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Resumo

A enzima cruzaina, expressa durante todo o ciclo de vida do parasita Trypanosoma
cruzi (T. cruzi), é a principal cisteino protease desse parasita e, vem se apresentando
como alvo promissor para o tratamento da doenca de Chagas. Neste trabalho, foi
sintetizada uma série de dipeptidilnitrilas que apresentam atividade sobre a enzima
cruzaina em concentracdoes da ordem de micromolar. Esses compostos apresentam
também atividade diante do parasita 7. cruzi, sendo prototipico o composto 09, um
dos mais potentes, capaz de inibir a enzima de forma reversivel com ICsy, de
1,89 £ 0,11 uM  (pIC50=5,7) e, o parasita na forma epimastigota, ICsy de
2,7+0,3 uM (pICsp = 5,6). Foi constatado que o composto 09 é cerca de 40% mais
potente que o farmaco benzonidazol (BZ), que foi usado como controle nos ensaios
das moléculas sintetizada sendo que o BZ apresentou pICsy = 4,6.

Os compostos 09 e 07 apresentam efeito similar diante do 7. cruzi. Estes dois
compostos foram marcados mediante a incorporacdo de um fluor6foro Bodipy e,
finalmente, analisados por microscopia confocal para identificar processos bioldgicos
especificos e a resposta celular in vitro nas moléculas, assim como a determinagdo do
mecanismo de morte celular, bem como de alteragdes morfoldgicas dos parasitas
causadas pelos compostos.

Os resultados sugerem que estas dipeptidilnitrilas sintetizadas apresentam potencial
para tratamento da doencga de Chagas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, doenca de Chagas, Dipeptidilnitrilas, Cruzaina,

Bodipy.



Abstract

The Cruzaine enzyme, a cysteine protease expressed throughout the life cycle
of the parasite Trypanosoma cruzi (T. cruzi), is the main cysteine protease of this
parasite and has been presented as a promising target for the treatment of Chagas’
disease. In this work, we have synthesized a series of dipeptidylnitriles that have
activity against the enzyme cruzaina in micromolar concentrations. These compounds
also present activity against the parasite 7. cruzi, the prototypical compound (09)
being one of our most potent compounds, which inhibits the enzyme with ICs, of 1.89
89+ +£0.11 uM (pICsy pICso = = 5.7), and against the parasite (trypomastigote form)
ICsp of 2.7 7+ £0.3 3 uM (pICsp pICsp = =5.6), compound 9 is 40% more potent
than the drug Benzonidazole (BZ) which was used as a control in the assays of these
molecules, this (BZ) had pICs pICso ==4.6.

Compounds 09 and 07 have a similarity in the assays against the 7. cruzi
parasite, these two compounds were labelled by the incorporation of
borodipyrromethene family fluorophores (Bodipy) and finally, they were monitored
by microscopy confocal, to identify specific biological processes or some cellular
response in vitro to these molecules, cell death mechanisms and, morphological

variations of the parasites by the compounds.

The results suggest that these synthetized molecules present potential to the

treatment of Chagas disease.

Keywords: Trypanozoma cruzi, Chagas disease , dipeptidylnitriles, Cruzaine, Bodipy
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas apresenta uma evolucdo clinica essencialmente cronica, e €
classificada pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) como enfermidade
negligenciada. A ocorréncia da doenca principalmente no continente americano, onde ha
mais de 140 espécies do inseto vetor (Triatominae, Hemiptera, Reduviidae), fez com
que ela fosse conhecida também por tripanossomiase americana. No entanto, a doenca
tem sido cada vez mais diagnosticada em paises ndo-endémicos, efeito, sobretudo, do
deslocamento de pessoas infectadas. A doenca recebeu esse nome como homenagem ao
pesquisador brasileiro e médico sanitarista dr. Carlos Justiniano Ribeiro Chagas, que em
1909 descreveu a etiologia da doencga e identificou seu agente etioldgico, um protozodrio
hemoflagelado denominado Trypanosoma cruzi (T. Cruzi).

A OMS estima aproximadamente 8 milhdes de pessoas infectadas pelo parasita
T. cruzi, provocando mais de 10 mil mortes anuais por complicacdes relacionadas a
doenca, e mais de 25 milhdes de pessoas suscetiveis a ela, a maioria no continente
americano, principalmente na América Latina, onde a doenga tornou-se endémica em 21
paises, matando mais pessoas nesta regido do que qualquer outra enfermidade

.. . L. . . 2
transmitida por parasitas, como maléria ou leishmaniose.

A contaminag@o acontece principalmente pelo contato com as fezes do inseto
vetor (conhecido como barbeiro), podendo também ocorrer por transfusdo de sangue,
transplante de Orgdo, ingestdo de alimentos contaminados e transmissdo congénita.
Atualmente o vetor pertence a uma familia de aproximadamente 130 espécies, das quais

cerca de doze podem transmitir a doenca. > *+?

A infeccdo pelo parasita 7. cruzi apresenta duas fases, aguda e crdnica, para cada
uma dessas as manifestacOes clinicas sdo bem diferentes. A fase aguda na maioria das
vezes € bem discreta e assintomatica, imperceptivel; no entanto, apresenta manifestacoes
oligossintomdticas ou sintomdticas. Quando sintomadticas, observa-se alteracio
bipalpebral unilateral (sinal de Romaiia), e manifestacdes comuns a outras doengas

como adenomegalia e hepatoesplenomegalia.6
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A fase aguda pode levar a morte em casos graves, principalmente por
meningoencefalite, manifestacdo clinica fatal na maioria dos casos em menores de dois
anos. Os sintomas na fase cronica aparecem apds um periodo de laténcia de 10 a 15
anos. Durante esse periodo os individuos nao apresentam sintomas; apés, cerca do 30%
das pessoas cronicamente infectadas poderdo apresentar alteracdes cardiacas e
aproximadamente 10% poderdo apresentar alteracdes digestivas, neuroldgicas ou mistas.
A forma cardiaca € caracterizada por distirbios de condugdo e insuficiéncia cardiaca,
eventualmente pode ocorrer morte stibita por arritmia. A forma digestiva € caracterizada
por um aumento exagerado do esdfago e célon (megaesdfago e megacdlon) e eventual
hemorragia digestiva. J4 a forma mista é caracterizada pela simultaneidade das formas

. g T
cardiaca e digestiva.

Quanto ao aspecto socioecondmico, a doenga resulta ter grande impacto na
América Latina. Somente no Brasil estima-se prejuizo de mais de 1,3 bilhdes de délares
em saldrios e produtividade industrial decorrente de trabalhadores infectados pela
doenca de Chagas.8 Em 2008, a Colombia destinou cerca de 267 milhdes de ddlares ao
tratamento de pacientes infectados. Sao mais de 7 milhdes de pessoas do Sul dos

Estados Unidos a Patagdnia infectadas, e mais de 10 mil mortes anuais.”*

Apesar das graves consequéncias socioecondmicas, as doengas tropicais ndo sao
vistas pela industria farmac€utica como um mercado atraente para impulsionar
investimentos no desenvolvimento de novos farmacos, pois quem mais necessita dos
medicamentos ndo garante o retorno financeiro pretendido. Por isso, doencas como
malaria, leishmaniose, Tripanossomiase Africana e doenga de Chagas sdo geralmente

. . . 9
denominadas como “doencas negligenciadas”

1.2 Doenca de Chagas no Brasil

Apesar do elevado impacto econdomico que a doenga de Chagas provoca no
Brasil, as estatisticas apresentam um lento avang¢o no seu controle e tratamento efetivo.
No final dos anos 1970, 711 municipios de 18 estados foram identificados como zonas
endémicas. As de maior incidéncia e com maior risco de transmissdo da doenga sido os

estados da Bahia, Ceard, Minas Gerais, Alagoas, Maranhao, Mato Grosso do Sul, Goids,
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Sergipe, Sao Paulo e Tocantins; dos quais Minas Gerais apresenta maior prevaléncia,
além de ser o lugar onde foi descoberta a doenga.10

Entre os anos 1979 e 2009, realizou-se um estudo de tendéncia em que se
verificou que dos 27.560.043 6bitos analisados, 172.066 mortes tiveram a doenga de
Chagas como causa bésica.''

No estado de Sao Paulo, no periodo de 1985 a 2006 foram identificados 40.002
6bitos relacionados a doenga de Chagas, dos quais 34.917 (87,3%) como causa bdsica e
5.085 (12,7%) como causa associada.'?

Entre os anos 2006 e 2010 foram notificados 799 casos de doenca de Chagas
aguda, com indice de letalidade de 2,25%. No estdgio cronico, onde estd a maioria dos
chagésicos, 30 a 40% dos casos evoluem para formas graves de cardiopatia e/ou
megaformacOes digestivas, o que provoca grande impacto nos sistemas de saude
publica."

. 4 AL: ~ 17
Figura 1: Areas endémicas com ac¢des de controle no Brasil

Doenca de Chagas Y
Area endémica e coberta com agoes de controle

Fonte: Guia de Vigilancia Epidemiolégica (2005, p. 302).

Portanto, o controle e tratamento de pacientes e a reducdo da ocorréncia da
doenca de Chagas € um grande desafio para América Latina. A busca por novos
farmacos de forte indicacdo do efeito curativo, com ou sem baixo efeito tdxico,
permitindo a identificacio de compostos eficazes a baixo custo de producdo é de

- 14; 1
extrema necessidade.'* °
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1.3 o Trypanosoma cruzi

O protozodrio flagelado 7. cruzi, da ordem cinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Trypanosoma, € o agente etioldgico da doenca de Chagas. O
parasita possui um complexo ciclo bioldgico do tipo heteroxénico, que envolve um
hospedeiro invertebrado e outro vertebrado e apresenta trés formas principais distintas:
(i) epimastigota, forma presente no vetor e em cultura axénica; (ii) tripomastigota, forma
circulante e infectante, encontrada no hospedeiro vertebrado (tripomastigota sanguinea)
e invertebrado (tripomastigota metaciclico); e (iii) amastigota, forma de replicacdao
intracelular.'”* '® O parasito passa por uma fase de multiplicacdo intracelular no
hospedeiro vertebrado (homem e mamiferos) e extracelular no inseto vetor

(triatoml’neos).5

O género Trypanosoma apresenta espécies que infectam vertebrados de todos os
grupos (peixes, aves, répteis e mamiferos), tendo como principal vetor de transi¢do os
invertebrados hematéfagos. 17
Centenas de espécies de Trypanosoma foram observadas em infeccdo de mamiferos,
com mais de uma podendo infectar o mesmo hospedeiro. Apenas as espécies 7. brucei
gambienc e T. b. rhodesiense na Africa, e T. cruzi e T. rangeli nas Américas, infectam o
homem. Com excec¢do de T. rangeli, essas espécies sao consideradas patogénicas para o

18; 1
homem.'® ?

Considerando o mecanismo natural de infeccdo pelo 7. cruzi, os tripomastigotas
eliminados nas fezes e urina do vetor, durante ou logo apds o hematofagismo, penetram
pelo local da picada e causam a contaminagdo. Em seguida, os parasitas sdo fagocitados
e uma vez dentro da célula, ocorre a transformacio dos tripomastigotas em amastigotas,
que se multiplicam por divisdo bindria simples. Depois, ocorre a diferenciacao dos
amastigotas em tripomastigotas, que sdo liberados da célula hospedeira caindo no
intersticio. Esses tripomastigotas caem na corrente circulatdria, atingem outras células
de qualquer tecido ou 6rgdo para cumprir novo ciclo celular ou sdo destruidos por
mecanismos imunolégicos do hospedeiro. Podem ainda ser ingeridos por triatomineos,

- . 20
onde cumprirdo seu ciclo extracelular.

