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Resumo

A Doenca de Chagas é uma das 17 doencas tropicais negligenciadas do mundo de
acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), causada pelo parasito Trypanosoma
cruzi, transmitido pelo vetor “barbeiro”. Além de ser um problema endémico em paises da
América Latina, relatos mostram que esta se expandindo para os EUA, Europa e Japao. Visto
gue na industria farmacéutica atual existem apenas 2 farmacos disponiveis, o Nifurtimox e
Benzonidazol, os quais apresentam baixa eficacia na fase cronica da doenca, além de severos
efeitos colaterais, a necessidade de estudos de compostos com potenciais quimioterapicos e
seguros é essencial. O alvo escolhido de estudo no grupo é a enzima cisteino protease
Cruzaina, a qual possui subsitios dentro os quais S1, S2 e S3 que interagem diretamente com
as posicoes P1, P2 e P3 de dipeptideos. Revisando a literatura em buscas de moléculas com
alto potencial tripanossomicida, foi encontrado grande interesse em compostos nitro-triazol
por serem excelentes substratos para o Tipo 1 de nitroredutase (NTR). Portanto, no presente
projeto foi proposta a sintese de moléculas hibridas com a estrutura base de dipeptidil-nitrila
com adicdo do fragmento (3-nitro-[1,2,4]triazol-1)-acético em P3, ocorrendo substituicdes em
P2, dando origem as moléculas: Neq 0691, 0692, 0752, 0753, 0754 e 0755, os quais foram
caracterizados quanto a sua estrutura, purificados por CLAE e submetidos a testes cinético-
enzimatico por Fluorimetria, a fim de analisar seus potenciais de inibicdo da enzima cruzaina,
sendo possivel observar que os (S) enantiomeros apresentaram maior afinidade com a enzima
do que os (R) enantibmeros, como estudos anteriores do grupo ja haviam mostrado. Além
disso, através de estudos de Matched Molecular Pair (MMP) foi possivel observar que a
substituicdo do fragmento de benzoila por (3-nitro-[1,2,4]triazol-1)-acético P3 acarretou em
uma diminuicdo de pKi menor que uma unidade. E por estudos de Rela¢do Estrutura-Atividade
(SAR), foi possivel compreender que ao substituir o grupo Phe pelo grupo meta-Cl-Phe na
posicdao P2, o pKi da molécula diminuiu, divergindo de resultados da literatura, devido a

presenca do fragmento volumoso (3-nitro-[1,2,4]triazol-1)-acético na posi¢do P3.

Tais moléculas serdo submetidas a posteriores testes bioldgicos in vitro para analise de
seu potencial tripanossomicida nas formas infecciosas da tripomastigota do T. cruzi das cepas

Tulahuen lacZ, Y e CL Brener e para analise citotoxicoldgica.



Abstract

Chagas Disease is one of the 17-neglected tropical disease around the world according
to the World Health Organization (WHO), caused by the parasite Trypanosoma cruzi, in which
the brazilian vector is known as “barbeiro”. Besides being and endemic problem in South
America’s countries, reports shows that it is expanding to the USA, Europe and Japan.
Whereas the pharmaceutical industry provides just two drugs, Nifurtimox and Benznidazole,
which present low efficiency for the chronic stage of the disease, besides severe off-targets
effects, the need for studies of compounds with chemotherapeutic and safe potential is
essential. The chosen target is the cysteine protease Cruzain, which has sub-sites such as S1,
S2 and S3 that interact directly with the positions P1, P2 and P3 of dypepdiles.Therefore, the
literature was reviewed in search of molecules that presented high trypanosomicidal potential
and nitro-triazoles compounds were interesting targets for being Type 1 nitroreductase
substrates (NTR). Wherefore, the syntheses of hybrid molecules with dipeptidyl-nitrile basic
structure in addition of the acetic (3-nitro-[1,2,4]triazole-1) moiety in P3 compounds were
proposed in this work: Neq 0691, 0692, 0753, 0754 e 0755. The compounds were
characterized according to their structure, purified by HPLC and submitted to kinetics-
enzymatic test by Fluorimetry, in order to analyze the inhibition potential against cruzain,
being possible to observe that the enzyme has shown higher affinity for (S) enantiomers than
for (R) enantiomers, as previous studies at groups have shown. In addition, using Matched
Molecular Pair (MMP) is seen that the substitution of benzoyl moiety by acetic (3-nitro-
[1,2,4]triazole-1) in P3 decreases the pKiin less than one unity. Lastly, by SAR studies, we were
able to understand that by substituting Phe moiety by meta-Cl-Phe in P2 position, the pKi has
decreased, disagreeing with the literature, because of the addition of the voluminous acetic

(3-nitro-[1,2,4]triazole-1) moiety in P3.

Such molecules synthesized in this work will undergo in vitro test to analyze the
trypanosomicidal potential in the infectious trypomastigote forms of T. cruzi, such as Tulahuen

lacZ strain, Y strain and CL Brener strain, plus cytotoxic potential assays.
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1. Introducdo e Justificativa

Doencga de Chagas é uma das 17 doengas tropicais negligenciadas de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e transmitida, no Brasil, pelo vetor comumente
conhecido como “Barbeiro”, causada por um hemo-flagelado do género Trypanosoma, o
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). A doenga afeta o coragdo e o trato intestinal e é umas das
principais causas de cardiomiopatia infecciosa em todo o mundo. Estimam-se que em torno
de 8 milhdes de pessoas estdo infectadas com a doencga e foram registradas mais de 15 mil
mortes de pacientes infectados por ano. Além de ser um grande problema de saide em paises
endémicos da América Latina também esta expandindo para os EUA, Europa, Australia e Japao

(Figura 1).12

Figura 1: Rotas de imigragdo a partir da América Latina e estimativa dos nimeros de pessoas infectadas com a doenga de

Chagas.

FONTE: COURA, J.R.; VINAS, P.A.; 2010.

Na industria farmacéutica atual, ha apenas dois medicamentos para o tratamento da
doenca de Chagas, o Nifurtimox e Benzonidazol (Figura 2). Estes apresentam uma eficacia de
apenas 50% em todos os casos e sdo ineficazes na fase cronica da doenga, além de
apresentarem reacoes indesejaveis e eventos adversos (ADRs) que impdem grave desconforto
aos usuarios. Portanto, visto a reduzida eficacia do tratamento farmacolégico e a sua elevada

toxicidade apresentada por esses dois medicamentos disponiveis, ha uma grande necessidade
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do estudo e entdo obtencdo de novos farmacos seguros e eficazes para tratar pessoas

chagasicas. 2

Figura 2: Estrutura do Nifurtimox (a) e do Benzonidazol (b).

OoN
(a) (b)

FONTE: Autoria propria.

As proteases sdo enzimas chaves na patogenicidade de muitas doengas parasitarias,
visto que estdo envolvidas na sobrevivéncia e replicacdo dos parasitos, induzindo dano no
tecido do hospedeiro e facilitando a invasdao do parasito ou auxiliando na utilizacdo dos
metabdlitos de proteinas do hospedeiro.>* No parasito T. cruzi, a cruzaina é a cisteino protease
mais abundante, sendo entdo essencial para o desenvolvimento e sobrevivéncia do parasito
dentro e fora da célula hospedeira em todas as formas do seu ciclo de vida, o que a torna um
alvo bastante atrativo para o desenvolvimento de novos agentes quimioterdpicos para a

doenca de Chagas.®

Assim como as demais cisteino proteases, a cruzaina possui um sitio ativo que consiste
dos residuos de aminodcidos cisteina, histidina e asparagina, que formam a triade catalitica’

(Figura 3), cavidade do oxidnion responsdvel pela digestdo proteica.®

13



Figura 3: Estrutura cristalogrdfica da cruzaina, co-cristalizada com a benzoilarginina-alaninafluorometilcetona com

destaque para a triade catalitica: Cys25/His159/Asn175. (PDB: 2AIM)
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Dominio R - folhas 3

FONTE: RANGEL, K. C.; 2015.

Uma caracteristica importante da cruzaina para a quimica medicinal é que esta pode
ser efetivamente modulada por varias classes de inibidores covalentes e ndo-covalentes,
embora o segundo apresente menor afinidade pela enzima.® Nesses compostos estdo
presentes grupos contendo um dtomo de carbono eletrofilico suscetivel ao ataque nucleofilico
efetuado pela cisteina ativada presente no sitio ativo da enzima. Esse ataque pode promover
tanto uma ligacdo irreversivel (interacdo covalente) como reversivel (interacdo ndo-covalente),
dependendo da natureza do carbono eletrofilico do inibidor.? Alguns exemplos de inibidores
covalentes sdo aldeido-peptideos, a-dicetonas, a -cetoésteres, a -cetoamidas, a -cetodcidos e
nitrilas.’® Em adicdo, compostos como peptidil diazometil-cetonas, fluorometil-cetonas,
epoxidos e vinilsulfonas, também conhecidos como inibidores “suicidas”, realizam ligacbes
irreversiveis com a cisteina catalitica da cruzaina.! Apesar de, até hoje, somente inibidores
covalentes terem apresentado eficdcia na cura da infeccdo causada pelo parasito, sugerindo-
se essencial a afinidade dos inibidores pela enzima, a utilizacdo de inibidores ndo covalentes

da enzima cruzaina e de outras proteases também sdo exploradas na literatura.'>3

O objetivo do projeto tematico 2013/18009-4 Fapesp em desenvolvimento no

Nequimed é identificar e desenvolver inibidores covalentes-reversiveis da enzima cruzaina

14



(Figura 4) que possam oferecer menores efeitos adversos, quando comparados com aqueles

provocados devido as interagdes off-target de inibidores irreversiveis.

