 0,72 0,71

Fonte: Elaborada pelo autor

5.2. Estudos de docking

Os estudos de docking foram realizados com intuito de avaliar a interacdo entre 0s
compostos planejados e a estrutura da falcipaina 2. Assim, teoricamente, € possivel avaliar se
a disposi¢do do ligante no sitio ativo da enzima favorece ou ndo o mecanismo de acao
proposto. Os estudos de docking foram realizados seguindo o método com base nos
procedimentos descritos pelos autores Sharma et al, 2015, Mahesh et al, 2014 e Teixeira et al,
2011.
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5.2.1. Preparo da proteina

Dentre os cristais de falcipaina 2 disponiveis (que sdo cinco no total), os mais
utilizados para estudos de docking, até o momento séo os com codigo PDB: 3BPF e 20UL,
sendo o primeiro prevalente. Optamos por usar a estrutura 3BPF (resolucéo 2,9 A) por ser a
Unica co-cristalizada com o ligante E64 e para termos essa molécula como referéncia para
nossos estudos. Ao analisarmos este cristal, verificou-se que uma regido da folha p com uma
pequena sequéncia de aminodcidos faltantes. Uma analise de Ramachandran deste cristal foi
realizada para verificar se essa falta de aminoacidos interferiria nos estudos; observou-se
valor de 1,6 outliers (Figura 14a). Ndo foi possivel determinar se essa cadeia faltante
interferiria nos resultados de docking, entdo optou-se por corrigir este erro estrutural. Essa
correcdo foi realizada utilizando o cristal 20UL de resolugdo 2,2 A como molde para a
geracdo de um modelo mais completo, visto que elas possuem 100% de identidade. Para gerar
este modelo, utilizou-se o programa Modeller 9.14.

Apls a construcdo do modelo, este foi analisado por meio do grafico de
Ramachandran, apresentando 0,8 de outliers (Figura 14b), indicando que o modelo apresenta
caracteristicas estruturais melhores que a estrutura 3BPF. Diante disso, utilizamos o modelo
construido para os estudos de docagem molecular.

O modelo foi submetido ao servidor da web H++ para ajuste de seu estado de
protonacdo em pH 5,5 (pH do meio do local onde a proteina se encontra no parasita) e
também foi feita a sua minimizagdo de energia no programa Sybyl-X 2.0 (modelo com o
ligante), além da retirada das aguas, visto que elas ndo sdo necessarias para a interacdo do

ligante com o sitio e nem para manter a estrutura terciaria da proteina.
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Figura 14 — Gréaficos de Ramachandran (feitos no servidor da web Rampage plot) e
representacdo dos outliers em vermelho na proteina (gerada no programa Pymol) obtidos para

o cristal 3BPF (a) e para 0 modelo gerado com os cristais 3BPF e 20UL (b).
()=}

Fonte: Elaborado pelo autor

5.2.2. Validacdo do método de docking

A validacdo do método de docking, foi feito por meio de re-docking utilizando o
ligante E64 com o anel epoxi aberto, tendo como ponto central a cisteina 42 (Cis 42), sem
restricdes quanto a flexibilidade do ligante, com os residuos flexiveis padrdes do programa,
com funcgdes score Goldscore e rescore Chemscore e outra corrida para comparagdo com a
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funcdo ChemPLP. Foram realizadas 30 ‘corridas’ para cada método, de modo a ter uma
amostragem suficiente analise dos resultados. Com as anélises do re-docking concluimos que
0 método utilizando a funcdo ChemPLP, com caixa de docagem de 8 A em ponto central na
Cis 42, apresentou melhores resultados (pose do ligante e sua distancia da Cis mais parecida
com o cristal 3BPF apresentando um RMSD de 1,7 A — Figura 15).