No estdmago do inseto os parasitas se transformam na forma epimastigota. No

intestino médio, os epimastigotas se multiplicam por divisdo bindria simples, sendo,
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portanto, responsdveis pela manutencdo da infeccdo no vetor. Na por¢cdo terminal do
tubo digestivo, os epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas (infectantes para os
vertebrados), sendo eliminados nas fezes ou urina. Normalmente, é essa a descricao

P . . .20
classica adotada para o ciclo do T. cruzi.

1.4 Tratamentos da doenca de Chagas

No que se refere ao tratamento, o cardter negligenciado da doenca é evidenciado
pela limitagcdo das opg¢Oes terap€uticas e o baixo investimento das empresas
farmacéuticas. O caso da doenca de Chagas € ainda mais grave, ao ponto de alguns
pesquisadores a considerarem uma doenca tropical “supernegligenciada”, onde s6 o 5%
do investido para doencas negligenciadas € destinado a doencas extremamente
negligenciadas.16 Os unicos farmacos disponiveis para o tratamento da doenga sdo ativos
apenas na fase aguda da doenca e sd@o os mesmos introduzidos hd mais de 40 anos:
nifurtimox (Lampit®) e benzonidazol (Rochagan®)(Figura 2). Devido a natureza
empirica da descoberta e desenvolvimento do nifurtimox e do benzonidazol, esses
farmacos foram registrados e utilizados clinicamente por vdarios anos sem um
entendimento claro dos seus mecanismos de acdo. Atualmente, sabe-se que a acdo
antiparasitdria do nifurtimox esti associada a producdo de grandes quantidades de
espécies reativas de oxigénio (tais como anions, superoxidos e per6xido de hidrogénio),
resultantes da reagdo do oxigénio com metabdlitos nitro-anions instdveis produzidos a
partir do grupo nitro presente na molécula. Entretanto, a citotoxicidade do benzonidazol
ndo estd associada a geracdo de niveis significantes de espécies reativas toxicas de
oxigénio; ao contrdrio, estd provavelmente associada ao estresse redutivo, o qual
envolve modificagdes covalentes de macromoléculas por intermedidrios de nitro-

~ 16;21
reducdo.'®

Ademais, o tratamento sé resulta efetivo na fase aguda da doenca. Ha efeitos
colaterais severos como anorexia, perda de peso, vomito, ndusea e diarreia. Por serem os
quimioterdpicos teratogénicos, apresentarem alto custo, dentre outros motivos, a
empresa Bayer AG diminuiu a fabricagdo do nifurtimox, produzido agora somente em
El Salvador e ja ndo mais comercializado no Brasil, fazendo com que o medicamento de
primeira escolha para o tratamento da doenga seja o benzonidazol, atualmente produzido
no Brasil e distribuido por meio de solicitacdo junto ao Ministério de Satide, ndo

havendo distribuicio ao mercado farmacéutico geral.’
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Figura 2: Representacdo das estruturas quimicas do nifurtimox e benzonidazol

RN 0 s/

Nifurtimox Benzonidazol

Fonte: Autoria proprid.

Um estudo feito no Brasil no ano 2013, publicado na revista Plos One,7 mostrou
que de 179 pacientes tratados com benzonidazol em fase aguda da doenga de Chagas por
via oral, e que tiveram um acompanhamento durante um periodo de 5 a 6 anos, ocorreu
cura soroldgica em 26,3%, mais evidente durante o quarto ano apds o tratamento. Outros
2,7% evoluiram com cardiopatia cronica leve a moderada, e 73,7% persistiram com a

doeng;a.7

1.5 Perspectivas terapéuticas

No cendrio terapéutico mais recente no tratamento da doenca de Chagas, t€m
sido incorporados triazois em numerosos ensaios (em modelos in vitro € in vivo). Alguns
desses compostos tém sido usados em ensaios clinicos, gerando novas expectativas no
tratamento da doenca. Um dos farmacos mais estudados dessa familia é o posaconazol
(farmaco comercial utilizado para tratamento de infec¢des invasivas) (Figura 3), que
apresentou resultados promissores tratando a doenca em modelos animais em ambas
fases (aguda e cronica), porém nao mostrou efetividade em ensaios clinicos, pois
apresentou atividade nos testes em humanos frente ao 7. cruzi mas comprovou-se que

nao consegue curar a doencga sem o uso de medicamentos complementares.
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Figura 3: Representagdo da estrutura quimica do posaconazol

@)
/~ \ >¥N Z
O N~

< S Posaconazol

Fonte: Autoria proprid.

1.6 Cisteino proteases como alvos terapéuticos para a doenca de chagas

Estudos realizados na década de 1990 demonstram a eficdcia terapéutica de
inibidores de cisteino proteases em modelos experimentais de doengas parasitirias como
doenca de Chagas e leishmaniose.”* **

O composto K777 ou K11777 (Figura 4) € atualmente o inibidor de cisteino
protease mais estudado para o tratamento da doenca de Chagas. Ele se liga
irreversivelmente a cruzaina por meio da adi¢do nucleofilica da cisteina catalitica ao
grupo vinil sulfona presente em sua estrutura.”* Esse inibidor foi capaz de bloquear as
etapas de diferenciacdo celular e produziu um efeito letal sobre o parasita.22 Engel e
colaboradores descreveram as principais modificacOes ultraestruturais relacionadas a
acdo desse composto contra a forma epimastigota do 7. cruzi, por meio do bloqueio do
processamento autocatalitico da cruzaina no complexo de Golgi, acimulo de material
proteico nao processado, choque osmoético e lise celular.”

Além disso, o K777 promoveu a cura parasitolégica em estudos in vivo
realizados em modelos de camundongos infectados com 7. cruzi. O K777 nao conseguiu
avancar em estidios pré-clinicos pelo fato de que ao se ligar irreversivelmente a cisteina
catalitica das cisteino proteases, ele apresentava efeitos off-target, inibindo cisteino

< . 25
proteases homdlogas presentes em nosso corpo, gerando efeitos adversos.

Figura 4: Estrutura molecular K11777 (K777)
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Fonte: Autoria Proprid.

1.7 A enzima cruzaina

A enzima cruzaina é uma cisteino protease chave no 7. cruzi, pois € a principal
protease deste, essencial para a sobrevivéncia do parasita. Essa enzima estd envolvida
em todas as fases do ciclo de vida do 7. cruzi e pertence a superfamilia papaina de
cisteino proteases, com estrutura e funcdes similares as enzimas humanas catepsina B,
L, K, S, Fe V.”*? Ela estd envolvida na replicacdo, diferenciacao celular do parasita e
nutricdo com a hidrélise de proteinas do hospedeiro, além de essencial para a infeccao

. . . . - - . 28.29-
das células hospedeiras, metabolismo e imunoevasdo (evasdo da resposta imune).”® >

A cruzaina catalisa reages de hidrélise de ligacOes peptidicas e seu nimero de
classificagdo segundo a comissdo de nomenclatura de enzimas (Enzyme Commission) é
EC 3.4.22.51. Os numeros 3, 4 e 22 correspondem, respectivamente, a classe de
hidrolases, a sua atuacdo em ligacdo peptidica e ao grupo de cisteino endopeptidases,

2 4 T . 2
enquanto 51 é o ndmero especifico da cruzaina.

A estrutura cristalografica da cruzaina Figura 5 revela que ela € composta por uma
cadeia polipeptidica de 215 residuos de aminos, dobrada em dois dominios. Um dominio
¢ principalmente helicoidal (dominio L), e o outro € composto por folhas 3 antiparalelas
(dominio R). Para as enzimas da familia da papaina, existe uma extensa fenda entre os
dois dominios, em que estd localizado o sitio ativo, sendo a triade catalitica composta

pelos residuos Cys25, His159 e Asnl75.7"

Figura 5: Estrutura cristalografica da cruzaina (PDB: 2AIM). Em destaque, os residuos que participam do
mecanismo catalitico
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Fonte: Protein Data Bank PDB: 2AIM.

As proteases t€ém um papel importante em vAarios processos patolégicos, pois
estdo implicadas em doencas como artrite reumatoide, doencas cardiovasculares,

. - . .. A . 2
infec¢Oes bacterianas e virais, cancer e doenca de Alzheimer.’

Todas as cisteino proteases t€m em comum um sitio ativo que consiste de
residuos dos aminodcidos cisteina, histidina e glutamina. A cisteina e a histidina formam

um par i0nico estabilizado pela glutamina. 2

A cruzaina possui provas de validagdo pré-clinica como um alvo de farmacos
vidvel. Vdrios inibidores dessa protease, com diferentes esqueletos moleculares e
mecanismos cataliticos, mostraram ser capazes de curar a infeccdo em modelos

. 33, 34; 35
celulares, caninos e em ratos.

Inibidores seletivos desta enzima bloqueiam a
proliferacao do parasito epimastigota extracelular e amastigota intracelular, e suspendem
a metaciclogénese (transformacdo de epimastigotas para tripomastigotas

o1 34,28, 36
metaciclicos).

A cruzaina e demais cisteino proteases sdo efetivamente moduladas por vdrias
classes de inibidores covalentes baseados no estado de transi¢do da reacdo catalisada
pela enzima. Nestes compostos estdo presentes grupos (warheads) contendo um atomo

de carbono, susceptivel ao ataque nucleofilico efetuado pela cisteina ativada presente no
22



sitio ativo da enzima. Este ataque, dependendo da natureza do warhead, pode promover
a ligacdo dos compostos de forma irreversivel e reversivel. Usualmente, a inibicio
reversivel envolve intera¢do ndo covalente entre a enzima e o inibidor, mas, em alguns
casos, a ligacdo covalente formada € 14bil o bastante para ser hidrolisada e liberar as

. . 12
duas moléculas envolvidas.

1.8 Sintese e modificacoes estruturais de substancias bioativas

A sintese e modificacdo estrutural sdo essenciais na introduc¢do de novos farmacos
na terapéutica. O processo de modificacdo estrutural permite que as propriedades
desejdveis em uma molécula sejam ressaltadas, mediante a retirada, substitui¢do ou
introducdo de novos grupos quimicos, cuja participacdo na atividade da molécula €
determinante. A modificacdo estrutural, surgida no final do século XX, como suporte
racional para o planejamento de novos farmacos, permitiu que este processo resultasse

” . ~ . Avpin 37
util na introdugdo de farmacos na terapéutica.

A introducdo de um substituinte pode produzir modificagdes atingindo vdrias
propriedades fisico-quimicas da molécula, como hidrofobicidade, densidade eletronica,
conformacdo estrutural, propriedades farmaco-cinéticas etc., cuja andlise podera orientar
as sinteses a serem seguidas.3 8

As relagdes estrutura-atividade (SAR) geralmente sdo determinadas com
pequenas alteracoes na molécula protétipo, seguidas da avaliacdo do efeito sobre a
atividade bioldgica. Pesquisas de SAR sado realizadas preparando-se muitos andlogos
para serem entao avaliados.”® Essas alteracdes podem ser classificadas de acordo com o
tamanho e conformagdo do esqueleto carbOnico, natureza e grau de substituicdo e a
estereoquimica do protétipo, por exemplo, e sdo realizadas considerando-se as
atividades dos compostos com estruturas semelhantes e a natureza quimica e bioquimica
do analogo desejado. Na quimica medicinal, os estudos de relagdo estrutura-atividade
sdo fundamentados no efeito do substituinte em um determinado anel aromatico, uma

vez que mais de 50% dos farmacos ou compostos bioativos possuem este tipo de anel.”’