Figura 4: Estrutura cristalogrdfica do complexo cruzaina e Neq0409 ligado covalentemente a cisteina catalitica,
apresentando o MOB e mapa de densidade eletrénica (PDB: 4QH6).
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FONTE: FERNANDES, W. B., MONTANARI, C. A., KENNY, P. W., et al. 2015.

Em estudos previamente realizados no grupo, uma série de dipeptidil-nitrilas foi
sintetizada e testada tanto contra a cruzaina como contra o T. cruzi (Figura 5). Além disso, é
extremamente relevante o fato de que os compostos ja ensaiados contra a forma infecciosa
da tripomastigota do T. cruzi da cepa Tulahuen lacZ ajustam-se as modificacdes moleculares

impostas através das relacdes estrutura-atividade estabelecidas na interagdo com a cruzaina.'*
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Figura 5: Compostos sintetizados pelo grupo Nequimed: a) estrutura base de dipeptidil-nitrilas, b) Neq0409 e c) Neq0570.
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FONTE: Adaptado de AVELAR, L. A. A., MONTANARI, C. A., KENNY, P. W., et al. 2015.

Em adicdo, recentes estudos de Papadopoulou, et al. tém demostrado grande interesse
em compostos heterociclicos nitrogenados, por serem agentes tripanossomicidas mais
eficientes quando combinados com anti-chagasicos ja conhecidos (segundo ensaios in vitro).*
Em adicdo, estudos prévios também ja haviam demonstrado interesse em derivados triazdlicos
do tipo BMS-207,147 (Ravuconazol), os quais promoveram cura parasitolégica da ordem de 70
a 100% em camundongos infectados com diferentes cepas de T. cruzi tanto na fase aguda como
na fase crénica da infeccdo. Esta classe de compostos é inibidora especifica do esterol 14-a-
demetilase (TcCYP51), que é uma enzima chave na biossintese de ergosterol, uma etapa
metabdlica essencial na vida do parasito T. cruzi.'® Recentemente, Papadopoulou et al.
realizaram a combinac¢do de caracteristicas de inibidores do CYP51 com a propriedade
nitrorredutase, formando entdo derivados de 3-nitrotriazol, que se apresentaram como
agentes anti- T. cruzi extremamente potentes em concentra¢cdes subnanomolar (Tabela 1),
além de possuirem um alto grau de seletividade com o parasita. Em adi¢do, estes compostos
também se mostraram agentes ativos contra o amastigota Leishmania donovani, com

excelente seletividade para com o parasito.*
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Tabela 1: Atividade antiparasitdria in vitro, toxicidade e propriedades dos compostos testados por Popodopoulous, et al.

ID No. T.h rhodesiense® Sl T. cruzi® 1| L. donovani sl Cytotox.  Chemical structure Bnz/compd clogP PSA(A?)
Axent Lg*
ICsp (M) IGsp (M) 1G5 (M) ICsp (M)
Melar. 0.009 £ 0.0014
Bnz 2.153+0.176
Milt. 0.162+0.017

W]
Jury

2161 118

o] N
2 27 34 0.065 1416 027 339 92 O}' ‘ 1 )K/N“N%mz
N
H

0
3 13 22 0008 3615 0034 853 29 /Oﬁmb:'}_mz 254 2874 118
] H
4 20 35 0036 1954 0.8 384 70 D/OT:I\NL/N:}‘WI 56 2304 118
F H
5 26 18 75 29 5 137 /O/o\&m 3.030 66

cl
6 0.90 140 0.045 2797 017 738 126 %u: 45 2716 109
N

H
7 58 078 018 252 18 25 45 %/11/\’" o, 13 1951 109
8 139 12 25 66  >308 169 OQ“ N 08 203 131
AN,

9 21 17 0.068 528 12 31 36 : = O " 34 2130 109
SN
10 49 14 0028 2415 34 20 68 ﬁh&u 17 281 115

11 12 9.6 80 14 133 <1 114 0.28 0.054 112

[sF]
12 15 4.2 15 0.79 79 62 O/O\O\ j\/'?j 0.48 2972 106
N
0N,
13 2.6 50 2.6 49 0.14 937 127 ):jO\O\Nj\/D 0.78 3.685 106
¢l

H

(o] OaN
14 13 9 33 37 0.29 418 123 Q/O\@N/'\/J:N) 0.61 3115 106
F H

Sl is the ratio: ICsg in L6 cells/1Cs; in each parasite. The highest concentration tested in L6 cells was 100 pg/mL and no solubility problems were observed for any compound.
Reference drugs: Melarsoprol {Melar.), Benznidazole (Bnz ), Miltefosine { Milt.). The ICs; value of each reference drug is the mean from multiple measurements in parallel with
the compounds of interest. Bnz/compd is the ratio of ICsy values against T. cruzi obtained by Bnz and each compound. PSA: polar surface area. All physical properties were
predicted by using the Marvin Calculator (www.chemaxon.com). ICsy values are means of 2-3 measurements. The SD was <5%

* T. b. rhodesiense, strain STIB 900 trypomastigotes.

Y T cruz, strain Tulahuen C4 amastigotes.

¢ L donovani axenic, strain MHOM-ET-67 /L82 amastigotes.

4 Cytotoxicity in the host LG cells.

FONTE: PAPADOPOULOUS, M. V.; et al. 2015.
Tais compostos sdo potentes inibidores da enzima TcCYP51 e por serem excelentes
substratos para o Tipo 1 de nitroredutase (NTR), o qual é especifico para tripanossomatideos,
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sdo promissores candidatos a farmacos e constituem uma nova geracdo de agentes

tripanossomicidas efetivos e mais acessiveis. 1°
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2. Obijetivos

No presente trabalho, o objetivo foi a sintese de compostos hibridos (Figura 6), visando
o potencial tripanossomicida dos derivados de 3-nitro triazol, além de possuirem um alto grau
de seletividade com o parasito’®, assim como o potencial inibitério da enzima cruzaina dos
compostos dipeptidil-nitrilas, ja em estudo pelo grupo Nequimed. Foi utilizado como estrutura
de partida o Neq0570 (Figura 5), que apresenta o grupo ciclopropil em P1, que apresentou
conferir maior estabilidade metabdlica ao composto, uma vez que diminui a probabilidade de
ataques nucleofilicos ao carbono eletrofilico da carbonila, além de apresentar relativa alta

energia de dissociacdo das ligacdes de carbono e hidrogénio em seu ciclo. *#
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Figura 6: Compostos propostos a serem sintetizados no projeto.
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FONTE: Autoria propria.

Portanto, foram propostas as substituicdes nas posi¢cdes P2 e P3. Sendo que em P3 foi

proposta a insercdo do fragmento (3-Nitro-[1,2,4]triazol-1)-acético, visto que o subsitio S3 é

um sitio volumoso, suscetivel a acdo do solvente e de pouco conhecimento. Enquanto em P2

foi proposta a inser¢do dos fragmentos de fenilalanina, meta-Cl-fenilalanina e triptofano, uma

vez que a substituicdo dos dois primeiros fragmentos ja foi estudada pelo grupo !4, ocorrendo

um aumento na afinidade da enzima com o composto (aumento do pK;) ao substituir o

fragmento de fenilalanina por meta-Cl-fenilalanina, que por estudos de SAR foi possivel

relacionar esse aumento da afinidade com a interacdo do fragmento com o residuo de
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aminodacido Met68.22 A proposta da substituicdo pelo fragmento indol em P2 consiste no
crescente interesse de fragmentos heterociclicos nos estudos inibitérios de cisteino proteases

tanto a cruzaina do T. cruzi como a CPB da Leishmania mexicana.?3:%*
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Foram utilizados na sintese solventes organicos com grau de pureza P.A. como acetato
de etila (AcOEt), n-hexano, diclorometano (DCM), cloroférmio, dimetilformamida (DMF),
todos da marca Synth. Quando necessario, foram destilados e armazenados em peneira
molecular 3 A (20% m/v). Enquanto que para a utilizacdo da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE, do inglés HPLC), foram empregados solventes de pureza grau HPLC,
fornecidos pela empresa Tedia, ou de pureza grau LC-MS, quando utilizada a técnica LC-MS.
Os demais reagentes foram fornecidos pelas empresas Combi-Blocks, Enamine e Sigma-

Aldrich, todos com pureza superior a 97%.