Figura 15 — Estrutura do E64 cristalizado (em verde) em compara¢do com o re-
docado (em amarelo) (cores dos &tomos: nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e

carbonos em verde ou amarelo)

Fonte: Elaborado pelo autor

5.2.4. Analises dos resultados

A falcipaina 2 (FP 2) tem sitio catalitico semelhante as outras cisteinas da familia
papaina like, sendo composto por trés residuos: a cisteina 42, a histidina 174 e a asparagina.
204. Seu sitio ativo se encontra entre os dois dominios, 0 R e o L. Ela também possui trés
subsitios (S1, S2 e S3), sendo 0 S2 o principal para a classe das cisteino proteases, pois é 0
mais importante em relacdo a determinacdo de especificidade na maioria das proteinas dessa
classe. No caso da FP 2, este bolso tem caracteristicas hidrofobicas, tendo preferencias por
residuos hidrofobicos, como cita a literatura. O E64, por exemplo, interage com 0s residuos
dos trés subsitios (Figura 16) (PONSUWANNA et al, 2016; PANDEY e DIXIT, 2012;
ETARRI et al, 2010; KERR et al, 2009).
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Figura 16 — Modelo gerado da falcipaina 2 com o inibidor E64 e 0s susbsitios
(laranja: S1°, verde: S1, vermelho: S3 ¢ azul:S2). Residuo cisteina (Cis) apresentado em stick

(carbonos em verde, enxofre em amarelo e oxigénio em vermelho).

c42

._a“i/{‘k

D

ot

Fonte: Elaborada pelo autor

A andlise dos resultados forma realizadas a partir das poses melhor ranqueadas pelo
docking. Visualmente, avaliou-se a pose e a orientacdo do ligante em relacdo a proximidade
entre o carbono tiocarbonilico e a Cis 42 que apresentaram uma maior proximidade entre o
carbono tiocarbonilico e a C42. Tais analises foram feitas por meio do programa Pymol
Viewer 2.0.7.

Dos trés compostos da série A analisados (8A, 10A e 31A), 8A e 10A foram o0s que
melhor apresentaram um perfil de interacdo com a Cis 42, sugerindo a proximidade da
tiocarbonila com o residuo de 3,2 A para 8A e 3,2 A para 10A. O outro composto desta série,
312 ndo se mostrou tdo suscetivel ao ataque, visto que a proximidade dele com relacdo a Cis
42 foi de 5,2 A. Com relagéo as interagdes com os subsitios, os grupos alifaticos de todos os
produtos interagiram de maneira similar com o subsitio S1, e 0s anéis aromaticos
possivelmente interagindo de forma hidrofébica com os residuos do S2, corroborando com a

literatura (Figura 17).
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Figura 17 — Interacdo dos compostos da série A com a Cis 42 e seus bolsos. (a) 8A,

(b) 10A e (c) 31A.

A)

B)

©)

Fonte: Elaborada pelo autor

Quanto a série B, foram analisados os compostos 4B, 15B, 42B e 66B, e todos, com
excecdo a 66B, obtiveram uma orientacdo que favoreceu uma distancia provavel de ataque
nucleofilico da Cis 42, sendo estas 3,1 A, 3,4 A 32 A e 4,1 A respectivamente. Todos

compostos desta série possuem grupamentos aromaticos em suas extremidades e

apresentaram uma possivel interacdo hidrofébica com os bolsos S1 e S2 (Figura 18).
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Figura 18 - Interacdo dos compostos da série B com a Cys 42 e seus bolsos. (a) 4B,
(b) 15B, (c) 42B e (d) 66B.

A)

0

Fonte: Elaborada pelo autor

Da série C foram analisados os compostos 3C, 18C e 22C. Para estes compostos a
distancia entre a tiocarbonila e a Cis 42 ndo se apresentou favoravel ao ataque nucleofilico,
sendo estas distancias de 4 A, 3,8 A e 4,2 A para 3C, 18C e 22C, respectivamente. E
interessante ressaltar que 0s compostos desta série também possuem grupamentos aromaticos
em suas extremidades como a série B, mas uma das conformacdes analisadas desta série ndo
mostrou o mesmo perfil de interagdo com os subsitios, como 3C, que um dos seus anéis
interagiu com o bolso S3 e o outro com 0 S2 (Figura 19). Isto talvez possa ser explicado pelo

fato desta série ser derivada das tiossemicarbazonas e a série B dos ditiocarbazatos.
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Figura 19 - interacdo dos compostos da série A com a C42 e seus bolsos. (a) 3C, (b)
18C e (c) 22C.