1.9 Borodipirrometenos (bodipy) como sondas na microscopia de fluorescéncia
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Para o desenvolvimento da quimica medicinal, a aplicacdo de novas tecnologias
e técnicas de bioimagens € fundamental na descoberta de novas terapias. Esse
desenvolvimento gera a necessidade de uso de novos fluoréforos com propriedades que
favorecam aplicacdes bioldgicas, a capacidade de absor¢do e emissao no infravermelho
e infravermelho préximo, no espectro visivel, na faixa biolégica ideal de 600-800 nm,*
que permita a interface in-vivo com a minima interferéncia por parte de croméforos
enddgenos, como heme, e uma 6tima penetragdo da luz pelo tecido, com baixa dispersao
de luz e minimo dano ao tecido.* ** **# Por essas e outras caracteristicas especificas,
borodipirrometenos (Bodipy) s@o compostos amplamente utilizados como marcadores
moleculares no desenvolvimento de novas terapias; sdo relativamente estdveis e
apresentam boa solubilidade em solventes organicos. Estruturalmente, Bodipy contém
um nucleo 4,4-difluoro-4-bora-3a-4a-diaza-s-indaceno. Este nucleo confere a esse tipo
de moléculas o acrénimo “Bodipy”.40 Bodipys estdo entre os fluor6foros mais
conhecidos e com aplicagdo mais difundida, apresentando um brilho intenso entre outras
propriedades. Em geral, apresentam um pico intenso de absor¢do na regido visivel do
espectro eletromagnético referente a transicio SO-S1 (n-n*) aproximadamente em
480 nm, com coeficiente de absortividade molar entre 40,000 a 80,000M‘l cm’l. A
transic@o vibracional SO-S1 € em geral observada como um ombro do pico principal, e a
transi¢ao SO-S2 pode ser observada como uma banda larga e pouco intensa, de absor¢ao
abaixo de 480 nm.” A emissdo é observada como um pico fino intenso, com desvio de
Stokes pequeno.*™ *® *" Esse iltimo fendmeno apresenta algumas excecdes,”™ * e a
fosforescéncia nao é comumente observada, j& que o estado tripleto dos Bodipys €
raramente populoso.

A versatilidade quimica do nucleo dos Bodipy € outro ponto positivo na
aplicabilidade desses compostos. A possibilidade de funcionalizacio em diferentes
posicdes do nicleo aromatico pode facilmente modificar suas propriedades. Visando
modular as propriedades fisico-quimicas das moléculas, alguns exemplos sdo

apresentados na Figura 6: *
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Figura 6: Diferentes Bodipy usados e sua principal banda de absorcdo e emissio*’
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Adaptado: Boens 2012 *

1.9.1 Precedentes da pesquisa

O composto protétipo € um dipeptideo que apresenta inibi¢cdo em outras cisteino
proteases.”® Compostos peptideo miméticos tem demostrado ser inibidores de cisteino
proteases, especificamente da cruzaina.”*>"*°*>* O composto protétipo 09 é um inibidor
planejado para inativar a enzima cruzaina por ser peptideo mimético e conservar a
fenilalanina presente na molécula K11777, que é um dos fragmentos melhor
reconhecidos no subsitio S2 da proteina.’* > No lugar do vinil sulfona, que ocupa a
regido, do sitio S1, o composto protétipo possui um grupo ciano que interage com a
cisteina do sitio catalitico das enzimas catepsinas K, L e S (enzimas da mesma familia
da cruzaina), 3637 98:5%:60

Em um trabalho realizado no grupo de pesquisa Nequimed do Instituto de
Quimica de Sdo Carlos da Universidade de Sao Paulo (Nequimed/IQSC-USP), este

composto foi cocristalizado com a cruzaina, dando base para valida¢gdo da orientagdo e

modos de interagdo esperados no composto protétipo 09 com a cruzaina (Figura 7).
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Figura 7: Orientacdo do composto protétipo (09) no sitio catalitico da cruzaina.
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Fonte: Autoria propria.

O modo de interacio (MOB) do inibidor protétipo 09, mostrando posicao,
orientacdo e interagdes com o sitio catalitico da cruzaina, foi obtido por cristalografia
por difracdo de raios X, em uma construcio mutante (C25S) da cruzaina. Essa
construgdo preserva todas as propriedades no sitio catalitico da enzima wild type, tendo
porém a substituicdo de um grupo tiol da cysteina25 por uma hidroxila (Ser25) no
residuo catalitico. Esta estrutura cristalografica foi determinada a 3A de resolucdo no
grupo espacial P43212 pelo grupo Nequimed/IQSC-USP e estd em processo de
publicacdo. A estrutura mostra que o inibidor estd presente no sitio catalitico com os
grupos P2 e P3 do inibidor, interagindo muito eficientemente com os subsitios S2 e S3,
conforme a hipdtese original para a criagdo do composto. Além disso, a por¢dao
peptideo-mimética da cadeia principal do inibidor esta estabilizada por trés ligacdes de
hidrogénio com os aminos Gly66 e Aspl61 (considerados residuos de reconhecimento
no sitio catalitico da enzima). A homofenilalanina da posicdo P2 do inibidor interage
com os residuos Leu67, Met68, Alal38 e Leul60 do subsitio S2 (importante para a
seletividade da enzima) por interacdes hidrofobicas. A por¢cao P3 do inibidor interage
apenas com a Leu67 do subsitio S3, um subsitio grande, superficial e com poucos

pontos de ancoragem. A nitrila ndo estd covalentemente ligada no residuo catalitico da
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enzima, lembrando que se trata de uma enzima mutante, uma serina no lugar da cisteina
catalitica, que em pH 7,5 a hidroxila estaria protonada, ndo havendo possibilidades de
uma ligacdo covalente. Mas com este MOB (Figura 8) é perfeitamente valido assumir
que o inibidor na enzima wild type ativa estaria covalentemente ligado assumindo as

. o . . . N 4
mesmas interagdes intermoleculares, justificando sua alta poténcia. >

Figura 8: Estrutura de raios X do modo de interacdo do composto protétipo (09) cocristalizado com a

cruzaina mutante (C25S)

Glu208

Fonte: Fernandes’*.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar inibidores da enzima cruzaina que permitam mapear seu sitio catalitico
e estudar o efeito destes compostos frente ao parasita 7. cruzi.

2.2 Obyjetivos especificos

e Utilizando a sintese organica, realizar modificagdes no composto protétipo,
alternando grupos que possam levar ao aumento na seletividade e poténcia frente
a enzima cruzaina, permitindo assim mapear o sitio catalitico desta enzima.

e Sintetizar os mais potentes inibidores e incluir neles sondas fluorescentes do

tipo Bodipy que permitam estudar a interagdo dessas moléculas frente a células
humanas e ao parasita 7. cruzi.

e Determinar a atividade tripanocida dos composcos frente ao parasita 7. cruzi,
mecanismo de morte celular, estudos de acumulacdo, localizacio e

colocalizacao.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Sinteses dos compostos

3.1.1 Reagentes e solventes

Para a sintese dos compostos, os solventes utilizados foram adquiridos das

empresas Synth, Sigma-Aldrich e Vetec. Quando necessarios, foram secados sob peneira

molecular de 3 A (20% m/v), segundo os dados da Tabela 1.

Os reagentes utilizados para a sintese foram adquiridos das empresas Synth,

Enamine, Aldrich, Merck e Thermofisher, com pureza superior a 97% e utilizados

conforme recebidos.

Tabela 1: Condicdes de secagem de solventes sob peneira molecular®

Conteudo de

Conteudo de

Conteudo de

Conteudo de

Solvente agua (ppm) agua (ppm) agua (ppm) agua (ppm)
Oh 24 h 48 h 72 h
THF 107,8 £0,7 14,7+ 0,3 6,1 +£0,2 4,1+£0,1
DCM 224 +1,2 0,1+0,1 | = —— |
MeOH 175,1£04 28,1 +04 23,1 +0,6 19,2 +0,6
EtOH 1428,3 £3,8 119,8 +0,7 25,0+£0,7 20,5+0,5

3.1.2 Sintese da molécula protétipo (composto 09)

A sintese do composto protétipo foi realizada seguindo uma rota utilizada em

trabalhos prévios no laboratorio, representada na Figura 9.
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Figura 9: Rota sintética para obtencio da molécula protétipo (composto 09)°

NH, B
e —
~
[ o
D
A

Reagentes e condigdes: a) SOCl,, MeOH, 12 h. t.a.; b) cloreto de benzoila, TEA, THF, 0 °C 12 h.; ¢)

LiOH, THF, H,0, 4 h t.a.; d) aminoacetonitrila, Hatu, Diea, DMF, t.a. 22 h

3.1.3 Protocolo de reacdo da molécula protoétipo (composto 09)

Metil (2s)-2-amino-3-fenilpropanoato (I).* Uma solucdo de fenilalanina (6,60 g,
40 mmol) em metanol seco (80 mL) a -10°C foi adicionado SOCI, (1,2 equiv.,
48 mmol, 4 mL) sem permitir que a temperatura aumentasse de 5 °C. Depois da adi¢do,
o banho frio (gelo, NaCl) foi retirado, e a reagdo deixada em agitacdo a temperatura
ambiente durante 12h. Posteriormente, foi levado a refluxo por duas horas, e a mistura

de reacdo foi seca a vicuo e lavada com éter. Em seguida, filtrou-se a pressdo reduzida,
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a fim de se obter o produto como um sélido branco (6,8 g) com um rendimento de 95%.
O produto foi suficientemente puro para ser usado na seguinte reacio, sem necessidade
de qualquer purificacdo adicional: Pf 150-151 °C (valor da literatura 158-160 °C).%* IV
(KBr) 2985, 2838, 1750, 1580, 1494, 1242 cm™. '"H RMN (400 MHz, DMSO) & 3,09
(dd, J =14,0 7,5 Hz, 1H), 3,20 (dd, J = 14,0 5,8 Hz, 1H), 3,64 (s, 3H), 4,22 (dd, J = 7,3
6,0 Hz, 1H), 7,28 (m 5H).

(S)-N-(acyl)-amino acid methyl éster (II).56 A uma solucdo do éster metilico da
fenilalanina (1,5 g 7,0 mmol) em THF seco sob peneira molecular, foi adicionado EtzN
(2ml 15,4 mmol) a 0°C. O cloreto de benzoilo (0,9 ml 7,7 mmol) foi adicionado
lentamente, em seguida, o banho de gelo foi retirado e a mistura de reacdo mantida em
agitacdo até o consumo total do material de partida (monitorado por CCD). A mistura de
reacdo foi lavada com 1 M HCI, solu¢do saturada de NaHCOj3 e seca sob Na,SO4. O
solvente foi evaporado a vicuo, para se obter o produto como um sélido branco, que foi
purificado em coluna cromatografica (silica gel, hexano/acetato de estila 1/1) (0,90 g
3,07 mmol) P.F. 81-82 °C (valor da literatura 81-83 °C.). IV (KBr) 3315, 3024, 2946,
1738, 1637, 1531, 1214, 697 cm™. "H RMN (400 MHz, DMSO) § 3,13 (ddd, J = 23,8
13,8 7,7 Hz, 2H), 3,63 (s, 3H), 4,67 (ddd, J = 10,0 7,9 5,4 Hz, 1H), 7,18 (t, J/ = 6,6 Hz,
1H), 7,32 — 7,23 (m, 4H), 7,45 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 7,45 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 7,52 (t, J =
7,3 Hz, 1H), 7,83 — 7,74 (m, 2H), 8,82 (d, J = 7,8 Hz, 1H).
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(25s)-3-fenil-2-(dcido propanoico) fenilformamido (III). A uma solu¢do do
intermedidrio I (0,68 g 2,4 mmol) em THF (8 mL), foi adicionado gota a gota uma
solucdo de hidroxido de litio (LiOH) (0,165 g 7,2 mmol) em dgua. A mistura de reacao
foi mantida em agitacdo por 4h, concentrada sob pressdo reduzida, em seguida foi
levada a pH 2~3 com uma solucdo 4 mol L' de 4cido cloridrico em 1,4 dioxanosal.
Logo ap6s, a solugdo foi seca com pressao reduzida e lavada com éter, o produto foi
obtido como um sdélido branco e usado na seguinte etapa sem purificacdo adicional: IV
(KBr) 3323, 3059, 1615, 1535, 1413, 698 cm™. "H RMN (400 MHz, DMSO) & 3,04 (dd,
J =133 6,6 Hz, 1H), 3,21 (dd, J = 13,3 4,8 Hz, 1H), 4,28 (dd, J = 11,7 6,6 Hz, 1H),
7,13 — 7,06 (m, 1H), 7,20 — 7,14 (m, 4H), 7,41 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 7,48 (t, J = 7,2 Hz,
1H), 7,71 — 7,66 (m, 2H), 7,73 (d, J = 7,0 Hz, 1H).