3.2 Equipamentos para separag¢ao e caracterizacao dos intermediarios e

produtos finais

Para o monitoramento das reagdes, foi utilizada Cromatografia em Camada Delgada
(uma placa de CCS com matriz silica gel, com espessura de camada de 200 um, em suporte de
aluminio da marca Sigma-Aldrich), revelador acido fosfomolibdico (20% m/v), luz UV 254 nm.
Para a purificacdo dos compostos intermediarios e finais em coluna cromatografica utilizou-
se silica gel Flash (tamanho de poro 60 A, tamanho de particula 220-440 mesh (35-75 pm) da
Sigma-Aldrich). Para a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC), foi utilizado
um Cromatdgrafo Liquido, série Prominence 20AT da Shimadzu, com deteccdo por arranjo de
diodos (DAD) spd-M20A, coletor de fragées FRC-10, coluna Luna C18 da Phenomenex
(tamanho de particula 5 pm, tamanho do poro 1000 A) e coluna quiral de celulose 2-phase da
Phenomenex (tamanho de particula 5 um, tamanho do poro 1000 A) na purificacdo das

misturas racémicas.

Os pontos de fusdao foram determinados utilizando o aparelho digital de ponto de fusdo

Quimica Micro MQAPF-302, Microquimica Equipamentos Ltda.

Para a analise estrutural dos produtos foram utilizadas as técnicas de Ressonancia

Magnética Nuclear de 'H e 3C no equipamento Agilent Technologies modelos 500/54
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Premium Shield e 400/54 Premium Shield da Central de Andlise Quimica do Instituto de

Quimica de Sao Carlos (CAQI); Espectrometria de Massas no Espectrometro de Massas do tipo

lon Trap amaZon SL da Bruker; Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

no equipamento no Espetrofotdmetro de Infravermelho com transformada de Fourier,

modelo IRAffinity 1, da Schimadzu, também disponibilizado pela CAQI. Para a obtencdo dos

espectros de RMN, foram utilizados solventes deuterados como dimetilsulféxido deuterado

(DMSO-ds) e cloroférmio deuterado (CDCl3) da Sigma-Aldrich.

3.3 Procedimentos Sintéticos

Todos os procedimentos sintéticos foram realizados sob supervisdo da pés-doutoranda Dr2

Daniela De Vita.

3.3.1 Sintese da molécula: (S§) N-(1-cianociclopropil)-2-[2-(3-nitro-1H-1,2,4-triazol-

3.3.1.1

1)aceto amido]-3-fenilpropanamida (Neq0691) e (R) N-(1-cianociclopropil)-2-[2-
(3-nitro-1H-1,2,4-triazol-1)aceto amido]-3-fenilpropanamida (Neq0692): a
primeira sintese dos compostos Neq0691 e 0692 (Figura 7) seguiu a rota sintética

da Figura 14.

Intermediario 7:  tert-butil N-{1-[(1-cianociclopropil)carbamonil]-2-
feniletiljcarbamato: A uma solucdo do 4&cido racémico 2-{[(tert-
butoxi)carbonil]amino}-3-phenylpropanoico (1 eq., 1,88 mmol) em 10 mL de
DCM seco a 0°C foi adicionado TEA (4 eq., 7,54 mmol) e PyBOP (1,2 eq., 2,26
mmol), e deixado sob rotacdo magnética a temperatura ambiente por 30
minutos, sob atmosfera de Argonio. Entdo a mistura foi posta em banho de
gelo novamente para a adicdo de hidrocloreto  1-amino-1-
ciclopropanocarbonitrila (1,6 eq., 3,008 mmol) e deixado sob agitacdo a
temperatura ambiente por 16h. A reacdo foi controlada por TLC, comparando
o produto desta etapa com os reagentes. O produto foi extraido da mistura
reacional com AcOEt (1x40 mL), solucdo saturada de NaHCOs (2x10 mL) e
solucdo saturada de Brina (3x10 mL). A fase organica foi seca com MgSQOa,
concentrada a vacuo e purificada com coluna cromatografica de silica gel Flash
(AcOEt : Hex 1:1). O produto final foi um sélido branco, com peso de 430 mg

(rendimento: 69.4%), utilizado na reagdo seguinte.
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3.3.1.2

3.3.1.3

Intermedidrio 8: 2-amino-N-(1-cianociclopropil)-3-fenilpropanamida:
Aos 430 mg do intermedidrio obtido na sintese anterior foram adicionados 4
mL de DCM seco. A solucdo foi posta em banho de gelo para a adicdo de 400 pl
de TFA 10%. A mistura foi deixada sob rotagdo a temperatura ambiente por 4
horas. A reacao foi monitorada por TLC e apds o término da reacdo, o excesso
de acido foi evaporado e a mistura foram adicionados DCM e solugdao de NaOH
1,0 M, em banho de gelo, até pH neutro. Entdo o produto foi extraido da
mistura por extrac¢do liquido-liquido com DCM (3x10 mL). A fase organica foi
seca com MgS04, concentrada e os 200,7 mg de produto no estado de déleo
obtido (rendimento: 67,1%) utilizado na reagdo seguinte.

Produto N-(1-cianociclopropil)-2-[2-(3-nitro-1H-1,2,4-triazol-1)aceto amido]-
3-fenilpropanamida (Neq0691 + 0692): para a ativacdo do acido (3-Nitro-
[1,2,4]triazol-1)-acético (1 eq., 0,875 mmol), este foi diluido em 15 mL de DCM
seco e adicionado EDC-HCI (1,086 eq., 0,951 mmol) e deixado sob agitacdo em
banho de gelo e atmosfera de argénio por 1 hora. Entdo a amina desprotegida
obtida na reacdo anterior (1 eq., 0,875 mmol) foi adicionada a mistura a qual
foi deixada reagindo a temperatura ambiente por 24h. A reacao foi controlada
por TLC e ao fim, o produto foi concentrado no rotoevaporador e com o dleo
residual foi realizada a extracdo liquido-liquido com AcOEt (1x20 mL), solucdo
saturada de Brina (3x10 mL) e NaHCOs3 (3x10 mL). A fase organica foi seca com
MgSQs4, concentrada e purificada com coluna cromatografica de silica gel Flash
(100% AcOEt), obtendo 11 mg de produto (rendimento: 3,3 %). P.f.: 158,2 -
158,7°C. RMN H (DMSO-ds, 500 MHz): § 9,09 (s, 1H), 8,96 (d, J = 8,0 Hz, 1H),
881 (s, 1H), 7,32-7,22 (m, 5H), 5,19 (d, / = 16,5 Hz, 1H), 5,12 (d, J = 16,5 Hz, 1H),
4,46 (m, 1 H), 2,98 (dd, /= 13,5 Hz, J = 6,5 Hz, 1H), 2,87 (dd, J=13,5Hz,J=8,5
Hz, 1H), 1,48 (m, 2H), 0,99 (m, 2H). RMN 3C (DMSO-de, 125 MHz): 6 172,2,
164,9, 162,3, 148,5, 137,2, 129,7, 128,6, 127,0, 120,9, 54,4, 52,9, 38,2, 20,0,
16,0. FTIR (KBr, cm™): 3283, 2243, 1663, 1310, 1040 e 837. ESI-MS (m/z): 406,13
[M+Na]* e 422,17 [M+K]*. A separacdo dos enantiébmeros foi feita por CLAE:

Cellulose-2 Phenomenex (5um, 250mm x 4,6mm [|.D.), fase movel:
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O,

MeOH/Agua: 50:50, T = 32°C, fluxo 0,8 mL/min, rt (min.) = 19,16 para

enantiomero (S) e rt (min.) = 27,22 min para (R), pureza > 96% (206 nm);

Figura 7: Estrutura dos compostos Neq0691 e 0692.

Neqo691  © Neq0692

FONTE: Autoria prépria.

3.3.2 Sintese da molécula (R) 3-(3-clorofenil)-N-(1-cianociclopropil)-2-[2-(3-nitro-1H-

1,2,4-triazol-1)acetamido]propanamida: Neq0752 (Figura 8): a rota sintética pode

ser visto na Figura 24.

3.3.2.1

3.3.2.2

Intermediario 9: (R) tert-butil N-[2-(3-clorofenil)-1-[(1-
cianociclopropil)carbamonil]etillcarbamato: o acido (D) Boc-Cl-Phe (1 eq., 1,0
mmol) foi solubilizado em 7 mL de DMF seco e apds completa solubilizacdo do
acido, foram adicionados HATU (2 eq., 2,0 mmol), DIPEA (4 eq., 4,0 mmol) e 1-
amino-1-ciclopropanocarbonitrila-HCl (1,2 eq., 1,2 mmol) a solucdo, sob
atmosfera de argbnio, e deixado sob agitacdo por 24h. A reacdo foi controlada
por TLC e apds seu término, a extracao liquido-liquido foi feita com AcOEt (1x20
mL), solucdo saturada de Brina (1x10 mlL), NaHCOs (2X10 mL) e Brina
novamente (2x10 mL). A fase organica foi seca com MgSQO4, concentrada a
vacuo e purificada com coluna cromatografica de silica gel Flash (AcOEt : Hex
1:1). O produto obtido foi um 6leo amarelo, de peso 160 mg (rendimento: 44%)
e utilizado na reagao seguinte.