A) B)

0

Fonte: Elaborada pelo autor

Os resultados dos estudos de docking sugerem que 8A, 10A, 4B, 15B e 42B (todas
derivadas dos ditiocarbazatos) e nenhuma da série C (derivadas das tiossemicarbazonas), sao
teoricamente suscetiveis ao ataque nucleofilico pela a Cis 42, visto a proximidade do grupo
tiol desta com a tiocarbonila dos compostos.

Comparando com os estudos de modelagem, pudemos observar que 0S compostos
escolhidos que apresentaram o carbono da imina mais positivo que a tiocarbonila,
teoricamente ndo seria favoravel a adigdo de Michael. Analisando os compostos escolhidos
para comparacdo de uma improvavel interacdo, os estudos de docking sugeriram ao contrario
para a serie B, mas com relacdo a série A aconteceu como o esperado apenas para 31A e para
série C, sO esperavamos que ocorresse com a 18C, ndo para todo o resto. Porém, apenas com
0s ensaios de inibigdo da falcipaina 2 se tornard possivel avaliar se as sugestdes obtidas

teoricamente séo validas.
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5.3. Sintese dos compostos
5.3.1. Sintese dos intermediarios

Nas primeiras tentativas para se obter o intermedidrio de sintese I, o qual é
fundamental para todos os produtos finais, ndo obtivemos o produto esperado. Deste modo,
foi realizada uma analise dos produtos de partida, na qual foi observado que o dissulfeto de
carbono estava degradado.

Assim, para a sintese do intermediario inicial, seguiu-se a metodologia de WATTS et
al, (2014). Para a formacédo deste intermediario inicial, 0 mecanismo de reacédo sugerido é por
adicdo da hidrazina no dissulfeto de carbono, onde a amina primaria atua como nucledéfilo
atacando o carbono, quebrando uma das ligagdes © com o enxofre. Os elétrons dessa ligacao
vao para o enxofre, deixando-o negativo. A hidroxila do hidroxido de potassio se liga com um
préton da amina protonada formando uma molécula de 4gua. Com isso, 0 potassio perde um

elétron, ficando em forma de cation e se liga ao grupo tiol, como ilustra o Esquema 3.

Esquema 3 — Mecanismo de adicdo da hidrazina ao dissulfeto para a formagéo do

intermedidrio inicial.

e n ®
S=C=S KoH B H,O0 S / K S
U ——\ HNO.C O I I
/\J N S — HZN\N/C\SG) —_— H2N\N,C\SK

H,N—NH, Ha H H
Fonte: Adaptada de Clayden e colaboradores (2001)

A sintese do intermediario da série A foi realizada seguindo a metodologia descrita
por KINFE e BELAY, (2013). O intermediario inicial foi reagido com brometo de etila para
formar o 1A. Depois de 2 horas de reacdo, 0 produto obtido apresentou um aspecto oleoso
esbranquicado e foi isolado por extracdo liquido-liquido com éter e secado com sulfato de
magnésio. Sua formagcéo foi confirmada por CCD utilizando fase mével de acetato de etila e
hexano (5:5), revelados por ninidrina e com Rf de 0,53 cm.

Para confirmar a formacdo do intermediario os espectros de RMN de H e de *C do
intermediario 1A (Figura 20 e 21). Pode-se observar na Figura 20 o deslocamento do
hidrogénio 1 da amina priméaria em 5,02 ppm (singleto), do hidrogénio 2 da amina secundaria

observado em 10,70 ppm (singleto), que é importante para evidenciar a formacdo do
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intermediario inicial, pois, demonstra a ligacdo da hidrazina com o dissulfeto, dos hidrogénios
3 do 3,03 ao 3,14 ppm (quarteto) e dos hidrogénios 4 do 1,20 ao 1,25 ppm (tripleto), também
importantes para demonstrar a formacao deste intermediario, visto que estes hidrogénios (3 e
4) apareceriam em torno de 3,42 ppm para 0 H-3 e 1,70 ppm para o H-4 quando ligados ao
bromo.

Na figura 21 é observado o sinal em 200,34 ppm referente a tiocarbonilas e os sinais
do etil em 26,80 ppm e 14,72 ppm, todos evidenciando a formacgdo do intermediario desta

série.