(25)-N-(cianometil )-3-fenil-2-(fenilformamido) propanamida (composto 09 ).50 O
intermediarion III  (0.2g 0,74 mmol), O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’ N’-
tetrametiluronio hexafluorofosfato (Hatu) (0,306 g 0,81 mmol) e N-etildiisopropilamina
(Diea) (0,144 mL 0,81 mmol) foi dissolvido em DCM (20 ml). Apés 30 minutos,
adicionou-se sal hidro cldrica do aminoacetonitrila (0.071 g 0,76 mmol). A solucdo

N

resultante foi agitada a temperatura ambiente por 24 horas, a mistura de reagdo foi
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diluida em EtOAc, lavada com dgua (10x), IN NaOH (2x), IN HCI (1x) e concentrada a
vacuo. A purificacdo foi feita por coluna cromatogréfica (silica gel, hexano/acetado de
etila/1:1). O produto foi obtido como um sdélido (1,53 g 0,47 mmol 63%). P.F. 179-
180 °C. '"H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 3,02 (dd, 13,6 10,8 Hz, 1H), 3,14 (dd, 13,7
4,3 Hz, 1H), 4,17 (d, 5,6 Hz, 2H) , 4,70 (ddd, 10,7, 8,4, 4,4 Hz, 1H), 7,17 (t,7,3 Hz, 1H)
, 7,26 (t, 7,5 Hz, 2H), 7,34 (d, 7,3 Hz, 2H), 7,45 (t, 7,4 Hz, 2H) , 7,52 (t, 7,3 Hz, 1H) ,
7,84 — 7,78 (m, 2H) , 8,69 (d, 8,3 Hz, 1H), 8,79 (t, 5,5 Hz, 1H). °C RMN (101 MHz,
DMSO-d6) 6 27,62 37,25 55,22 117,32 127,11 127,49 128,75 128,87 129,35 132,30
133,53 137,24 168,21 172,88 IV (KBr) 3299, 3060, 2236, 1673, 1636, 1532, 1326, 693
cm’'. HRMS (ESI (+)) Calced. [C18H17N302] 307,1320, presente: 308,1387 [M+H].

3.1.4 Modificacoes estruturais do composto prototipo

Os compostos foram sintetizados usando duas principais rotas sintéticas, nas
quais foi necessdrio fazer alteracdes pertinentes para cada substrato. A primeira rota
sintética utilizada permitiu a obten¢do do composto prototipico e seus derivados (Figura
10). A segunda rota utilizada Figura 11 permitiu obter os compostos 07 09, marcados

com uma sonda fluorescente da familia Bodipy (compostos 07B e 09B).

Figura 10: Rota sintética empregada para sintese dos compostos derivados do protétipo

0 HN  #
lc RT= Hn N
HoN
NH,
R
z 1
0

F
F—<F
NH
© (N

Reagentes e condigdes: a) BOC,0, NaHCO5(,q, TFH 4 h. 0 °C — t.a.; b) aminonitrile derivado, Hatu,

DIPEA, DMF, t.a. 22 h.c, ou IBCF, DCM Et3N diazometano; c¢) 4cido férmico 18 h.; d) correspondente
acido, Hatu, DIPEA, DCM, t.a. 22 h
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Figura 11: Rota sintética empregada para sintese dos compostos marcados com sonda fluorescente
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Reagentes e condigdes: a) 4cido benzoico, Hatu, THF, E;N, 0 °C —rt 18 h.; b) NaHCO3;, MeOH, 6 h 1t; ¢)
aminoacetonitrila, EDC, HOBT, THF, Et;N 0 °C — rt 18 h.; d) 4cido férmico 30 min rt; e) (Boc-amino)
ethil brometo, K,CO3; ACN 80 °C; f) dcido férmico 12 h rt; g) Bodipy 630/650, DMF, Et;N rt overnight

3.2 Purificacao dos compostos por HPLC semi-preparativo

As moléculas finais foram purificadas antes das andlises bioquimicas e
bioldgicas com finalidade de garantir uma pureza maior do que 95%. Os métodos
desenvolvidos para purificacdo das moléculas foram feitos em um sistema de HPLC que
consistiu de: bomba JASCO modelo PU-980, automostrador Waters 717 Plus, usando
2000 pl loop, detector e coletor de fragdes UV/VIS modelo JASCO UV-975,
programado entre 200 e 800 nm; O sistema foi controlado pelo software Millennium

2010.

Método A

A andlise de pureza enantiomérica dos compostos foi realizada a 35°C (forno da
coluna), usando o par de colunas analiticas de celulose e semipreparativas da
Phenomenex (analitica: 5 um, 250 mm, 2,0 mm didmetro interno (DI); semiprepatativa:

S5 um, 250 mm, 4,6 mm L.D), por elui¢cdo isocritica com um fluxo de 0,5 mL min’!
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(analitica) e 2,36 mL min” (semipreparativa). A composicdo da fase movel foi
acetonitrila: d4gua (60:40) (v/v). Todos os solventes foram previamente filtrados em filtro
de 0,45 um (Millipore) e degaseificados em banho ultrassonico, os volumes de injecdo
foram de 10 puL (analitica) e 1000 pL (semipreparativa); Os cromatogramas foram

obtidos por 20 min e o detector programado na regidao de 200 a 800 nm.

Método B

A andlise de pureza foi realizada a 35°C (forno da coluna), usando a coluna
analitica C8 da Phenomenex (5 pm, 250 mm, 2,0 mm LD), por elui¢do isocritica com
um fluxo de 0,5 mL min™'; a composicio da fase mével foi variada entre 50 e 70% de
metanol. Todos os solventes foram previamente filtrados em filtro de 0,45 pm
(Millipore) e degaseificados em banho ultrassonico, os volumes de injecao foram de
10 uL, os cromatogramas foram obtidos por 20 minutos ¢ a detector programado na

regidao de 200 a 800 nm.

3.3 Caracterizacao dos compostos obtidos

Para o monitoramento do andamento das reagdes foi utilizada a cromatografia
em camada delgada (CCD), com placas cromatograficas da empresa Fluka, com
indicador de fluorescéncia (254 nm) e com gradientes dos sistemas de solventes de
diferentes polaridades, permitindo detectar a formacdo dos produtos em reacdo dos
reagentes iniciais. A purificacio dos compostos foi feita por recristalizagdo nos
solventes adequados e, quando necesséario, por cromatografia em silica gel, usando silica
da empresa Fluka (tamanho de poro 60A e tamanho de particula 35-75 pum).

Para a caracterizacdo espectroscopica (UV-VIS) dos compostos foi utilizado o
espectrofotometro (HITACHI U-2800).

Para a caracterizacdo estrutural dos compostos foi obtido o espectro de hidrogénio
'H e "°C no equipamento de ressonincia magnética nuclear (RMN) da empresa Agilent

Technologies, modelos 500/54 Premium Shield e 400/54 Premium Shield no CAQUI.
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3.4 Ensaios bioquimicos

3.4.1 Reagentes e solventes

Os reagentes fosfato de sédio monobdsico e dibdsico, etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), dimetilsulféxido (DMSO), Triton-x100, acetato de sddio, glicerol,
cloreto de soédio e carbobenzoxi-Phe-Arg-amida-4metilcumarina(ZFRMCA) foram
adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. O reagente Ditiotreitol (DDT) foi adquirido da
empresa USB Corporation, com alto grau de pureza. Todos os reagentes tém certificacao
do fabricante de pureza > 99%. Nenhuma purificagao/avaliagdo da integridade adicional

foi realizada.

Os ensaios bioquimicos foram feitos utilizando o fluorimetro Synergy
HTMicroplate Nender da Biotek. Utilizou-se também uma placa de 96 pogos; os filtros
de banda de excitacio e emissdao foram de 355 nm e 460 nm respectivamente. O volume
final de cada poco foi de 200 uL e as medi¢des para cada pogo foram feitas em

duplicada.

3.4.2 Inibicao das enzimas cruzaina para determinacao de ICs,

Solugdo stock da enzima cruzaina: tampao fosfato de sédio 100 mM em pH 6,3,
100 mM de NaCl, 10 mM EDTA, 5,0% v/v de DMSO, 5,0 mM de DTT e Triton X-100
0,01% v/v. A concentracdo da enzima utilizada foi 2,0 nM e do substrato ZFRMCA
2,0 uM.

Os valores de concentragdo para inibir 50% da atividade enzimatica (ICs) foram
determinados pela curva dose-resposta. A concentracdo dos inibidores nos ensaios
variam de 10 a 1000 nmol L', Essas concentracdes; foram obtidas segundo um esquema
de diluicao seriada na propor¢ao de diluicdo 2:1 , partindo da concentracao mais alta de
10mmol L. O procedimento utilizado foi incubar a enzima na solugdo tampdo
contendo DTT por 5 min; em seguida o inibidor foi incubado também por 5 min antes
de adicionar o substrato; a hidrélise do substrato foi acompanhada por fluorescéncia
com excitagdo em 355 nm e emissdo em 460 nm durante 6 min. A velocidade foi
determinada pela lei da velocidade inicial. Todos os experimentos foram feitos no

minimo em triplicata para avaliagdo do erro experimental. As curvas de percentual de
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inibicdo em func¢do da concentracdo das moléculas testadas foram ajustadas na curva

dose-resposta, utilizando o programa Sigmaplot 12.0.

Os compostos a testar foram distribuidos em uma placa de 96 pocos: as solucdes
dos compostos dissolvidos em DMSO foram colocadas na placa no volume de 7,5 pL.
Na coluna 01 da placa pds-se 0 DMSO puro (branco) e adicionou-se nas 11 colunas
subsequentes as solucdes em diferentes concentracdes de cada composto. Nas duas
primeiras filas pds-se E64 (inibidor padrio) em concentracdes entre 2 nmol L e 2 pmol
L'l, com a finalidade de monitorar a concentra¢do da enzima no correr dos ensaios, € nas

seguintes seis filas puseram-se trés compostos, cada um em triplicata.

3.5 Ensaios bioldgicos

Os ensaios bioldgicos foram desenvolvidos no Laboratério do Grupo de

Fotossensibilizadores do IQSC-USP, sob orientacdo da Profa. Janice Rodrigues Perussi.

3.5.1 Células utilizadas para o estudo de acumulacido, citotoxicidade e

infeccao celular

Nos ensaios bioldgicos utilizou-se a linhagem de células endoteliais de cordao
umbilical HUV-EC-C (Huvec, ATCC CRL-1730), células epiteliais de rim de macaco
verde africano (Vero, ATCC CCL-81), além das células J774 mondcitos de camundongo
cultivadas aderidas em garrafas de polipropileno em meio de cultura RPMI 1640 (Huvec
e J774) e meio minimo essencial modificado por Dulbeco (DMEM) para a linhagem
Vero acrescidos com soro fetal bovino (SFB) (10% para Vero e Huvec e 20% para J774)
e antibidticos penicilina (10.000 U.I. mL™) e estreptomicina (10 mg mL™). As células
foram mantidas em estufa a 37 °C, 95% de ar e 5% de CO,. As manipulagdes celulares
realizaram-se em ambiente previamente esterilizado com radiagdo ultravioleta, numa

capela de fluxo laminar, com materiais estéreis.