Intermediario 10: (R) 2-amino-3-(3-clorofenil)-N-(1-
cianociclopropil)propanamida: aos 160 mg do intermediario obtido na sintese
anterior foram adicionados 7 mL de acido férmico (adicdo feita em banho de
gelo). A mistura ficou sob agitacdo a temperatura ambiente por 16h. A reacao
foi controlada por TLC e apds seu término, o excesso de acido foi evaporado e

entdo foi adicionada solugdo de NaOH 1,0 M até pH neutro da solugcdo, em
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3.3.23

banho de gelo. Apds neutralizacdo, o produto foi extraido com AcOEt (3x10
mL), a fase organica foi seca em MgSOa e concentrada. O produto desta reagao
foi um éleo com peso de 93,9 mg (rendimento: 81%), utilizado na reacdo
seguinte.

Produto (R) 3-(3-clorofenil)-N-(1-cianociclopropil)-2-[2-(3-nitro-1H-1,2,4-
triazol-1)acetamido]propanamida (Neq0752): o acido (3-Nitro-[1,2,4]triazol-
1)-acético (1 eq., 0,356 mmol) foi dissolvido em 10 mL de DMF seco e posto em
banho de gelo para a adi¢cao de HATU (1,1 eq., 0,392 mmol), DIPEA (3 eq., 1,068
mmol) e o intermediario obtido da sintese anterior (1eq., 0,356 mmol). A
mistura reacional foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente, sob
atmosfera de argoénio, por 24 horas. A reacao foi controlada por TLC e apds seu
término, realizada a extragao liquid-liquido com AcOEt (1x20 mL), Brina (1x30
mL), de NaHCOs (2x30 mL) e Brina novamente (3x30 mL). A fase organica foi
seca em MgSOa, concentrada e purificada por cromatografia liquida em silica
gel Flash (AcOEt:Hex 80:20), obtendo-se um produto sélido branco de peso 69
mg (rendimento: 46%). Pf: 206,8 — 207,3°C. RMN H (DMSO-ds, 500 MHz): &
9,05 (s, 1H), 8,89 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 8,76 (s, 1H), 7,32 -7,25 (m, 3H), 7,15 (dt, J
= 8,5 Hz, J=2,5Hz, 1H), 5,14 (d, J = 20,5 Hz, 1H), 5,06 (d, J = 20,5 Hz, 1H), 4,42
(m, 1H), 2,94 (dd, J = 17,0 Hz, J = 7,0 Hz, 1H), 2,82 (dd, J = 17,0 Hz, J = 11,0 Hz,
1H), 1,45 (m, 2H), 0,99 — 0,95 (m, 2H). RMN 3C (DMSO-de, 125 MHz): § 171,5,
164,6, 161,9, 148,1, 139,4, 132,8, 130,0, 129,0, 128,0, 126,6, 120,5, 53,7, 52,4,
37,2, 19,6, 15,6. FTIR (KBr, cm™): 3267, 2243, 1663, 1207, 1038 e 837. ESI-MS
(m/z): 416,14 [M-H] e 418,12 [M+H]*. CLAE: Cellulose-2 Phenomenex (5um,
250mm x 4,6mm 1.D.), fase mével: MeOH/Agua: 65:35, T = 32°C, fluxo 0,5
mL/min, rt (min.): 20,14 e pureza: > 94% (206 nm).
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3.33

3.3.3.1

3.3.3.2

Figura 8: Estrutura composto Neq0752.

\

Neq0752

FONTE: Autoria propria.

Sintese da molécula (S) 3-(3-clorofenil)-N-(1-cianociclopropil)-2-[2-(3-nitro-1H-
1,2,4-triazol-1)acetamido]propanamida: Neq0753 (Figura 9): a rota sintética pode

ser visto na Figura 24.

Intermediario 11: (S) tert-butil N-[2-(3-clorofenil)-1-[(1-
cianociclopropil)carbamonil]etillcarbamato: o 4cido (L) Boc-Cl-Phe (1 eq., 1,0
mmol) foi solubilizado em 7 mL de DMF seco e apds completa solubilizagdo do
acido, foram adicionados HATU (2 eq., 2,0 mmol), DIPEA (4 eq., 4,0 mmol) e 1-
amino-1-ciclopropanocarbonitrila-HCl (1,2 eq., 1,2 mmol) a solugdo, sob
atmosfera de argbnio, e deixado sob agitacdo por 24h. A reacdo foi controlada
por TLC e apds seu término, foi realizada a extragao liquido-liquido com AcOEt
(1x20 mL), solucdo saturada de Brina (1x10 mL), NaHCOs (2X10 mL) e Brina
novamente (2x10 mL). A fase organica foi seca com MgSQO4, concentrada a
vacuo e purificada com coluna cromatografica de silica gel Flash (AcOEt : Hex
50:50). O produto obtido foi um 6leo amarelo, de peso 155 mg (rendimento:
42,6%) e utilizado na reagdo seguinte.

Intermediario 12: (S) 2-amino-3-(3-clorofenil)-N-(1-
cianociclopropil)propanamida: aos 155 mg do intermedidrio obtido na sintese
anterior foram adicionados 7 mL de acido férmico (adicdo feita em banho de
gelo). A mistura ficou sob agitacdo a temperatura ambiente por 16h. A reacdo

foi controlada por TLC e apds seu término, o excesso de acido foi evaporado e
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3.3.3.3

entdo foi adicionada solugcdo de NaOH 1,0 M até pH neutro da solucdo, em
banho de gelo. Apds neutralizagdo, o produto foi extraido com AcOEt (3x10
mL), a fase organica foi seca em MgS04 e concentrada. O produto desta reagdo
foi um 6leo com peso de 109,9 mg (rendimento: 97,8%), utilizado na reagdo
seguinte.

Produto (S) 3-(3-clorofenil)-N-(1-cianociclopropil)-2-[2-(3-nitro-1H-1,2,4-
triazol-1)acetamido]propanamida (Neq0753): o acido (3-Nitro-[1,2,4]triazol-
1)-acético (1 eq., 0,417mmol) foi dissolvido em 10 mL de DMF seco e posto em
banho de gelo para a adi¢cao de HATU (1,1 eq., 0,459 mmol), DIPEA (3 eq., 1,251
mmol) e o intermedidrio obtido da sintese anterior (1eq., 0,417 mmol). A
mistura reacional foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente, sob
atmosfera de argbnio, por 24h. A reacdo foi controlada por TLC e ao seu
término, foi realizada a extracdo com AcOEt (1x20 mL), solugdo saturada de
Brina (1x30 mL), de NaHCOs3 (2x30 mL) e Brina novamente (3x30 mL). A fase
organica foi seca em MgSOs4, concentrada e purificada por coluna
cromatografica de silica gel Flash (AcOEt:Hex 80:20), obtendo-se um sdlido
branco de peso 71 mg (rendimento: 40,2%). Pf: 207,7 — 208,4 °C. RMN *H
(DMSO-ds, 500 MHz): & 9,05 (s, 1H), 8,89 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 8,76 (s, 1H), 7,32
-7,25 (m, 3H), 7,15 (dt, J = 8,5 Hz, J = 2,5 Hz, 1H), 5,14 (d, J = 20,5 Hz, 1H), 5,06
(d, J = 20,5 Hz, 1H), 4,42 (m, 1H), 2,94 (dd, J = 17,0 Hz, J = 7,0 Hz, 1H), 2,82 (dd,
J=17,0Hz,J=11,0 Hz, 1 H), 1,45 (m, 2 H), 0,99 — 0,95 (m, 2 H). RMN 3C (DMSO-
de, 125 MHz): 6 171,5, 164,6, 161,9, 148,1, 139,4, 132,8, 130,0, 129,0, 128,00,
126,6, 120,5, 53,7, 52,4, 37,2, 19,6, 15,6. FTIR (KBr, cm™): 3267, 2243, 1663,
1207, 1038 e 837. ESI-MS (m/z): 416,14 [M-H]" e 418,12 [M+H]*. CLAE:
Cellulose-2 Phenomenex (5um, 250mm x 4,6mm [|.D.), fase movel:
MeOH/Agua: 65:35, T = 32°C, fluxo 0,5 mL/min, rt (min.): 14,81 e pureza >97 %
(206 nm).
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Figura 9: Estrutura composto Neq0753.

Neq0753

FONTE: Autoria propria.