Figura 20 - Espectro de *H RMN (300 MHz, DMSO-ds, & ppm) do intermediario da

série A, nomeado como IA.
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Figura 21 - Espectro de **C RMN (300 MHz, DMSO-ds, & ppm) do intermediario IA.
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A sintese dos intermediarios da série B foram realizadas seguindo as metodologias de
WATTS et al, (2014) e SINGH; VARSHNEY, (2001). O intermediario inicial foi reagido
com cloreto de benzila, brometo de 3-nitro benzila, cloreto de 2-metil 3-nitro benzila e com o

cloreto de 4-metil 3-nitro benzila para formar os intermediarios IB, 1IB, IlIB e IVB

respectivamente. O tempo de reacdo variou de 2 a 4 horas dependendo do substituinte, os

produtos obtidos foram soélidos, apresentando coloragcfes de brancas a amareladas, isolados

por filtracdo em pressao reduzida e lavados com etanol. A formacdo dos produtos também foi

confirmada por CCD com fase mdvel de acetato de etila e hexano (5:5) e revelados por

ninidrina. As caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 7:
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Tabela 7 - Caracteristicas dos intermediarios da série B.

Tempo de
Intermediarios Aspecto p~ Rendimento  Rf
reacao
S .
Sélidos
HZN‘HJ\S 2h 43 % 0,6
B brancos
S
HNL Solidos
s D 4h 65% 0,8
amarelados
1B NO,
S
HN I Solidos
N ﬁ@ 2h 90% 08
amarelados
1B NO,
S
HNL I Sélidos
i /\©\ 4h 53% 08
I amarelados
IVB 2

Nas Figuras 22 e 23 segue o espectro de RMN de H e C do intermediario 111B da
série B, para exemplificar a formacdo do produto.

Na Figura 22 pode-se observar o deslocamento dos hidrogénios 3 em 4,53 ppm
indicando a formagdo do intermediario desta serie, pois, assim como nos intermediarios da
série A, 0 ambiente eletrénico em volta desses hidrogénios esta mais localizado aos atomos de
nitrogénio e ao anel aromatico, deixando-o0s mais desblindados do que quando ligados com o
cloro. Além disso, também é observado o sinal do hidrogénio da amina primaria (1) em um
campo mais baixo em comparacdo com os do intermediario da série A (Figura 20), na regido
dos aromaticos em 7,37 a 7,74 ppm (H-2-6), os hidrogénios da metila do anel (H-7) em 2,38 a
2,55 ppm (singleto) e o sinal do hidrogénio 2 em 10,96 ppm (singleto).

Quanto ao espectro de carbono demonstrado na Figura 23, observa-se o carbono
tionilico 1 em 198,98 ppm, o carbono 2 em 34,82 ppm, 0s carbonos aromaticos de 126,67 a

186,05 e o carbono da metila 8 em 14,34 ppm.
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Figura 22 - Espectro de *H RMN (300 MHz, DMSO-ds, & ppm) do intermediario 111B
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Figura 23 - Espectros de *C RMN (300 MHz, DMSO-ds, & ppm) do intermediario
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Quanto a formacdo destes intermediérios A e B, sugere-se que aconteca por reagao de
substitui¢do nucleofilica 2 (Sn 2). O grupo tiol ataca o carbono do brometo de etila ou do
cloreto/brometo de benzila em direcdo oposta ao cloro/bromo, estes atuam como grupo
abandonador durante o ataque, formando um estado de transicdo com o tiolato e, em

sequéncia, o enxofre liga-se ao carbono do reagente, como mostra o Esquema 4.

Esquema 4 — Mecanismo de reacdo de formacdo dos intermediarios das séries A por

reacao de SNo.

EtOH S )
I 15% 27 O\ 3 5
HN. Coopp — HN. G 6 i HH Br H,N. _C
” SK NS RTBr —> HzN\N’C\s ————— C----Br|—» 2 °N" 8" R
H o H R 4 )
K KBr

Estado de transi¢ao

Fonte: Adaptada de Clayden e colaboradores (2001)

Para obter os intermediarios da série C o produto intermediario da série A foi reagido
com o tiofeno-2-carboxaldeido, 4-imidazol-carboxaldeido e com o 3’,4’-(metilenodioxi)
acetofenona e a reacao foi seguida como descrita na metodologia de SINGH; VARSHNEY,
(2001) para obter os intermediarios IC, 1IC e IIC respectivamente. Os produtos formados
foram isolados por filtracdo em baixa pressdo, lavados com metanol gelado e analisados por
CCD com sistema de solvente de acetato de etila e hexano (8:2) e revelados em ninidrina. As

caracteristicas dos produtos intermediarios obtidos estdo descritas na Tabela 8:

Tabela 8 - Caracteristicas dos intermediarios da série C.