3.5.2 Parasitos
As formas epimastigotas de 7. cruzi da cepa Y, foram gentilmente cedidos pelo

Prof. Sergio de Albuquerque da Escola de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da
USP. Esses parasitos foram mantidos em cultura (repiques semanais) em meio LIT

(Liver Infusion Triptose) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 1%
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hemina (Sigma), penicilina (10.000 U.L mL'l) e estreptomicina (10 mg mL'l) (Cultilab)e
quando necessario foram criopreservados e armazenados em freezer a -180 °C.

Os parasitas da forma tripomastigota foram obtidos mediante transformacgdo da
forma epimastigota pelo processo de metaciclogénese e posteriormente cultivados em
meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 1%
hemina (Sigma), penicilina (10.000 U.L mL'l) e estreptomicina (10 mg mlL-1)
(Cultilab), mantidos em estufa a 37 °C e 5% de CO, por 7 dias, juntamente com células
da linhagem J774, as quais sdo infetadas com os parasitas e posteriormente (entre 5 e 12
dias), ap6s lise das células J774, um ndmero maior de parasitas na forma tripomastigotas

¢ liberado no meio.

3.5.3 Avaliacio da citotoxicidade

Para os ensaios citotoxicos utilizou-se células Vero em placas de cultura de 96
pocos contendo 1 x 10° células mL™" cada um, incubadas em estufa umidificada a 37 °C
e 5% de CO;, por 24 h. A seguir; o meio de cultura foi removido por aspiracio e a
monocamada celular lavada com PBS. Apds esse periodo, os compostos em diferentes
concentragdes (100; 50; 25; 10; 1 ng mL™) foram adicionados e incubados (junto com o
controle sem composto) por 24 horas. Em seguida ao periodo de incubagdo, o meio
contendo os compostos foi removido por aspiracdo e os pocos lavados com PBS; em
seguida as células foram tratadas com 3-4, 5—dimetiltiazol-2-il)-2, 5- difenil brometo de
tetrazolio (MTT) na concentracdo 0,25 mg/mL. Apds 3 h de incubacdo, o MTT foi
removido lentamente, evitando-se danificar os cristais de formazan obtidos; estes foram
dissolvidos em 100 pL de alcool etilico e posteriormente em 100 pl. de uma mistura de
PBS e dlcool isopropilico (1:1). A absorbancia proveniente da solu¢do de cada pogo foi
determinada no leitor de placas (Biotek-Synergy HT) com filtro em 570 nM; Os valores

obtidos foram tratados utilizando o programa GraphPrism 6.

3.5.4 Acumulacao intracelular por microscopia confocal de fluorescéncia

Com a finalidade de evidenciar e estudar a acumulagdo intracelular dos
compostos nas células em funcdo do tempo, foram realizados ensaios por microscopia
de fluorescéncia confocal. Primeiramente, uma suspensao celular de 5 x10* células mL"

(Huvec) foi incubada em 1aminas de cultivo de oito pogos durante 24 horas. Realizou-se

38



ensaios em duplicata, deixando dois pogcos como controle € nos outros seis pogos 0
composto a ser avaliado; incubou-se a uma concentrac¢io de 10 pumol L™ por trés tempos
diferentes: 20, 30 e 60 minutos. Apds esses periodos de incubagdo, o meio celular foi
retirado, as células lavadas com PBS e em seguida analisadas no microscépio confocal
(LSM780 — Carl Zeiss). As moléculas foram excitadas em 540 nm e a emissdo de

fluorescéncia foi coletada em 650 nm (vermelho), analisadas numa objetiva de 40X.

3.5.5 Avaliacao da acao tripanocida

Parasitas na forma epimastigota do 7. cruzi (concentragdo entre 5%10° e 1x10’
parasitas mL™") foram colocados em placas de 96 pocos em meio LIT, suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 1% hemina (Sigma), penicilina (10.000 U.L
mL'l) e estreptomicina (10 mg mL’l) (Cultilab), na presenga dos compostos a testar, em
diferentes concentragdes (80, 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25 ng mL'l). Em todas as analises
utilizou-se o benzonidazol (Sigma) como controle positivo. Apds 24 h os parasitas
vidveis foram contados em camara de Neubauer. As diferentes concentracdes dos
compostos foram testadas com a finalidade de avaliar a concentracdo que reduz em 50%
a viabilidade dos parasitas (ICsp). Os valores de 1Csy foram determinados com base nas
porcentagens de inibi¢do do crescimento e viabilidade dos parasitas. Os valores de 1Csg
para os compostos foram determinados mediante regressdo ndo linear utilizando o

programa GraphPrism 6.

3.5.6 Microscopia eletronica de varredura

Parasitas na forma epimastigota do 7. cruzi (5%x10° parasitas/mL) em meio LIT
foram dispostos laminulas de polipropileno de 1 cm? dispostas no fundo de cada um dos
pocos de placas de 24 pocos e submetidos ao tratamento com os compostos a serem
testados na concentragdo igual ao ICsy, mantidos por 24 h a 28 °C. Apoés esse periodo, 0s
parasitas foram concentrados na centrifuga de placas (Benchmark Scientific) operando a
2000 rpm por 10 min, lavados com solucdo salina e fixados por 20 min-a temperatura
ambiente, com uma solu¢do de 4% de formaldeido e 2,5% de glutaraldeido, em tampao
fosfato de sodio pH 7,4. A seguir, as amostras foram lavadas com PBS e submetidas a
desidratacdo em solucdes de concentracdo crescente de etanol (30, 50, 70, 90 e 100%)

por 5 min em cada concentracdo; na sequéncia, foram metalizadas com ouro e
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observadas em microscopio eletronico de varredura. Este procedimento permitiu
observar variacOes na morfologia dos parasitas tratados e ndo tratados, assim como

evidenciar o processo de metaciclogénese.

3.5.7 Marcacao de células similar a apoptose e necroticas

Parasitas na forma epimastigota (5%10° parasitas mL™') em meio LIT foram tratados
com 0s compostos a serem testados na concentragdo igual ao ICsy, mantidos por 24 h a
28 °C. Apo6s esse periodo os parasitas foram concentrados por centrifugacdo e
ressuspensos em meio fresco; em seguida, marcados com 20 uL. de uma solugdo
100 pg/mL de laranja de acridina e brometo de etidio em PBS. Apds cinco min, os
parasitas foram lavados com PBS para retirar o excesso dos corantes e visualizados no

microscopio de fluorescéncia Olympus BX41, na objetiva de 100x.

3.5.8 Colocalizacao intracelular por microscopia confocal

Com finalidade de evidenciar e estudar a localizacdo intracelular de nossos
compostos, foram realizados ensaios por microscopia confocal, utilizando os marcadores
Mitotracker Green e Lysotracker Green (ThermoFisher Scientific). Os ensaios foram
feitos em duplicata; primeiramente, uma suspensdo celular (5%x10° parasitas mL™) foi
centrifugada (2000 rpm 10 min) para formar o pellet; o sobrenadante foi removido por
aspiracdo e meio fresco contendo o composto a ser testado em uma concentracdo de
10 pmol L' foi adicionado. Apés 1 h de incubacdo os parasitas foram centrifugados
novamente e o pellet formado lavado com PBS e resuspendido em duas solucdes
diferentes, uma contendo Lysotracker Green (75 nmol L'l) em meio DMEM sem soro e
a outra fracdo ressuspendida em Mitotracker Green (200 nmol L) em meio DMEM sem
soro. Ambas as fracdes foram incubadas por duas horas. Posteriormente, o pellet foi
formado por centrifugacdo e o sobrenadante removido; em seguida, os parasitas foram
lavados com PBS e ressuspendidos em meio DMEM sem soro e sem vermelho fenol.
Para imobilizagao dos parasitas, 10 uL de cada solu¢do foi adicionado em uma laminula
contendo Cellteck (Corning TM) e finalmente as amostras foram analisadas no

microscopio confocal (LSM780 — Carl Zeiss). As moléculas foram excitadas no
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comprimento de onda de 540 nm e sua visualizacdo de fluorescéncia foi feita em 650 nm

(vermelho), analisadas numa objetiva de 40X.

4 Resultados e Discussao

4.1 Composto prototipo

O composto protétipo foi obtido em uma rota sintética de quatro reagdes

57; 60; 64; 65

previamente descritas; cada uma das reacOes serd discutida e apresentado o

mecanismo proposto.

4.1.1 Reacio de formacao do éster metilico da L-fenilalanina

Esquema 1: Preparacao do éster metilico da L-fenilalanina

NH, NH,
~_OH — ‘ O

O )

Reagentes e condicdes: SOCI,, MeOH, 12 h. t.a.

Foi proposta, inicialmente, a ativacdo do nitrogénio no amino pela abstracdo do
préton por parte da amina tercidria utilizada como base, deixando os elétrons no
nitrogénio disponiveis para atacar a carbonila do cloreto de benzoila. Posteriormente,
eliminou-se o cloreto, o qual sabe-se que ¢ um bom grupo abandonador, que promove
transferéncia de prétons, formando o éster desejado. A reacdo € bastante limpa, pois 0s
subprodutos sdo gasosos (HCI e SO;). O produto final € um sélido obtido como sal
hidroclérico em excelente rendimento (95%). A formag@o do produto foi confirmada
pelo ponto de fusdo (PF) do produto (150-154 °C), o qual coincide com o valor citado
na literatura (158-160 °C), e foi totalmente diferente do ponto de fusdo do material de

partida (268-270 °C).
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Esquema 2: Mecanismo de esterificacdo da fenilalanina

Fonte: Autoria prépria.

4.1.2 Benzoilacao

Esquema 3: Reagdo de benzoilacio do intermedidrio obtido

Reagentes e condigdes: cloreto de benzoica, TEA, THF, 0 °C 12 h

Fonte: Autoria prépria.

O mecanismo de reagdo para acoplamento com Hatu para formac¢ado do composto
protétipo inicia-se com uma reacdo base entre a Diea e o éster metilico da fenilalanina.
Posteriormente, a carboxila precisou ser ativada para sofrer o ataque do aminoaceto
nitrilo; o processo de ativagdo ocorreu depois da formagdo do éster, um intermedidrio
gerado in situ que permite a carbonila ser atacada pelo aminoaceto nitrilo. A formagao

do produto foi confirmada pelo espetro 'H RMN.

Esquema 4: Mecanismo de benzoilagido
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CHy  CH,

N N
N H .
: N
CH,

.0,

|

:'c-\'w
. *HN 0"
H . -— g o
B HY o o
Hel : H .-O-.\ CHy
CH,

0.

.0.

Fonte: Autoria prépria.

4.1.3 Hidrolise do éster (desprotecao do acido carboxilico)

Esquema 5: Reacdo de hidrélise

Reagentes e condicdes: LiOH, THF, H,O0, 4h t.a.

Fonte: Autoria prépria.

O mecanismo € proposto em trés etapas: inicialmente, o ataque do hidréxido ao
carbono electrofilico da carbonila, formando o intermedidrio tetraédrico; posteriormente,
a restauracdo da dupla ligacdo carbono-oxigénio, levando a perda do metéxido, gerando
o carboxilico; e, finalmente, a reacdo acido-base, gerando o sal de litio da molécula, que
pode ser recuperada ajustando o pH para deslocar o equilibrio 4cido-base e obter, assim,
dcido carboxilico, e ndo sal. A formagio deste produto foi confirmado pelo espectro 'H

RMN.
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Esquema 6: Mecanismo de hidrdlise

Fonte: Autoria prépria.