3.3.4 Sintese da molécula (R) N-(1-cianociclopropyil)-3-(1H-indol-3-il)-2-[2-(3-nitro-1H-
1,2,4-triazol-1-il)acetamido]propanamida: Neq0754 (Figura 10): a rota sintética
pode ser visto na Figura 24. O acido (3-Nitro-[1,2,4]triazol-1)-acético (1 eq., 0,37
mmol) foi dissolvido em 10 mL de DMF seco, posto em banho de gelo e adicionado
HATU (1,1 eq., 0,407 mmol), DIPEA (3 eq., 1,11 mmol) e o intermedidrio (D) 2-
amino-N-(1-cianociclopropil)-3-(1H-indol-3-il)propanamida (1 eq., 0,37 mmol), o
qgual foi previamente sintetizado, purificado e caracterizado no grupo. A mistura
reacional ficou sob agitacdo a temperatura ambiente e atmosfera de argbnio por
24h. A reacdo foi controlada por TLC e apds seu término, foi realizada a extracdo
com AcOEt (1x20 mL), solucdo saturada de Brina (3x30 mL), NaHCOs (2x30 mL) e
Brina novamente (2x30 mL). A fase organica foi seca em MgSQOa, concentrada e
purificada com coluna cromatografica de silica gel Flash (100% AcOEt). O produto
obtido tinha peso de 92,2 mg (rendimento: 59%), sendo um sélido amarelo. Pf:
223,7 —224,2°C. RMN H (DMSO-ds, 500 MHz): & 10,87 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 8,98 (s,
1H), 8,83 (d, J = 9,5 Hz. 1H), 8,76 (s, 1H), 7,55 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 10,0
Hz, 1H), 7,11 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 7,06 (dt, J = 10,0 Hz, J = 1,5 Hz, 1H), 6,98 (dt, J =
10,0 Hz, J = 1,5 Hz, 1H), 5,18 (d, J = 20,5 Hz, 1H), 5,09 (d, J = 20,5 Hz, 1H), 4,46 (dd,
J=9,5Hz, J = 8,0 Hz, 1H), 3,09 (dd, J = 18,0 Hz, J = 8,0 Hz, 1 H), 2,97 (dd, J = 18,0 Hz,
J=9,5Hz, 1H), 1,40 (m, 2H), 0,89 (m, 2H). RMN 13C (DMSO-ds, 125 MHz): & 172,6,
164,9, 162,3, 148,5, 136,4, 127,6, 124,2, 121,4, 121,0, 118,8, 111,8, 109,5, 54,0,
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52,9, 28,3, 20,1, 16,0. FTIR (KBr, cm™): 3368, 3294, 2243, 1659, 1250, 1040. ESI-MS
(m/z): 423,16 [M+H]*, 445,15 [M+Na]* e 421,19 [M-H]".

Figura 10: Estrutura composto Neq0754.

Neq0754  ©

FONTE: Autoria Prépria.

3.3.5 Sintese da molécula (S) N-(1-cianociclopropyil)-3-(1H-indol-3-il)-2-[2-(3-nitro-1H-
1,2,4-triazol-1-il)acetamido]propanamida: Neq0755 (Figura 11): a rota sintética
pode ser visto na Figura 24. O 4acido (3-Nitro-[1,2,4]triazol-1)-acético (1 eq., 0,31
mmol) foi dissolvido em 8 mL de DMF seco, posto em banho de gelo e adicionado
HATU (1,1 eq., 0,341 mmol), DIPEA (3 eq., 0,93 mmol) e o intermediario (L) 2-
amino-N-(1-cianociclopropil)-3-(1H-indol-3-il)propanamida (1 eq., 0,31 mmol), o
qual foi previamente sintetizado, purificado e caracterizado no grupo. A mistura
reacional ficou sob agitacdo a temperatura ambiente e atmosfera de argbnio por
24h. A reacao foi controlada por TLC e apds seu término, foi realizada a extracao
com AcOET (1x20 mL), solugcdo saturada de Brina (3x30 mL), NaHCOs (2x30 mL) e
Brina novamente (2x30 mL). A fase organica foi seca em MgS0Oa, concentrada e
purificada com coluna cromatografica de silica gel Flash (100% AcOEt). O produto
obtido tinha peso de 45,4 mg (rendimento: 34,7%), sendo um sélido amarelo. Pf:
224,1 - 225,6°C. RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz): 6§ 10,87 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 8,98 (s,
1H), 8,83 (d, J = 9,5 Hz. 1H), 8,76 (s, 1H), 7,55 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 10,0
Hz, 1H), 7,11 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 7,06 (dt, J = 10,0 Hz, J = 1,5 Hz, 1H), 6,98 (dt, J =
10,0 Hz, J = 1,5 Hz, 1H), 5,18 (d, J = 20,5 Hz, 1H), 5,09 (d, J = 20,5 Hz, 1H), 4,46 (dd,
J=9,5Hz,J=8,0Hz, 1H), 3,09 (dd, /= 18,0 Hz, /= 8,0 Hz, 1 H), 2,97 (dd, J = 18,0 Hz,

J=9,5Hz, 1 H), 1,40 (m, 2H), 0,89 (m, 2H). RMN 3C (DMSO-d¢, 125 MHz): § 172,6,
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164,9, 162,3, 148,5, 136,4, 127,6, 124,2, 121,4, 121,1, 118,8, 111,8, 109,5, 54,1,
52,9, 28,3, 20,1, 16,0. FTIR (KBr, cm™%): 3368, 3294, 2243, 1659, 1250, 1040. ESI-MS
(m/z): 423,16 [M+H]*, 445,15 [M+Na]* e 421,19 [M-H]-.

Figura 11: Estrutura composto Neq0755.

Neq0755 =

FONTE: Autoria prépria.

3.3.6 Sintese da molécula: (5) N-(1-cianociclopropil)-2-[2-(3-nitro-1H-1,2,4-triazol-

3.3.6.1

3.3.6.2

1)aceto amido]-3-fenilpropanamida: Neq0691 (Figura 12): segunda sintese do

composto Neq0691, a qual seguiu a rota sintética da Figura 24.

Intermediario 13: (S) tert-butil N-{1-[(1-cianociclopropil)carbamonil]-2-
feniletil}carbamato: A uma solugdo de &cido (L) Boc- Phe (1 eq., 0,754 mmol)
em 5 mL de DCM seco, em banho de gelo, foram adicionados HATU (1,1 eq.,
0,829 mmol), DIPEA (3 eq., 2,26 mmol) e 1-amino-1-
ciclopropancarbonitrila-HCI (1,2 eq., 0,905 mmol) e deixado sob agitacdo a
temperatura ambiente por 24h, sob atmosfera de argbnio. A reacgao foi
controlada por TLC e apds o término, foi realizada a extracdo liquido-liquido
com AcOEt (1x30 mL), solucdo saturada de NaHCOs3 (3x10 mL) e de Brina (3x10
mL). A fase organica foi seca em MgSQ0s, concentrada a vacuo e purificada com
coluna cromatografica de silica gel Flash (AcOEt : Hex 50:50). O produto final
foi um sélido branco, com peso de 236,4 mg (rendimento da reacdo: 95,2%),
utilizado na reacdo seguinte.

Intermediario 14: (S) 2-amino-N-(1-cianociclopropil)-3-fenilpropanamida:
Aos 236,4 mg do intermediario obtido na sintese anterior foram adicionados 7

mL de acido acético em banho de gelo, deixada sob rotacdao a temperatura
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3.3.6.3

ambiente por 16h. A reacdo foi monitorada por TLC e apds seu término, o
excesso de acido foi evaporado e a mistura foi adicionado gotas de solucdo
solucdo de NaOH 1,0 M, em banho de gelo, até pH neutro. Apds neutralizacao,
o produto foi extraido da mistura por extragao liquido-liquido com cloroférmio
(3x10 mL). A fase organica foi seca com MgS04, concentrada e um dleo
amarelo de peso 80 mg (rendimento: 48,6%) foi obtido e utilizado na reacgao
seguinte.

Produto (S) - N-(1-cianociclopropil)-2-[2-(3-nitro-1H-1,2,4-triazol-1)aceto
amido]-3-fenilpropanamida (Neq0691): para a ativacdao do acido (3-Nitro-
[1,2,4]triazol-1)-acético (1 eq., 0,349 mmol), este foi diluido em 10 mL de DCM
seco, posto em banho de gelo para a adicdo de HATU (1,1 eq., 0,384 mmol),
DIPEA (3 eq., 1,046 mmol) e o intermedidrio obtido na reacdo anterior (1 eq.,
0,349 mmol). A mistura foi deixada sob agitacdo e atmosfera de argonio
reagindo por 24h. A reacdo foi controlada por TLC e apds seu término, foi
realizada a extragao liquido-liquido com AcOEt (1x20 mL), solugdo saturada de
Brina (1x10 mL), NaHCOs (2x10 mL) e Brina novamente (2x10 mL). A fase
organica foi seca com MgSO., concentrada e purificada por coluna
cromatografica de silica gel Flash (100% AcOEt), obtendo 30 mg de produto
(rendimento: 22,4 %).

Figura 12: Estrutura composto Neq0691.

Neq0691

FONTE: Autoria propria.
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3.4 Reagentes usados em ensaios bioquimicos

Os reagentes usados na prepara¢ao das solugées tampado foram: fosfato de sddio
monobadsico e dibasico; etilenodiamino tetra-acético (EDTA); dimetilsulféxido (DMSQ); Triton-
x100; acetato de sédio; glicerol; cloreto de sdédio; substrato Z-Phe-Arg-7-amido-4-
metilcumarina (Z-FR-AMC), todos da Sigma-Aldrich. J4 o reagente Ditiotreitol (DDT) é
proveniente da empresa USB Corporation. Todos os reagentes apresentam certificacdo do

fabricante de pureza > 99%.
3.5 Estudo de inibicao enzimatica.

Os ensaios cinético-enzimaticos foram feitos sob supervisdo do doutorando Ms.

Lorenzo Cianni.