Intermediarios Aspecto Rendimento Rf
3o o
s N-NH Cristais alaranjados 30% 0,5
N
S\ /T
S
N N—NH Cristais amarelados 30% 0,4
||cHNr\/)_//
r°C > Cristai lad 25% 0,6
N-NH ristais amarelados 0 :
e

Na Figura 24 podemos observar principalmente o sinal do hidrogénio 4 da imina em

8,41 ppm, importante para constatar a formacéo dos intermediarios desta série. Além disso, é
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importante notar o deslocamento do hidrogénio 5 da amina, que devido a ligagdo com o anel
aromatico o deixa mais desblindado do que antes desta ligacdo como pode ser observado no
espectro demonstrado na Figura 20 que apresentava o sinal de 10,70 ppm. E na Figura 25, ¢é
possivel observar o sinal do carbono 5 da imina em 141,33 ppm, confirmando também a
formagéo do produto.

Figura 24 - Espectros de *H RMN (300 MHz, DMSO-ds, & ppm) do intermediario IC
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Figura 25 — Espectros de **C RMN (300 MHz, DMSO-ds, & ppm) do intermediario I1C
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5.3.2. Sintese dos compostos finais

Apos a formagdo dos intermediérios A e B, estes foram reagidos com os aldeidos ou
cetonas aromaticas ja descritos acima (pg.42, secdo 4.2.1) e seguiu-se a metodologia de
SINGH; VARSHNEY, (2001). Os produtos formados foram filtrados em pressdo reduzida e
lavados com metanol (série A) ou etanol (série B) gelados e analisados por CCD com um
sistema de solvente de hexano e acetato de etila (em diferentes concentragdes).

Foram obtidos trés produtos sélidos para a série A: 8A, 10A e 31A, e quatro para a
série B: 4B, 15B, 42B e 66B. Todos se apresentaram estaveis em temperatura ambiente,
soltveis em alguns solventes organicos, principalmente em acetato de etila e dimetilsulfoxido
(DMSO), purificados por recristalizacdo de etanol, analisados por ponto de fuséo,
espectroscopia de RMN de *H, 3C e infravermelho. Suas caracteristicas estdo descritas na
Tabela 9.
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Compostos Aspecto Rend. Faixa de fusdo Rf/ Pureza
% Eluente
@/ s Solidos 20% 133-136 °C 0,53 (8:2) 97%
= /N\N/U\S/\
8A H laranja
y~NH JsL Solidos 10% 120-123 °C 0,53 (7:3) 95%
- N\
10A ZW ST marrons
(0 N HNis/\ Solidos 40% 127-129 °C 0,53 (7:3) 98%
31A ° amarelos
CQ/ JSL Solidos 32% 149-151 °C 0,51 (8:2) 96%
= /N‘N S
4B H /\© marrons
//° \ j\ Solidos 10% 156-158 °C 0,4 (8:2) 96%
Z N7 s
H amarelos
15B NO,
HN s Solidos 30% 164-168 °C 0,62 (1:9 97%
QD\?NHNB\S ° ( ) °
/\Q amarelos
42B NO,
fﬁ\f"unis Solidos 30% 158-161°C 0,51 (6:4) 95%
(o]
/\Q\ brancos
66B NO,

Como exemplo de confirmagdo de formacdo, os espectros de RMN e o0s espectros de
infravermelho dos produtos 10A estdo apresentados nas Figura 26, 27 e 28 e do 42B nas
Figura 29, 31 e 31.