4.1.4 Reacao de formacao de ligacao peptidica (reacao de acoplamento)

Esquema 10: Reac¢do de formacao de ligagcao peptidica (composto protétipo 09)

4.14.1

Reagentes e condi¢des: aminoacetonitrila, Hatu, Diea, DMF, t.a. 22 h

Fonte: Autoria prépria.

O mecanismo de reacdo para acoplamento com HATU com a finalidade de
formagdo do composto protétipo inicia-se com uma reacdo-base entre a DIEA e o
derivado carboxilico. Posteriormente, a carboxila precisou ser ativada para sofrer ataque
do aminoacetonitrilo; o processo de ativagdo ocorreu depois da formacdo do éster,
intermedidrio gerado in sifu que permite a carbonila ser atacada pelo aminoacetonitrilo.

A formagcdo do produto foi confirmada pelo espetro 'H RMN.
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Esquema 7: Mecanismo de acoplamento do composto protétipo

PFy
CH,

”3‘:\(
©\/H¥(:‘_/ v @\/H@ﬁfo‘.

\N—CHZ
[

\
™ N—CH,
/o
5C

Fonte: Autoria prépria.

Figura 12: Espectro "H RMN do composto protétipo 09
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Fonte: Autoria prépria.



Tabela 2: Atribuicdo dos sinais 'H do composto protétipo 09

(E)H

H (G)

H (H)
(C)H
o
H (A N
o 2
H @)
H

)

(D)H

F) H

wh L

I O
“ 8,77 (t) 5,58

— 8,67 (d) 8,29

— 7,50 (t)7,31

— 7,42 (t)7,37

— 7,23 (t) 7,49

— 7,14 (t) 7,26

— 4,67 (ddd) 5,24/8,91/10,56

— 3,11 (dd) 4,33/ 13,64

— 2,99 (dd) 10,74 /13,58d

Fonte: Autoria prépria.

Os sinais A e B sdo evidéncia de que a molécula apresenta duas ligacdes
peptidicas na sua estrutura (sinais N-H de amidas). Além disso, a multiplicidade dos
sinais e o valor das constantes do acoplamento quimico (J) evidenciam que estes
apresentam acoplamento com os sinais I e J hidrogénios vizinhos; apresenta-se também
no composto 09 (C, D, E, F, G, H) sinais correspondentes a dez hidrogénios aromaticos

e, em um deslocamento quimico de 4,14 sinal J, um dubleto correspondente aos dos
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hidrogénios vizinhos a nitrila. Nao foram feitas andlises adicionais para comprovar a
formacgdo do composto, pois trata-se de uma composi¢do descrita na literatura ¢ bem

. 1 57:60; 65
conhecida.

4.2 Modificagdes sintéticas

Na finalidade de estudar o sitio catalitico da enzima cruzaina, os trés principais
subsitios (S1, S2 e S3) foram mapeados mediante modificacdes realizadas na molécula
prototipo (composto 09); estas permitiram a obtencdo de dez novas moléculas, oito
andlogas ao composto 09 e duas marcadas (07B e 09B) com sondas fluorescentes. Essas
modificagdes foram realizadas conforme o apresentado na parte experimental e
acompanhadas por diferentes técnicas de caracterizacio; sinais-chave no espectro de
RMN e propriedades dos compostos, como cor e ponto de fusdo, permitiram
acompanhar as modificacdes nos espectros 'H RMN dos compostos. Os sinais
correspondentes aos hidrogénios N-H das ligacdes amida, dependendo do grupo ligado a
elas, sofriam modificacdes no formato, no deslocamento quimico, na multiplicidade e
nas constantes de acoplamento. Além disso, o numero de sinais dos hidrogénios dos
anéis aromadticos variava de acordo com o tamanho do anel aromdtico e substituintes
presentes nele, que, por sua vez, mudavam o deslocamento quimico, a multiplicidade e
as constantes de acoplamento. Nos espectros C RMN, obteve-se modificacOes nos
sinais na regido de carbonos das duas ligacdes amida; além disso, sinais de carbonos
arométicos mudam dependendo do tamanho do anel e da presenca de heterodtomos nos
anéis. O sinal correspondente ao carbono C=N da nitrila também foi chave na
elucidacao das estruturas.

Para a sintese dos compostos marcados com sondas fluorescentes, foram
implementadas rotas sintéticas, ja conhecidas e descritas na literatura. Na continuagao,
serd descrito o raciocinio executado para obtengao da molécula protétipo (composto 09)
marcada com a sonda fluorescente.

Como base de construcdo desse composto, foi usado o aminodcido tirosina, no
qual a frac@o dcida da molécula estd protegida com éster metilico, enquanto que o dlcool

aromético estd protegido pelo grupo terbutila. O espectro de 'H RMN dessa molécula
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(Figura 13) foi a chave para confirmar as modifica¢des ao longo da rota sintética, na qual
a maior parte da caracterizacdo foi feita mediante RMN.

O espectro de RMN de hidrogénio da Figura 13 se apresenta sinal, em 1,26 ppm,
correspondente aos nove hidrogénios do grupo terbutila. Os dois hidrogénios ligados ao
carbono adjacente ao centro estereogénico apresentam dois sinais préximos, 3,26 e 3,44.
Esses sinais aparecem como dubletos; um unico sinal representa os trés hidrogénios do
grupo metila (do metil éster) a um deslocamento de 3,57 ppm. Préximo a este, um
multipleto em 4,39 ppm representa o hidrogénio do centro estrereogénico. Os dois
hidrogénios do grupo amina da molécula aparecem em 8,72 ppm, enquanto os quatro
hidrogénios presentes no anel aromdtico sdo evidenciados como dois sinais em 6,38 e
7,18 ppm; estes sdo os sinais que apresentam essa molécula no espectro RMN de

hidrogénio serdo considerados e analisados, para evidenciar as futuras modificagdes.

Figura 13: Espectro de RMN de hidrogénio do material de partida
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No espectro de carbono ?C RMN (Figura 14) é possivel perceber dez sinais, que
representam os catorze carbonos da molécula; em 169,5 ppm aparece um sinal referente

a carbonila (C=0) na molécula; entre 124 e 160 ppm, temos quatro sinais referentes aos
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seis carbonos aromdticos, o que sugere que ha dois sinais que representem quatro
hidrogénios (cada um representa dois carbonos equivalentes). Outros trés sinais, entre 50
e 80 ppm, representam os trés carbonos alifaticos, em 35,73 e 28,77 ppm, o carbono

tetra € substituido pelos trés metilenos do grupo terbutila, respectivamente.

Figura 14: Espectro de RMN de carbono do material de partida

Cnsban-T(H{y-OMe—lSC-O%SU

i E+05
{

4E+05

—169
—154
—~130.05
\129.19
~124.36
—78.40
_-54.57
~52.74
—35.73

I-3E+05

-2E+05

| F2E+05

F2E+05

IF1E+05

50000

T T T T T T T T T T T T T T T T

T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

A inclusdo do grupo benzoila na molécula, ligada ao nitrogénio do aminoécido,
foi confirmada, principalmente pela apari¢do de novos sinais na regido dos hidrogénios
aromdticos (entre 6,5 ¢ 8 ppm) do mesmo modo que no carbono novas sinais de
aromadticos (entre 120 e 160 ppm) foram evidenciadas, € um novo sinal em 166,83 ppm,

referente a uma nova ligagcdo amida, confirma a formag@o da molécula. (Anexo).
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A reacdo de desprotecdo do éster metilico para obtencdo do dcido carboxilico foi
monitorada por cromatografia de camada delgada e mantida em agitagdo até o consumo
total dos reagentes (um tnico ponto na base da placa). O produto foi confirmado por

HPLC, acoplado ao detector de massas.

. s 1
Novo sinal caracteristico *C
espectro

. 1
Novo sinal no espectro H

A reacdo de acoplamento para formacdo do composto que aparece logo
anteriormente foi conseguida conforme descrito na rota sintética, utilizando o reagente
de acoplamento EDC. A estrutura foi confirmada por 'H e °C RMN. No espectro de
hidrogénio, um novo sinal perto de 4 ppm corresponde aos hidrogénios vizinhos a nitrila
(apresentados anteriormente) — e, no espectro de carbono, o sinal do carbono da nitrila é
evidenciado (perto de 116 ppm). Esses novos sinais devem ser mantidos ao longo da
rota sintética, até a obtencdo do produto final, pois o substituinte aminonitrila fica na
molécula até o produto final.

A desprotecdo do dlcool da tirosina foi confirmada por RMN. No espectro de
hidrogénio, ndo aparece mais o sinal dos nove hidrogénios do grupo terbutila (entre 1,2
e 1,4 ppm); do mesmo modo, no espectro de carbono, os dois sinais naturais desse

carbono ndo estdo mais presentes.
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A reagdo para incorporar o linker na molécula foi a de rota sintética, que tem
menor rendimento e maior tempo de duracdo. Ela apresentou valor de 16%, a principio,
e periodo de 24 horas, respectivamente; algumas modificagdes foram feitas no solvente
— equivalentes, tempo de reacdo e base — com a finalidade de melhorar esses dois

parametros, conforme mostrado na Tabela 3.

Tabela 3: VariacSes nas condi¢des reacionais na inserc¢do do linker

SOLVENTE BASE EQUIVALENTES TEMPERATURA TEMPO RENDIMENTO'

(°O) RX (H)
MEOH Na,CO; 2 50 24 16
MEOH K,CO; 2 50 24 22
MEOH K,CO; 2 50 48 24
ACN K,CO; 2 50 48 32
ACN K,CO; 2 70 48 36
DMF Na,CO4 2 60 48 42
DMF K,CO;4 2 50 48 56
DMF K,CO;4 2 80 48 48
DMF K5CO3 4 80 48 62
DCM Et;N 2 ta 12 NR
* Rendimento apds a purificagdo ta temperatura ambiente NR nio reativo

A melhor condicdo para essa reacdo (linha 9) foi usada nesta rota sintética.

A formacdo do produto foi confirmada por RMN de hidrogénio, no qual dois
novos sinais, 3,89 e 3,42 ppm, sdo exibidos para quatro hidrogénios dos dois CH,. Do
mesmo modo, um sinal intenso, que integra para nove hidrogénios, aparece em 1,36

ppm, caracteristico do grupo terbutila.
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Para a obten¢do dessa molécula, o grupo de protecdo boc foi removido usando
acido férmico, e a evolugdo da reacdo foi monitorada por CCD, detectando o final da
reacao, analisado por LC-MS, e confirmando o produto final.

Para incluir a sonda fluorescente na molécula, foi utilizado o Bodipy 630/650
como éster de succinimida (muito reativo diante de espécies nucleofilicas) e um excesso
de duas vesses de dipeptidil-nitrila em dimetilformamida. A reacdo foi monitorada por
CCD e, no final, por cromatografia liquida com detector de massas — permitindo, assim,

confirmar a reagao total da sonda.

Figura 15: Estrutura Bodipy 630/650-X NHS éster

4.3 Separacao por HPLC dos compostos

Devido a presenca do centro estereogénico das moléculas, proveniente do
aminoécido empregado na sintese (L-fenilalanina, L-tirosina), foi necessario comprovar
que ele ndo teria afetado sua quiralidade, ja que € sabido que condi¢des como altos pH e
elevadas temperaturas, entre outras, permitem que a geracdo de misturas escalémicas
dos enantidmeros no meio reacional, com objetivo de confirmar que o produto final foi
obtido como unico enantidmero, o composto protétipo composto 09 foi sintetizado
como mistura racémica (partindo da DL-fenilalanina); sob a mesma rota sintética inicial,
ap0s caracterizacdo, com a finalidade de comprar com o composto 09
enantiomericamente puro essa mistura foi separada utilizando o método A (descrito na

parte experimental) e o cromatograma obtido e apresentado na Figura 16:
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Figura 16: Cromatograma da mistura rac€émica do composto protétipo, coluna:
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Os compostos referentes a os picos de tempo 9,236 e 11,881 foram separados e
coletados (HPLC semipreparativo).