O ensaio biolégico da cruzaina recombinante foi dado através de ensaios
fluorimétricos, utilizando o fluorimetro Biotek® Synergy HT, com o objetivo de monitorar a
taxa de hidrélise do substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-7-amido-4-metilcumarina (Z-FR-AMC,
Sigma-Aldrich), utlizando uma emissdo de fluorescéncia a 460 nm (excitacdo a 355 nm) a
temperatura de 37°C. As reacdes foram acompanhadas por 5 minutos para os inibidores
considerados irreversiveis e de ligacdo rapida. Os ensaios cinético-enzimdticos foram
realizados em uma solucdo de 200 pL contendo tampdo acetato 100 mM, pH 5,5, NaCl 300
mM, DTT 5 mM (ditiotreitol), DMSO a 5% v / v (dimetilsulfoxido), 0,01% v / v Triton X-100 e
0,15 nM de Cruzaina. Foram utilizadas microplacas de fundo plano preto de 96 pocgos
Corning®. A aliquota de estoque da enzima foi rapidamente descongelada a temperatura
ambiente e mantida em gelo até a ativa¢gao, em que foi incubada durante 20 min no tampao
de ensaio (acetato 100 mM, pH 5,5 e DTT 5 mM) seguido por 2 min adicionais com inibidores

antes da reacgado ser iniciada pela adi¢ao do substrato.

Uma inspecdo visual e pré-leitura dos pocos das placas foram realizadas antes dos
ensaios comecarem para verificar uma possivel precipitacdo e fluorescéncia de fundo,
respectivamente. Visto que nenhuma leitura significante de fluorescéncia foi detectada
utilizando o comprimento de onda de emissdo de 460 nm (comprimento de onda utilizado no
ensaio cinético), os potenciais efeitos do filtro interno ndo tiveram que ser levados em

consideracao no experimento.
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A andlise e manipulacdo dos dados foram feita por Sigma Plot 10 e Origin.

3.6 Determinagao dos parametros cinéticos para inibidores de ligacao
rapida.

As velocidades iniciais da hidrélise do substrato para uma reacdo de primeira ordem
foram calculadas utilizando o software Gen5™ Biotek®, baseado na constante de inibicdo

aparente Ky, o qual foi determinada por regressdo nao-linear utilizando a Equacdo 01 abaixo.

Vo
Vs =

- wie E0

Onde, Vs = taxa do estado estaciondrio, Vo, = taxa na auséncia do inibidor e [I] =

concentragdo do inibidor.

A constante de inibicdo é K; pode ser calculada por uma correcao de K’ pela Equacao

02 abaixo.

Kir

ki = (1+[ShKm

(Eq. 02)

Onde, [S] = concentragdo do substrato e Km = constante de Michaelis-Menten.

Uma medida controle foi feita em todos os ensaios enzimaticos utilizando o inibidor
reversivel de rapida ligacdo Neqg0570. Todos os inibidores foram analisados para sete
concentracdes diferentes, as quais ja haviam sido pré-determinadas baseados em uma anélise
prévia (percentagem de inibigdao de 30 a 70%) a uma concentragao de substrato de 2,5 uM (~

Km).1® Todas os ensaios foram realizados em triplicata.

Um exemplo do resultado do ensaio cinético-enzimatico pode ser visto no grafico de
ajusto ndo-linear na Figura 13 abaixo, através do exemplo do ensaio cinético-enzimatico do
composto Neq0710, no qual é possivel observar o monitoramento da hidrdlise catalisada da
cruzaina humana com o substrato Z-FR-AMC na presenca de concentragdes crescentes do
composto Neq0710 (sete concentragdes, sendo a inicial de 10 uM, com diluicdo em série de
0,5). A reacdo (condicBes de pH 5.5, 300 mM NaCl, 5 mM DTT, 5% v/v DMSO, 0.01 % v/v Triton
X-100 e 0.15 nM Cruzaina) iniciou-se com a adicdo do substrato (1,7 uM) apds a incubacdo do
inibidor com a enzima por 2 minutos. Primeiramente foi medida a excitacdao a 360 nm e entdo
a emissdo de fluorescéncia a 440 nm. A unidade de Fluorescéncia (FU) foi corrigida quanto a

fluorescéncia de fundo. E foi construido o grafico da taxa da hidrélise do substrato Z-FR-AMC
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versus a concentra¢cdo do composto de interacdo covalente com a enzima Neq 0710 (ndo

autorizada a publicar a estrutura), obtendo-se uma constante de inibicao aparente (através

de regressdo ndo linear) de K{ =72,2 + 3,6 nM.

Figura 13: Ajuste ndo-linear da curva de inibigéo da cruzaina com o Neq0710, que apresenta comportamento de inibidor de

Vs(RFUsec™)

Y
1

]
1

rdpida ligagdo.

Model Ki (User)
Equation Vo/(1+x'k)

Vo 5.87541 £ 004199

ki T.22433E-8 £ 3.62592E9
R-Sguare(C0D) 0.99938

Ad). R-Square 0.99927

1
5,0x107 1,0x107

Neq0710(M)

FONTE: Ms. Lorenzo Cianni (doutorando do grupo Nequimed).
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4. Resultados e discussoes

A primeira sintese dos compostos Neq0691 e 0692 seguiu a rota sintética mostrado na
Figura 14 abaixo, utilizando como reagente de partida o aminoacido racémico fenilalanina

com seu grupo amino protegido.

Figura 14: Rota sintética para os compostos Neq0691 e 0692. (a) PyBOP, TEA, DCM, a 0°C por 30 min -> hidrocloreto de
ciclopropilamino nitrila, RT, Ar atm, 16h. (b) TFA 10% em DCM, RT, 4h. (c) EDC, dcido (3-Nitro-[1,2,4]triazol-1)-acético , DCM,

Ar atm, 24h.
N

a
OH _)> //

BocNH BochH
Boc-(L,D)Phe
7
b)

HalN

Neq0691+40692 0

FONTE: Autoria propria.

A primeira etapa da sintese consiste no acoplamento do grupo ciclopropilamino nitrila
pela formacao de uma ligacdo amida, utilizando como reagente de acoplamento PyBOP, em

um meio basificado por TEA.

Os reagentes de acoplamento foram criados para superar desafios na sintese de
amidas, tais como rendimentos baixos, racemizacao, reduzir quantidade de subprodutos, etc.
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Os reagentes mais classicos sdo os cloretos de acilas, anidridos mistos, anidridos carbdnicos
ou ésteres ativos, os quais agem através de mecanismos que podem levar a racemizagao
indesejada. Por exemplo, dentre os efeitos indesejaveis do reagente de cloretos de acila estao
a quebra do grupo de protecao no N-terminal do peptideo e racemizagdo. Tal processo de
racemizacdo pode ocorre em cloretos de acila que possuem hidrogénio o em meio bdsico
(TEA), pela formagdo de um ceteno, que posteriormente reage com um nucledéfilo como uma
amina, ocorrendo a perda de quiralidade do carbono quiral do aminoacido de partida (Figura
15). Tentando erradicar ou pelo menos amenizar o problema de racemizagao reagentes de
acoplamento como HOBt s3ao usados como aditivos para suprimir a racemizagdo. Esse
reagente é um alcool que forma uma éster aromatico ativo que aumenta a eletrofilicidade da

carbonila, sendo assim mais susceptivel ao ataque da amina. %!

Figura 15: Racemizagéo com reagente de acoplamento cloreto de acila.
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H R 1 H,NR" H H

RACEMICO

FONTE: Montalbetti, C. A. G. N; Falque, V. 2005.

Alguns reagentes de acoplamento ja trazem em sua composicao o supressor HOBt, tais
como os sais de fosfonio (BOP e PyBOP) e urénio (HATU), os quais podem ser vistos na Figura
16 abaixo. O composto PyBOP foi desenvolvido como substituinte do BOP, por produzir
menos subproduto téxico. O mecanismo proposto de acoplamento utilizando PyBOP (mesmo
para BOP) ocorre com o acido desprotonado pela base TEA reage com PyBOP, produzindo
uma espécie acil-fosfonio ativa e HBOt, o qual reage rapidamente com o acido ativado
produzindo o éster ativo de Bt, o qual sofre ataque nucleofilico da amina.?! O esquema do

mecanismo proposto pode ser visto na Figura 17.
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Figura 16: Estruturas dos reagentes de acoplamento BOP, PyBOP e HATU.
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FONTE: Autoria propria.
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Figura 17: Mecanismo proposto de reagdo utilizando reagente de acoplamento PyBOP.
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A segunda etapa da sintese consiste da remoc¢ao do grupo de protecdo Boc, utilizando
o 4acido TFA 10% e o mecanismo dessa reagdo pode ser visto na Figura 18 abaixo. E possivel
observar a formacdo de um tert-butil carbocation como subproduto durante a reacdo de
desprotecdo. Tal carbocation é desprotonado pela base conjugada do TFA presente no meio,
formando o radical de tert-butil que sobre rearranjo do elétron livre, formando o 2-metil-

propene.