Nos espectros referentes ao produto 10A é importante destacar na Figura 26 o sinal do
hidrogénio 5 do carbono da imina em 8,10 ppm e a auséncia do sinal da amina primaria (NH>)
do intermediario em 10,70 ppm (Figura 20), e na Figura 27 o sinal deste carbono iminico é
observado em 139,42 ppm. Tais sinais sdo importantes para a formacdo dos produtos desta
série, indicando que houve a formacéo, pois tanto o hidrogénio quanto a carbonila do aldeido
livre estariam em um campo mais baixo do espectro, devido ao oxigénio ser mais
eletronegativo, desblindando mais estes elementos. Na Figura 26 ainda é observado o sinal do
hidrogénio 6 da amina secundaria em 12,94 ppm, que no intermediario aparecia em 10,70

ppm (Figura 20).



72

Ja no espectro de infravermelho na Figura 27, é possivel observar bandas de
estiramento v(N-H) em 3.285 cm™, dos C-H alquilicos v(C-H) em 2.857 cm™ e 2.877 cm™, da
tiocarbonila em v(C=S) 1.063 cm™, da imina em v(C=N) 1.680 cm™ e do v(C-S) em 711 cm™.
(YOUSOF et al, 2015; MANAN et al, 2011, SILVERSTEIN, 2005).

Figura 26 — Espectros de *H RMN (300 MHz, DMSO-ds, & ppm) do produto 10A.
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Figura 27 — Espectro de infravermelho do produto 10A.
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Quanto ao produto da série B, nas Figuras 28 e 29 é possivel observar novamente 0s
sinais do hidrogénio 4 da imina em 8,19 ppm e deste carbono em 193,95 ppm,
respectivamente, além da auséncia do sinal da amina primaria do intermediario (Figura 19).
Como citado no pardgrafo acima, esses sinais sao importantes para concluir a formacéo do
produto. Neste caso, o carbono da imina se mostrou bem deslocado em comparagdo com o
produto da série A, acreditamos que seja devido principalmente ao anel imidazélico que atrai
mais os elétrons, desblindando o carbono.

Na Figura 30, no espectro de infravermelho, é observada novamente uma banda de
estiramento do N-H em 3.205 cm™, da v(C=N) em 1.678 cm™, da v(C=S) em 1.097 cm™ e da
v(C-S) em 696 cm™ (YOUSOF et al, 2015; MANAN et al, 2011, SILVERSTEIN, 2005).
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Figura 28 — Espectros de *H RMN (300 MHz, DMSO-dg, § ppm) do produto 42B.
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Figura 29 — Espectros de **C RMN (300 MHz, DMSO-dg, § ppm) do produto 42B.
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Figura 30 — Espectro de infravermelho do produto 42B.
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Com relacdo ao mecanismo de formagdo dos intermediarios da série C e dos
compostos finais das séries A e B, a carbonila eletrofilica é atacada pela amina priméaria do
intermediario (nucledfilo), formando um intermediario tetraédrico. Esse nucleofilo é
desprotonado, transferindo o proton para o oxigénio. A hidroxila formada é protonada, e com
isso, atua como grupo abandonador, saindo como uma molécula de &agua, que ainda,

desprotona nitrogénio da imina (esquema 5).

Esquema 5 — Mecanismo de formacgédo dos intermediarios da série C e dos produtos

finais das séries A e B.
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Fonte: Adaptada de Clayden e colaboradores (2001)

Para os produtos finais da série C, os intermediarios foram reagidos com anilina e com
0 p-amino-fenol seguindo a metodologia de KULANDAIVELU et al, (2014). Os produtos
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formados foram evaporados em baixa presséo, e os produtos coletados e analisados por CCD
em um sistema de solvente acetato de etila e hexano em diferentes concentrages, revelados
por vanilina e ninidrina. Os produtos desta série também se mostraram estaveis em
temperatura ambiente, sollveis principalmente em acetato de etila, etanol e DMSO,
purificados por cromatografia em coluna e analisados por ponto de fusdo, espectroscopia de
RMN H, 3C e infravermelho.

Foram obtidos dois produtos: 3C e 18C. Produto 22C ndo foi formado durante as
tentativas de sintese. Suspeitamos que a pureza do reagente p-Amino fenol comprometeu a
formacéo do produto, pois mesmo com a formacéo do produto 18C, sua purificacdo foi muito
dificultosa e seu rendimento foi muito baixo. Deste, obtivemos apenas uma pequena fracédo
para o envio aos testes bioldgicos apos as analises de RMN e faixa de fusao.