Uma vez separados os compostos (Figura 17) e comparados com o composto 09
obtido da rota sintética, comprovou-se que este ndo tinha sofrido modifica¢do alguma no

centro estereogénico.

44 Ensaios de inibicdo das enzimas cruzaina para determinagcdo de ICsy

A inibicdo da enzima cruzaina foi determinada mediante curvas de doses-
resposta, permitindo medir a concentragdo do composto necessdria para inibir 50% da
atividade da enzima ICsy. O ICsy permitiu comparar a poténcia dos inibidores
sintetizados, testados nas mesmas condi¢Oes experimentais; fatores como pH, forca
i0nica e temperatura podem causar mudancas no valor de ICsy e, por isso, foram
mantidos constantes, a fim de gerar dados compardveis para uma série de compostos. A
concentracdo da enzima utilizada para os ensaios foi 2,0 nM, enquanto a do substrato
ZFRMCA foi 2,0 uM; o excesso do substrato garante que a enzima opere em estado
estaciondrio. O E64, inibidor padrdao da cruzaina, foi utilizado como controle sob as

condig¢des dos ensaios.

Para qualquer concentragdo de inibidor, a concentracdo total de enzima € a soma
da enzima livre e do complexo enzima-inibidor. A atividade fracional da enzima vi/v;, (v;
tem atividade sem inibidor, enquanto v, a tem com inibidor) estd diretamente
relacionada com a razdo entre a concentracdo de enzima livre e a concentracdo total de
enzima. A fracdo ocupada pelo inibidor, segundo o balango de massas, serd 1 — isto é,
vi/lvy, a uma concentracdo fixa de enzima e substrato. A velocidade da reacdo diminui
com o aumento da concentracdo do inibidor até ndo haver atividade residual (exceto em
caso de inibi¢ao parcial). Uma curva da fracdo da velocidade (ou percentual de inibicao
da enzima), em funcdo da concentra¢do do inibidor, terd formato sigmoidal (perfil de
curva dose-resposta); o ponto médio da curva, no qual a fracdo da velocidade € igual a

0,5, corresponde a 50% de inibicao da enzima IC50.66

O percentual de inibicdo em cada ponto de concentracdo foi calculado utilizando-

sea equagﬁ060
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v.
% inibigio = 100 (1 _ v—‘)
b

Aqui, v; € a velocidade na presenga de inibidor e v;, a velocidade do experimento
controle. A Figura 18 (curva de dose-resposta para o composto protétipo) mostra o perfil
das curvas, com ajuste matemdtico da equacdo da curva de dose-resposta nos pontos
determinados experimentalmente para as substiancias que apresentaram atividade

inibitéria diante da enzima cruzaina.

Figura 18: Perfil das curvas dose-resposta obtidas

120

100 +

80 -

% inibicao.
3

N
o
)

20 -

1e-9 1e-8 1e-7 1e-6 1e-5 1e-4 1e-3
Conc. inibidor (mol/L)

Fonte: Autoria prépria.

Os valor do percentual de inibi¢do das enzimas foi considerado na varidvel
dependente (eixo Y), enquanto que os valores da concentracdo dos inibidores foi
calculado em logaritmos e considerados nas varidveis independentes (eixo X).

O valor de ICs foi calculado utilizando esta equagdo — o método de ajuste foi ndo linear

nos minimos quadrados:
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(A1 — Ao)

%inibicdo = Ay + 1 + 10@ogICs)h

Aqui, Ay € o patamar inferior da curva, A; é o patamar superior, LogIlCs,y € 0
logaritmo da concentracdo de 1Csp e i o coeficiente de Hill. Os valores de A; e 4,
representam resposta méixima e auséncia de resposta, respectivamente, da enzima na

C g 61
presenca do inibidor.

4.5 Relacdo estrutura atividade

Uma etapa imprescindivel no processo de descoberta de substancias bioativas € a
confirmacdo da atividade inibitéria de ligantes identificados e o estabelecimento de

relacdes entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica.
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Tabela 4: Relacdo entre estrutura e atividade dos compostos diante da enzima cruzaina

o) P,
N
H /
~N
Ps H P4
0
Composto P1 P3 pKi (Incert.)
Cruzaina
01 H 4 -7 O - 6,3 (0,05)
\/ HmH
hig
(0]
0 H\/H - (\(/ 5,3(0,02)
e \\ NVN
03 HX/H -7 N/\(/ 5,2 (0,03)
e \\ ||\¢N
04 > - }\1 6,4 (0,02)
\ N/\ I
F
F
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* Molécula ndo tem na sua estrutura o grupo nitrila (warhead) e nao apresentou atividade.

O subsitio S2 da cruzaina possui caracteristicas bastante distintas do S3, tanto em
termos de forma quanto nas possibilidades de formagdo de interagdes especificas e
hidrofébicas. Além do S2 ser uma cavidade mais pronunciada que os demais subsitios, o
que permite ancoragem de substituintes, ainda podem ser formadas interacdes com

residuos capazes de aceitar Glu208 ou doar ligagdes de hidrogénio ao interagir com
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substituintes posicionados sobre ele. O cardter mais hidrofébico do substituinte fenila
poderia tirar vantagem da interacdo com o subsitio S2; por isso, o composto 6 foi
sintetizado, com intuito de avaliar essa hipdtese. A substitui¢do na posicdo meta se
mostra prejudicial para a atividade; é possivel que a posi¢cdo mais adequada seja a orto,
como foi observado para o ligante ndo covalente cocristalizado com cruzaina, que €
substituido por bromo nessa posigﬁo.26

Na entrada 8, o composto que nao apresenta warhead (nitrila) ndo tem como
realizar ligacdo covalente com a cisteina 25 da cruzaina — porém, espera-se que essa
molécula seja simplesmente clivada nas suas duas fung¢des amida, pois atuaria como
substrato para a enzima, que se especializa em clivagem desse tipo de ligacoes.

Ha perda de poténcia quando a fenila do composto protétipo 09 € substituida por
outros substituintes, mas essa perda nido permite considerar a modificacio como
negativa, pois € preciso avaliar outras propriedades também importantes como sdo a
administracdo metabolismo excrecdo entre outras. Por outro lado, em relacdo a esse
grupo e quanto ao fechamento de um ciclo propila que deve ocupar o subsitio S1, estes
oferecem ganhos de poténcia. Esses dados indicam que a substituicdo deve ser
considerada promissora quando acumulada a substitui¢do de grupo no subsitio S2 e S3,
encontrados nos compostos 4, 5 e 7, por exemplo. Dessa forma, os resultados
encontrados pelos ensaios dos compostos sintetizados se mostraram uteis para o
entendimento e ganho de conhecimento sobre a relagdo estrutura-atividade, de modo a
fomentar estudos posteriores de sintese para otimizacdo da poténcia dos inibidores de
cruzaina. Além disso, com base nessas observacgdes, é razodvel esperar incremento na

poténcia que resultard em novos ligantes com ICsg na faixa submicromolar.

Acumulagao intracelular dos compostos por microscopia confocal

A acumulacdo intracelular foi realizada em laminas de cultivo de oito cimaras,
utilizando certa concentragdo dos compostos 07B e 09B de 10 pmol L' para todos os
ensaios. Os compostos foram excitados a 540 nm, apresentando emissdo de 650 nm, de
modo a serem detectados no microscépio confocal. A seguir, apresentam-se as andlises

de fluorescéncia obtidas em células Huvec.
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Os compostos foram preparados em concentragdes de 10 pmol L™, partindo de
uma diluicdo de concentracio de 10 mmol L' do composto, garantindo assim que, na
camara, a concentracdo final de DMSO nao fosse maior do que 2%. Desse modo, é
possivel dizer que o DMSO nao tem interferéncia na permeabilidade da membrana da
célula por parte dos compostos, a concentracio dos compostos, foi mantida , j4 que
aumentar a concentracdo desse composto implicaria debilitd-la e aumentar a
permeabilidade da membrana celular

As imagens de acumulacido das moléculas 07 e 09 apresentaram intensidade de

fluorescéncia, de cor vermelha (650 nm), devido a sonda Bodipy.

Figura 19: Acumulagido molecular intracelular dos compostos 07 e 09 marcados com sonda fluorescente

Acumulacdo do composto 07B
a) controle; b) 10 min de incubagfo; ¢) 30 min de incubagio; d) 60 min de incubacio

Acumulacdo do composto 09B
e) controle; f) 10 min de incubacao; g) 30 min de incubacdo; h) 60 min de incubagdo

A penetracdo dos compostos foi monitorada em trés tempos diferentes de
incubacgao: 10, 30 e 60 minutos. Desde o minuto 10 de incubacao, foi possivel detectar
alta intensidade de fluorescéncia no citoplasma, sugerindo assim rdpida penetracdo da
membrana citoplasmética. Com o transcorrer do tempo, a molécula continuou
penetrando a membrana plasmatica, acumulando-se no interior da célula, o que resulta
interessante, pois, idealmente espera-se que a molécula apresente acumulacdo no local
onde hd maior concentragdo da enzima cruzaina, ou seja, no reticulo endoplasmatico e

no complexo golgiense.
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4.5.1 Citotoxicidade celular

Os dados de citotoxicidade celular dos compostos em células VERO e HUVEC,
confirmam que — mesmo existindo proteases e, principalmente, cisteinoproteases
suscetiveis a serem inibidas pelos compostos testados nessas células®™ — estes ndo
exercem efeito citotoxico significativo sobre as células: a concentra¢des fica abaixo de

100 pmol L.

Figura 20 Viabilidade das células HUVEC e VERO apés tratamento de 24h com o composto 07 em 4

diferentes concentracdes.
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Figura 21 Viabilidade das células HUVEC e VERO pés tratamento de 24h com o composto 09 em 4

diferentes concentracdes.
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Se analisarmos outros inibidores de cisteino proteases que ndo apresentam
seletividade (citotéxicos em células humanas) — estes terminam inibindo enzimas
homdlogas humanas.”® Esse tipo de inibidor contém na sua estrutura um grupo
eletrofilico que atua como warhead: dependendo da reatividade deste como aceitador de
Michael, ele pode ser pouco seletivo e gerar ligacdes irreversiveis com diferentes

enzimas.

Figura 22 Viabilidade das células HUVEC e VERO pés tratamento de 24h de tratamento com o
composto 01 em 4 diferentes concentragdes.
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Figura 23 Viabilidade das células HUVEC e VERO pés tratamento de 24h de tratamento com o

composto padrdo BZ em 4 diferentes concentragdes.
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No caso das moléculas aqui estudadas, estas apresentam na sua estrutura uma
nitrila que foi escolhida como warhead, sobretudo porque, devido a sua interagdo
irreversivel, e mesmo interagindo com outras enzimas homélogas, o tempo de inibi¢do
ndo gera impacto significativo, podendo assim apresentar ou ndo efeitos indesejados,
como consequéncias da inibicdo de enzimas presentes em células hospedeiras

(diminuicdo do efeito off target).

4.5.2 Avaliacao da acao tripanocida

A acdo tripanocida de um composto frente ao 7. cruzi pode estar associada, além
da diminuicao de viabilidade, a inibi¢do do crescimento dos parasitas.

Dependendo da forma que o parasita € estudado, o efeito na forma amastigota e
epimastigota dos compostos, além de diminuir a viabilidade, deve também inibir a
replicagdo desses seres. Ja na forma tripomastigota (ndo replicativa), serd avaliada a
acdo sobre a viabilidade.