Figura 18: Mecanismo proposto de remogdo do grupo protetor Boc utilizando TFA.
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FONTE: Autoria propria.
Por fim, a ultima etapa da sintese consiste no acoplamento do dacido (3-Nitro-
[1,2,4]triazol-1)-acético ao intermedidrio de amina livre. O agente de acoplamento utilizado

nessa etapa dessa sintese foi o N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida hidroclorado

(EDC-HCL) e 0 mecanismo proposto de reacdo pode ser visto na Figura 19 abaixo.
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Figura 19: Mecanismo proposto de reagdo utilizando reagente de acoplamento EDC-HCI.
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FONTE: Autoria prépria.

Ao final da sintese, apds purificacdo, foi realizada a caracteriza¢ao do produto obtido
pelas andlises de RMN de 'H e 3C e ESI-MS (Figuras 20, 21 e 23) sendo possivel confirmar que
o composto sintetizado possuia a estrutura desejada. No espectro de RMN de *H, foi possivel
observar o dubleto em 8,96 ppm caracteristico do hidrogénio da amida nomeada “d”, um
multipleto na regido entre 7,32 a 7,22 ppm caracteristico do fragmento fenilalanina, dois
dubletos com efeito teto em 5,19 e 5,12 ppm, com Jgeminal = 16,5 Hz, caracteristico dos
hidrogénios geminais nomeados “b,c”, multipleto em 4,46 ppm caracteristico do hidrogénio
ligado ao carbono quiral, dois duplo dubletos em 2,98 e 2,87 ppm, com Jgeminal = 13,5 Hz,
caracteristico dos hidrogénios geminais nomeados “i,j”, e dois multipletos em 1,48 e 0,99 ppm
referentes aos hidrogénios do fragmento ciclopropil. Enquanto que no espectro de RMN de

13C desacoplado, é possivel observar o pico em 120 ppm referente ao carbono da nitrila.
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Figura 20: RMN de *H dos compostos Neq 0691+0692 (DMSO-d6, 500 MHz).
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Figura 21: RMN de 13C desacoplado dos compostos Neq0691+0692 (DMSO-d6, 125 MHz).
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FONTE: Autoria propria.
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Figura 22: RMN de *H dos compostos Neq0691+0692 com troca deuterada.
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Através da analise de RMN de 'H com troca deuterada (Figura 22), foi possivel

confirmar que o hidrogénio da amida nomeada como “f” é responsdvel pelo singleto em 9,095

ppm, enquanto que o hidrogénio do nitro-triazol nomeado como “a

singleto em 8,813 ppm

au_n

Figura 23: Espectro de massas dos compostos Neq0691+0692 obtido por ESI-MS.
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FONTE: Autoria prépria.
E possivel observar no espectro de massas obtido por polarizac3o positiva os picos dos

ions moleculares referentes a 408,13 [M+Na]* e 422,17 [M+K]* m/z.

Foi realizada a separagdo dos enantiomeros por CLAE utilizando coluna quiral e fase
movel MeOH:H,0 50:50, obtendo-se as fragdes 1 e 2 (FR1 e FR2) enantiomericamente puras,

indicadas nos cromatogramas na Figura 24 abaixo.
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Figura 24: Cromatogramas obtidos por CLAE dos compostos: a) Neq0691+0692, rt (min) = 26,86 e 37,83; b) FR1, rt (min) =
26,39; c) FR2, rt (min) = 37.51. Condigées: Cellulose-2 Phenomenex; MeOH:H,0 50:50; fluxo: 0.5 mL.min"L; Vol. inj.: 10 uL; T =
32°C; Pureza > 95 % (254 nm).
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Para ser possivel a identificacdo das fragcdes 1 e 2, o composto Neq0691 foi sintetizado
partindo do acido enantiomericamente puro (L) Boc-Ph, seguindo a rota sintética da Figura 25

abaixo.

Figura 25: Rota sintética para composto Neq0691: (a) HATU, hidrocloreto ciclopropilamino nitrila, DIPEA, DMF, Ar atm, RT,
24h. (b) HCOOH, 0°C, RT, 16h. (c) dcido (3-Nitro-[1,2,4]triazol-1)-acético HATU, DIPEA, DMF, Ar atm, RT, 24h.
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b)

04N

Neq06391

FONTE: Autoria propria.

A rota sintética acima produziu um composto que foi purificado e analisado através de
FTIR (Figura 26), onde foram identificadas as principais bandas do espectro: N-H da amida
(3283 cm™), nitrila (2243 cm™), carbonila (1663 cm™) e a regido de impress3o digital da
molécula (1200 a 800 cm™). A caracterizacdo também foi possivel através da analise por ESI-
MS (Figura 27), onde é possivel observar os picos dos ions moleculares 406,13 [M+Na]* e
422,09 [M+K]* m/z, comprovando entdo ser a estrutura do Neq0691. Através de sua andlise
por CLAE, utilizando coluna quiral, fase moével MeOH:H,0 50:50 e fluxo de injecdo de 0,8
mL.min! foi possivel obter os cromatogramas da Figura 28, concluindo que tal rota sintética

ndo produziu nenhuma enantiomerizacdo ao produto.
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Figura 26: Espetro de infravermelho do composto Neq0691 obtido por FTIR.
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Figura 27: Espectro de massa do composto Neq0691obtido por ESI-MS.
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Além disso, sabendo que o composto sintetizado foi o enantiomero (S), através da

andlise por CLAE do composto Neq0691 (obtido pela 22 rota sintética) e das fragdes 1 e 2

obtidas da sintese racémica, foi possivel identificar tais fracdes 1 e 2 como o produto puro

Neq0691 e 0692, respectivamente.

Figura 28: Cromatogramas dos compostos Neq0691 e 0692, enantiomericamente puros, apos andlise por CLAE com rt (min.)

de: a) 19,166 para Neq0691 e b) 27,225 para Neq0692. Condigdes: Cellulose-2 Phenomenex; MeOH:H,0 50:50; fluxo: 0,8

mL.minL; Vol. inj.: 10 uL; T = 32°C; Pureza > 99 % (254 nm).
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O mecanismo da reacdo quando se utiliza HATU como reagente de acoplamento pode

ser visto na Figura 29. Neste caso, a forga motriz para que a reagao ocorra é a formacgao da

ureia como subproduto, além d formacao do éster 1-hidroxil-7-azabenzotriazol, o qual é muito

reativo quando na presenca de aminas .2

Figura 29: Mecanismo proposto de reagdo utilizando HATU como reagente de acoplamento.
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-HOAt

Tal mecanismo acontece tanto na primeira etapa da sintese (acoplamento da

ciclopropilamino nitrila) quanto na ultima etapa de acoplamento com o acido (3-Nitro-

[1,2,4]triazol-1)-acético. A reacdo de remocdo do grupo Boc com acido férmico da-se de

maneira analoga ao mecanismo proposto para a desprote¢cdo com acido TFA, como mostrado

anteriormente na Figura 18.
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Para a sintese do compostos Neq0752 e 0753 foi seguida uma rota sintética andloga a
sintese do Neq0692 (Figura 25), utilizando como aminoacidos de partida o (D) Boc — Cl- Ph e
(L) Boc — Cl — Ph, respectivamente. O composto Neq0753 foi analisado por RMN *H, 13C e ESI-
MS (Figuras 30, 31 e 32, respectivamente) para sua caracterizagao estrutural. No espectro de
RMN de *H é possivel observar os picos caracteristicos dos hidrogénios diastereostdpicos “b,c”
(com Jgeminal de 20,5 Hz) e os hidrogénios geminais “i,j” ((com Jgemina de 17,0 Hz), hidrogénio
das amidas, do nitro-triazol, do fragmento meta-Cl-Ph e do hidrogénio ligado ao carbono
quiral. No espectro de RMN de 3C é possivel observar o pico caracteristico do carbono da
nitrila em 120 ppm. E no espectro de massas, é possivel identificar os picos dos ions
moleculares para as polariza¢bes positiva e negativa: 418,12 [M+H]* e 416,14 [M-H] m/z, além
de ser possivel identificar o padrdo isotépico de um cloro em 420,11 m/z, caracteristico do

fragmento meta-Cl-Ph.
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Figura 30: Espectro de RMN de H do composto Neq0753 (DMSO-d6, 500 MHz).
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Figura 31: Espectro de RMN de 13C do composto Neq0753 (DMSO-d6, 125 MHz).
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Figura 32: Espectros de massas do composto Neq0753: a) +MS; b) +MS2 c) -MS.
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O composto Neq0752 foi analisado apenas em FTIR e ESI-MS (Figura 33 e 34,
respectivamente) para sua caracterizacdao, podendo ser identificadas as bandas mais
importantes no espectro de infravermelho: N-H da amida (3267 cm™), nitrila (2243 cm),
carbonila (1663 cm™) e a regido de impressdo digital da molécula (1200 a 800 cm). No
espectro de massas podem ser identificados os picos dos ions moleculares 418,12 [M+H]*,
416,14 [M-H] m/z e o padrdo isotépico de um cloro referente ao pico 420,11 m/z utilizando
polarizacdo positiva.