As caracteristicas dos produtos desta série se encontram na Tabela 10.

Tabela 10 — Caracteristicas dos produtos da série C

Faixa de
Compostos Aspecto Rend. 5 Rf Pureza
fuséo
s Sélidos
@\//N.HNJLN 20% 180-182°C 0,3 (4:6) 96%
3c S H brancos
OH Al X i
HN s Solidos Néo foi
N n JL /© 10% 0,6 (8:2 96%
18C L;)\é NN marrons possivel (62

Como exemplo de formacéo do produto, os espectros de RMN e de infravermelho do
produto 3C estdo apresentados na Figura 32 e 33. Na Figura 32 é possivel observar o
hidrogénio da amina 6 em 9,83 ppm, que é um sinal importante para a formacdo deste
produto, visto que na séries A e B esse sinal é ausente por causa da presenca de um enxofre ao
invés de um nitrogénio (Figura 26). Com a quantidade de produto obtido sé foi possivel
realizar analise de RMN de 'H, e os sinais esperados que este composto apresentasse foram
observados, como os sinais dos hidrogénios 1,2,3,4 e 5, além de apresentar o sinal do
hidrogénio 6 ja discutido.

No espectro de infravermelho na Figura 33, é observado os sinais de estiramento da N-
Hem 3.194 cm™ e 3.036 cm™, da v(C=N) em 1.538 cm™, da v(C=S) em 1.039 cm, das v(C-
N) em 1.229 cm™ e 1.168 cm™ (YOUSOF et al, 2015; MANAN et al, 2011, SILVERSTEIN,
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2005). Tais sinais em ambos espectros nos faz concluir que houve a formacdo do produto

esperado.

Figura 32 — Espectros de *H RMN (300 MHz, DMSO-dg, § ppm) do produto 3C
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Acreditamos que 0 mecanismo desta série seja por reacdo de substituicdo acilica, onde

a amina priméria da anilina ataca a tiocarbonila do intermediario quebrando uma das ligacdes



78

n, formando um intermedidrio tetraédrico. O par de elétrons que foi para o enxofre,
reestabelece a ligag¢do m da tiocarbonila e o etano tiol € expulso, se ligando ao préton da amina

protonada (Esquema 6).

Esquema 6 — Mecanismo de formacdo dos compostos da série C por reacdo de

substituicdo acilica.
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Fonte: Adaptada de Clayden e colaboradores (2001)

5.4. Ensaios bioldgicos de inibicéo frente o parasita P. falciparum

Para os compostos sintetizados realizou-se ensaios de inibicdo de crescimento do
parasita P. falciparum, cepa 3D7 (cloroquina sensivel). Esses ensaios determinam a
diminuicdo da parasitemia, ou seja, do crescimento do parasita por meio do reagente SYBR
Green, adicionado apds 72 horas de incubacdo. Os resultados obtidos para os compostos

sintetizados sdo apresentados na Tabela 11, indicando que estes ndo foram ativos.

Tabela 11 — Resultado da concentracdo inibitéria de 50% (ICso - pM) de P.

falciparum

Compostos Experimento 1 Experimento 2

8A > 10 >10
10A >10 > 10
31A > 10 > 10
4B > 10 > 10

15B > 10 >10
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42B >10 > 10
66B >10 > 10
3C > 10 > 10
Artesunato 0,005 0,006

Avaliou-se da atividade dos compostos sintetizados frente ao P.falciparum (cepa
3D7), visto terem sido planejados como inibidores da falcipaina 2.

Os ensaios bioldgicos demonstraram que esses compostos nao inibiram o crescimento
do P. falciparum em concentracdo 50%, como pode ser observado na Tabela 11.

Derivados de tiossemicarbazonas, sdo conhecidas como inibidores da falcipaina 2 e,
também, por apresentarem inibicéo frente ao parasita P. falciparum. Porém, observamos que a
substituicdo no nitrogénio 3 (Figura 9), por cadeias aromaticas foi desvaforavel para a
atividade ainda mais tendo em vista os resultados obtidos na literatura, onde o esqueleto das
tiossemicarbazonas que mais mostraram ter acdo inibitdria sdo compostos principalmente sem
tais substituicfes. Outra modificacdo em relacdo as tiossemicarbazonas ativas, foi a mudanca
nos anéis ligados a imina. Utilizamos heterociclicos de cinco membros e ndo seis, mesmo
sendo bioisosteros, essa diferenca pode ter influenciado negativamente.

Os outros compostos das séries A e B (ditiocarbazatos) também ndo foram ativos,
frente ao P. falciparum. Neste caso queriamos avaliar se as substituicdes do nitrogénio 3 por
um enxofre teria influéncia na atividade. Porém, os testes bioldgicos indicaram, que mesmo
sendo bioisostero, os derivados com enxofre ndo tém atividade, o que pode ser justificado
pelo maior volume deste atomo.

O levantamento bibliografico apresenta relatos de que em muitos casos de
planejamento de inibidores enzimaticos, os estes apresentavam acdo sobre a enzima e nédo
sobre o parasita, e o contrario também acontece. Esses relatos sugerem que em muitos casos
os inibidores enzimaticos ndo conseguem ultrapassar barreiras e chegar ao alvo para o qual
foram planejados (GREENBAUM et al, 2004; ETTARI et al, 2009).

Assim, para uma conclusédo sobre se o planejamento realizado foi efetivo ou néo se faz

necessario ensaios de inibi¢do da falcipaina 2.
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6. CONCLUSOES

A maléaria causada pelo P. falciparum tem demonstrado preocupacdo na area cientifica
devido sua crescente resisténcia aos medicamentos atuais, tornando a busca de novos
farmacos necesséria. A falcipaina 2 tem sido estudada como um alvo promissor devido seu
papel de digestdo da hemoglobina no parasita e na literatura ha estudos de inibicdo frente a
essa proteina, e a classes das tiossemicarbazonas tem sido uma delas.

Nessa projeto, foram planejados compostos derivado das tiossemicarbazonas e seus
bioisdsteros, os ditiocarbazatos, para avaliar suas caracteristicas estereoeletronicas por meio
da modelagem molecular com o intuito de predizer quais dos analogos planejados seriam mais
promissores para inibicdo da falcipaina 2, baseado no suposto mecanismo de acdo de ataque
da Cis 42 a tiocarbolina descrito por Du e colaboradores. Assim os céalculos semi-empirico
PM3 e ab initio na base 6-21G foram realizados, e estimou-se as conformag6es mais estaveis,
cargas atbmicas, o LUMO, e o MEP para 0s compostos das trés séries planejadas.

Os resultados oriundos dos célculos tedricos sugerem que as moléculas 8A, 10A, 31A,
4B, 15B, 42B, 66B, 3C, 18C e 2C, se apresentaram como melhores candidatos de cada série
como inibidores da falcipaina 2, por apresentarem principalmente valores mais baixos de
LUMO, cargas atbmicas positivas no carbono da imina e/ou carbono tiocarbonilico, regides
eletropositivas e orbitalares de LUMO disponiveis nesses carbonos, sendo suscetiveis ao
ataque da C catalitica da falcipaina 2.

Os resultados dos estudos de docking sugerem que a 8A, 10A, 4B, 15B e 42B
apresentaram uma distancia com relacdo a Cis favoravel a interagdo quando comparada com a
distancia do cristal, fato ndo observado nas moléculas escolhidas da série C.

A sintese dos produtos das séries A e B foi realizada com sucesso apds a compra do
dissulfeto de carbono, como confirmado nos resultados das analises de RMN de *H, °C e
infravermelho. Quanto a série C, dos planejados para sintese, apenas dois foram obtidos,
confirmado pela analise de RMN *H, °C e infravermelho. Todos os compostos foram
submetidos a analise de pureza.

Os ensaios bioldgicos contra o P. falciparum indicam que os derivados sintetizados
ndo foram ativos. Porém, visto que foram planejados como inibidores da falcipaina 2, os

ensaios de inibi¢do enzimatica sdo necessarios para avaliar se o planejamento foi efetivo.
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Anexo B: Produtos das séries A
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Anexo D: Produtos da série C
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Anexo E: Espectro de infravermelho dos produtos finais das séries A e
B
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