Figura 33: Espectro de infravermelho do composto Neq0752 obtido por FTIR.
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Figura 34: Espectros de massas do composto Neq0752: a) +MS, b) +MS2 e c) —-MS.
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Além disso, através da andlise em CLAE utilizando coluna quiral e fase movel

MeOH:H,0 65:35, foi possivel obter os cromatogramas da Figura 35 abaixo, provenientes dos

compostos Neq0752 e 0753. E possivel observar em cada cromatograma que através das

sinteses foram obtidos produtos enantiomericamente puros. O composto Neq0752 nas

condicOes apresentadas, apresenta um tempo de retencdo de 20,145 minutos, enquanto que

o composto Neq0753, nas mesmas condi¢des apresentou um tempo de reten¢ao de 14,813

minutos.
Figura 35: Cromatogramas obtidos por CLAE dos compostos: a) Neq0753 e b) Neq0752.
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Para a sintese dos compostos Neq0754 e 0755 foi seguida a rota sintética da Figura 25,

utilizando como reagente de partida a amina ja desprotegia (R) e (S) 2-amino-N-(1-
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cianociclopropil)-3-(1H-indol-3-il)propanamida, respectivamente, previamente sintetizadas,
purificadas, caracterizadas e gentilmente fornecidas pelo doutorando do grupo Ms. Lorenzo
Cianni. Ambos os produtos finais apresentaram aspecto amarelo sdélido e através de andlises
de RMN de H, 13C, FTIR e ESI-MS, foi possivel confirmar que os produtos apresentavam as

estruturas desejadas.

Apenas o composto Neq0754 foi analisado quanto a RMN de 'H e '3C (Figuras 36 e 37,
respectivamente), sendo possivel novamente observar os picos caracteristicos da estrutura
base da molécula, como jd explicado anteriormente, além de apresentar os picos de
hidrogénio caracteristicos do fragmento indol na regido aromatica (entre 7,6 e 6,9 ppm) e na
regido de baixo campo magnético do espectro referente ao N-H do indol (singleto em 10,86
ppm). No sinal de dois dupletos com efeito teto em 5,18 e 5,09 ppm referentes aos hidrogénios
diastereotdpicos “b,c”, tem-se um Jgemial = 20,5 Hz, enquanto que para o sinal de dois duplo
dupletos em 3,09 e 2,97 ppm referentes aos hidrogénios geminais “i,j”, tem-se um Jgeminal =
18,0 Hz .Na Figura 38 tem-se o espectro de massas, onde é possivel observar os picos dos ions

moleculares 423,16 [M+H]*, 445,15 [M+Na]*, 421,19 [M-H] e 341,11 m/z, o qual pode ser

referente ao fragmento da molécula que perdeu o fragmento i6nico metilciclopropano nitrila.
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Figura 36: Espectro de RMN de H do composto Neq0754 (DMSO-d6, 500 MHz).
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Figura 37: Espectro de RMN de 13C do composto Neq0754 (DMSO-d6, 125 MHz).
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Figura 38: Espectro de massas do composto Neq0754
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O composto Neq0755 foi analisado apenas por FTIR e ESI-MS (Figuras 39 e 40,

respectivamente). No espectro de infravermelho, foram identificadas as bandas mais

importantes: N-H do indol (3368 cm™), N-H da amida (3294 cm™), nitrila (2243 cm™), carbonila

(1659 cm™) e a regido de impressio digital da molécula (1200 a 800 cm™). Também foi possivel

identificar na analise por +MS, -MS e +MS2, os mesmos picos dos ions moleculares

encontrados na Figura 36 acima, tal como o pico de 341,11 m/z referente ao fragmento da

molécula que perdeu o fragmento metilciclopropano nitrila.

Figura 39: Espectro de infravermelho do composto Neq0755 obtido por FTIR.
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Figura 40: Espectro de Massas do composto Neq0755 (a) MS+. (b) MS2 e (c) MS-.
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Contudo, ndo foi encontrada nenhuma condicdo satisfatéria para a separacao

enatiomérica dos compostos Neq0754 e 0755 por CLAE.

Através dos ensaios cinético-enzimdticos por Fluorimetia, foi possivel avaliar o
potencial de inibigdo dos compostos sintetizados observando a taxa de reagdo de hidrdlise do
substrato Z-FR-AMC pela enzima cruzaina. Para ser possivel a determinacdo do K de cada
composto, primeiramente foi necessdria a determinagao da constante de Michaelis-Menten
Km, para se ter as condi¢des apropriadas para o ensaio: condi¢des de pH 5,5, 300 mM NacCl, 5
mM DTT, 4% v/v DMSO, 0,01 % v/v Triton X-100 e 0,15 nM Cruzaina) + substrato (2,5 uM) apds
aincubacdo do inibidor (7 concentragGes, partindo de 100 uM) com a enzima; excitacdo a 360
nm e emissao de fluorescéncia a 440 nm. Obteve-se por regressdo nao-linear as curvas do
comportamento de inibicdo da enzima na presenca do substrato e dos inibidores (Figuras 41,

42 e 43).
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Figura 42: Curva de inibigéo da cruzaina pelos compostos Neq0752 (a) e 0753 (b).
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Figura 43: Curva de inibigéo da cruzaina pelos compostos Neq0754 (a) e 0755 (b).
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Através da andlise das curvas de inibicdo enzimatica, foi possivel calcular os valores de

Ki e consequentemente os pK; de cada composto sintetizado, representados na Tabela 2.
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Tabela 2: Avaliagdo do potencial dos compostos dipeptil-nitrilas contra Cruzaina.

9300 7,0 x1077

*Valores para consideragdo de pureza enantiomérica.

FONTE: Autoria propria.

Observa-se pela Tabela 2 que apenas os compostos Neq0691, 0753 e 0755
apresentaram pKi maiores que 5,0 (valor de controle do grupo), partindo de concentracao
inicial de 100 uM, ou seja, apenas estes compostos apresentaram um potencial de inibicdo de

interesse para os estudos atuais do grupo.

E possivel observar que os (S) enantidmeros apresentaram maior afinidade com a
enzima do que os (R) enantidmeros, como estudos anteriores do grupo ja haviam mostrado.?°
Além disso, através de estudos de Matched Molecular Pair (MMP), os compostos Neq0570
(pKi = 6,48) e Neq0692 (pKi = 5,71), é possivel observar que a substituicdo do fragmento de

benzoila em P3 pelo (3-Nitro-[1,2,4]triazol-1)-acético diminui o pKi em 0,77 unidade.

Por andlise de Relacdo Estrutura-Atividade (SAR), é possivel compreender a
discrepancia de resultado para quando ocorre a substituicdo em P2 do fragmento de
fenilalanina por meta-Cl-Ph, que segundo estudos anteriores mostram o aumento do pKi
provavelmente devido a intera¢do no subsitio S2 com o residuo de aminoacido Met68.%°

Porém, ao fazer a substituicdo em P3 do fragmento de benzoila por (3-Nitro-[1,2,4]triazol-1)-
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acético, ndo se observa tal aumento de pKiesperado, devido a distor¢ao espacial causada pela

insercao de um grupo volumoso no subsitio S3.

Apesar de os compostos sintetizados apresentarem menores pKi que o composto
controle (Neg0570), ou seja, uma menor afinidade da enzima para com os compostos, ensaios
in vitro nas cepas tripomastigotas Tulahuen lacZ, Y e CL Brener para analise do potencial
tripanossomicida e potencial citotoxicoldgico sdao os passos futuros desse trabalho, devido a

natureza hibrida de tais moléculas.
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5. Conclusdo e Planejamento

Foi possivel sintetizar os compostos Neq0691, Neq0692, Neq0752, Neq0753, Neq0754
e Neq0755 propostos no projeto, obtendo-se baixos rendimentos para as sinteses iniciais e
rendimentos razoaveis para as duas ultimas sinteses: 10,4%, 0,8%, 16,5%, 17%, 59% e 34,7%

(respectivamente).

Através dos ensaios cinético-enzimatico por Fluorimetria, foi possivel obter o pKi dos
compostos, sendo estes menores do que o pKi do composto controle Neq0570. Além disso, os
dados obtidos no trabalho convergem com os dados previamente obtidos no grupo, de que a
enzima Cruzaina apresenta maior afinada com os (S) enantidmeros do que os (R)

enantidmeros.

Por estudos de MMP, foi possivel concluir que a substituicdo em P3 do fragmento de
benzoila por (3-Nitro-[1,2,4]triazol-1)-acético diminui o pKi em 0,77 unidade. E por SAR, foi
possivel compreender que a discrepante diminuicao do pKi ao realizar a substituicdo em P2
do grupo fenilalanina por meta-Cl-Ph deve-se a adicional substituicdo em P3 pelo fragmento
volumoso (3-Nitro-[1,2,4]triazol-1)-acético, que pode causa uma distor¢do espacial que como
consequéncia ndo ocorre mais a interacdo no subsitio S2 do fragmento meta-Cl-Ph com o

residuo de aminoacido Met68.

Dentro do planejamento para os futuros passos estao: ensaios in vitro das moléculas
sintetizadas para o conhecimento de seus potenciais tripanossimocidas e potencial
citotoxicoldgico; continuar a estudar e utilizar o planejamento baseado em hipéteses com
ciclos de sintese-ensaios-sintese para identificar novos candidatos a farmacos, utilizando

como warhead o grupo nitrila na posicao P1.
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