A agdo tripanocida dos compostos testados (07; 09; 01; 02; 03 e 04) mostrou

que, apesar da similitude estrutural dos compostos, e mesmo eles apresentando alta
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poténcia sobre a enzima cruzaina, os resultados diante do parasita na forma epimastigota
foram bastante diversos. Os compostos 09 e 01 foram mais potentes que o benzonidazol;
j4 os outros quatro compostos testados ndo apresentaram atividade diante da forma
epimastigota do parasita. Contudo, estes devem ser testados também em outras formas
do diclo de vida do parasita, j4 que é conhecido que alguns compostos, mesmo nao
apresentando atividade na forma epimastigota, podem apresentd-la em outras formas do

ciclo de vida do parasita.®

Tabela 5: Valores de ICsy dos compostos estudados diante do 7. cruzi na forma epimastigota

Composto pKi cruzaina ICsp epimastigota Indice de
(umol L) Seletividade (SI)
07 6,6 + 0,03 > 100 ND
09 6,3 +0,03 2,3+0,6 43,5
01 6,3 +0,05 4,4+0,7 22,7
02 5,3+0,02 > 100 ND
04 6,4 £0,02 > 100 ND
03 5,2+0,03 > 100 ND
BZ ND 119+1,7 8,4

* ND = ndo determinado

A acdo tripanocida dos compostos Tabela 5, mostrou que os compostos 09 e o
composto 01 apresentaram uma potencia maior frente ao parasita Trypanosoma cruzi
cepa Y na forma epimastigota, e também, que calculando o indice de seletividade
segundo a equacdo proposto pela DNDi, ¢’ podem se entender que estas apresentam uma
seletividade de mais de 43 e 22 vesses respetivamente, sendo que um numero maior que

10 € considerado promissdrio para um novo candidato ao tratamento de estas doenca.

ICs0 em células de mamifero

SI=

ICs0 no parasita

Adaptada de DNDi %/
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Nas seguintes imagens se apresenta o efeito causado na morfologia dos parasitas

apos tratamento quimico, que mostra

Figura 24 Microscopia eletronica de varredura do 7. cruzi (epimastigota), apds sem tratamento

(controle).

[nsc  EHI=15.08 kv 16 nn  Mag= 3.00 K X Detector= SE1
3un [ Photo No.=253  24-Jul-2018
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Figura 25 Microscopia eletronica de varredura do 7. cruzi (epimastigota), ap6s 24h de tratamento com o

composto 07 (>100 pmol L™).

[QSCc EMI=15.08 KV WD= 16 nn  Mag= 7.8 K X Detector= SE1
ium  H Photo No.=846  30-Aug-2018

[QSc EHI=15.80 KV WD= 10 nm  Mag= 20.08 K X Detector= SEI
300nn Photo No.=847  30-Aug-2018
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Figura 26 Microscopia eletronica de varredura do 7. cruzi (epimastigota), ap6s 24h de tratamento com o

composto 09 (2 pmol L™)..

P

QS EHI=15.00 KU WD= 10 mn  Mag= 9.88 K X Detector= SE1
ipm Photo No.=848  30-Aug-2018
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300nn || Photo No.=849  30-Aug-2018
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Figura 27 Microscopia eletronica de varredura do 7. cruzi (epimastigota), ap6s 24h de tratamento com o

composto 01 (3 pmol L™)..

. , ’ =
[QSC EHT=15.89 KU UD= 16 nm  Mag= 3.60 K X Detector= SE1
2um - H Photo No.=850  30-Aug-2018
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Figura 28 Microscopia eletronica de varredura do T. cruzi (epimastigota), apds 24h de tratamento com o

composto padrdo BZ (12 umol L™)..

1QsC  EHI-15.68 kU WD- 11 nm  Mag-= 3.00 K X Detector= SE1
Spm Photo No.=855  30-Aug-2018

[nSC EHI=15.08 KU UD= 11 nn  Mag= 18.00 K X Detector= SE1
i — Photo No.=857  30-Aug-2018
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Esse resultado € bastante interessante, ji que, considerando o fato de que os
compostos foram planejados baseados na estrutura do protétipo 09, e que todos os
compostos foram ativos diante da enzima cruzaina, podemos ver que essa atividade
enzimadtica nao foi transferida para os ensaios em face do parasita. O exemplo mais claro
¢ o composto 7, que, diante da cruzaina, teve pK; de 6,6 e ndao apresentou atividade
quando exposto ao parasita. O composto 09, com pK; menor (6,3), foi o mais ativo: esse
resultado terminou motivando a sintese desses dois compostos, marcados com sonda
fluorescente, com o fim de conseguir, assim, monitord-los dentro do parasita e entender

um pouco melhor sua interacao com ele.

4.5.3 Marcacao de células similar a apoptoticas e necréticas

Marcadores celulares permitem evidenciar a ocorréncia de diversos processos
que tém lugar na célula como produtos da interacio entre esta e os compostos estudados.
Neste ensaio em particular, foram utilizados o laranja de acridina (LA) e o brometo de
etidio (BE), com o intuito de determinar o mecanismo de morte celular nos parasitas
(por apoptose ou necrose), induzido pelos compostos testados. O LA marca as células
vidveis: estas aparecem em verde e com estrutura organizada; as células apoptéticas sao
marcadas pelos dois fluor6foros e aparecem laranjas ou verdes, com cromatina
condensada ou fragmentada. As células necréticas aparecem de modo similar as vivas,

65
exceto por apresentar cor vermelha.

Figura 29: Imagens de microscopia de fluorescéncia dos parasitas 7. cruzi ap6s 24 h, com controle

negativo de dimetilsulfoxido (DMSO) 2%; objetivas 40 e 100x

Y SN
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As solucdes stock dos compostos em DMSO foram utilizadas para preparo de
novas e diferentes concentragdes, que iriam posteriormente interagir com os parasitas
nos diferentes ensaios realizados. Com a finalidade de avaliar o efeito do DMSO na
viabilidade dos parasitas, uma concentragao de 2% desse solvente foi encubado por 24 h
e posteriormente marcado com LA e BE. Como resultado, obteve-se que, apds esse
periodo, 98% dos parasitas se encontraram viaveis € 2% em necrose.

Como controle positivo Figura 30 ulitizou-se o principal firmaco empregado no
tratamento da doenga de chagas (benzonidazol), na concentragcdo do I1Csy (12 pmol L'l);
apos 24 h de encubacgdo, observou-se que 30% dos parasitas se encontravam viaveis, e

que, dos 70% de parasitas restantes, 40% similar a apoptose e 30% necrose.

Figura 30: Imagens de microscopia de fluorescéncia dos parasitas 7. cruzi ap6s 24 h do tratamento com o

composto padrio benzonidazol (12 pmol L™); objetivas de 40 e 100x

Na Figura 31, analisou-se o efeito do composto 07 apds 24 h de encubacdo com

os parasitas. Esse composto, que tinha apresentado aumento de poténcia diante da
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enzima cruzaina (Tabela 4) em relacdo ao composto protétipo (09), mostrou, porém, ter
baixo efeito tripanocida (Tabela 5) Apds o periodo de encubagdo, observou-se que 73%
dos parasitas continuaram vidveis, 16% similar a apoptose e 11% necrose, o que

corrobora seu baixo efeito diante do parasita.

Figura 32: Imagens de microscopia de fluorescéncia dos parasitas 7. cruzi ap6s 24 h do tratamento com o

composto 09 (3 umol L) objetivas de 40 e 100x

A Figura 32 apresenta o efeito do composto 09 diante dos parasitas apds 24 h de
encubacdo. Esse composto foi o que apresentou uma das maiores atividades frente a
enzima cruzaina e foi o mais potente quando exposto ao parasita, conseguindo ser mais
potente que o farmaco padrdo benzonidazol. Apds o periodo de encubagdo, observou-se
que 33% dos parasitas continuaram vidveis, 56% similar a apoptose e 11% necrose.
Quanto a isso, destaca-se que o composto leva a morte dos parasitas, principalmente por
mecanismo similar a apoptose, que € o mecanismo que gera menos efeitos indesejados

associados no organismo.

Figura 33: Imagens de microscopia de fluorescéncia dos parasitas 7. cruzi apds 24 h do tratamento com o

composto 01 (3 umol L™); objetivas de 40 e 100x
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4.6 Colocalizagao intracelular por microscopia confocal

O ensaio de colocalizagdo por microscopia confocal permitiu validar a hip6tese
de que os compostos conseguem atravessar a membrana e, do mesmo modo, atingir
diferentes organelas no parasita 7. cruzi.

Na imagem B da Error! Reference source not found., apresenta-se a
fluorescéncia gerada devido a presenca do composto 7 (marcado com a sonda
fluorescente) dentro do parasita. Na imagem C, € possivel observar a fluorescéncia
gerada pelo marcador de lisossomos. Uma sobreposi¢do das duas imagens (imagem D)
permite observar que a fluorescéncia dessas duas moléculas coincide, gerando
tonalidade laranja no produto da superposicdo da emissao dos compostos colocalizados.
Desse modo, pode-se afirmar que o composto 07 mostrou ter capacidade de se localizar
parcialmente nos lisossomos do parasita, lugar onde se espera concentracdo consideravel
da enzima cruzaina. Observa-se também, todavia, que regides em verde sao mantidas no
corpo todo do parasita, o que sugere que o composto consegue atingir de modo parcial

os lisossomos, deixando ainda algumas dessas organelas inatingidas.

Na Figura 35 se realizarmos a mesmo andlise, pode-se dizer que o composto 07
conseguiu atingir a mitocondria do parasita; na imagem B da figura, apresenta-se a
fluorescéncia gerada devido a presenca do composto 07 marcado com a sonda dentro do
parasita. Na imagem C, € possivel observar a fluorescéncia gerada pelo marcador de
mitocOndria. Na sobreposicdo das imagens B e C, observa-se a presenca de uma
tonalidade laranja, produto da superposicdo das duas emissdes individuais — porém,
observa-se também que regides em verde sdo abundantes no corpo do parasita, o que
sugere que o composto consegue atingir de modo parcial a mitocondria, deixando ainda

regides a serem atingidas.
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Figura 34: Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos parasitas 7. cruzi apds 2 h de encubagdo, com o composto 07B (B), o marcador de lisossomos (C) e uma
superposi¢cdo das imagens B e C (D) em uma objetiva de 40x

.

Figura 35: Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos parasitas 7. cruzi apds 2 h de encubacdo, com o composto 07B (B), o marcador de mitocdndria (C) e uma

superposi¢do das imagens B e C (D) em uma objetiva de 40x

.
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Na Figura 36, imagem B, apresenta-se a fluorescéncia gerada devido a presenga
do composto 09 (marcado com a sonda fluorescente) dentro do parasita. Quando
comparado com 0 mesmo ensaio para o composto 7 (a imagem B) pode-se visualmente
inferir que, embora os ensaios tenham sidos feitos em paralelo e sob as mesmas
condi¢des de encubacgdo, a imagem B Figura 36 mostra como os parasitas em contato
com a molécula 09 apresentam fluorescéncia ao longo de todo o corpo, 0 que ndo
aconteceu no composto 07.

A imagem D Figura 36(sobreposicio de B e C) permite observar que a
fluorescéncia dessas duas moléculas coincide, gerando a tonalidade laranja, produto da
superposicdo da emissdo dos compostos. Observa-se ainda que regides em verde sio
mantidas no corpo todo do parasita, o que sugere que o composto consegue atingir

apenas de modo parcial os lisossomos, embora em maior quantidade que no composto 7.

Na Figura 37 o mesmo fendmeno foi evidenciado quando comparada a
acumulagdo do composto 09 no parasita (imagem B) e a acumulagdo do composto 07
(imagem B da Figura 36). O preenchimento da cor vermelha no corpo do parasita é
realizado de forma mais eficiente com o composto 09, o que sugere que este consegue
atingir diferentes organelas no microrganismo.

Na, imagem D (sobreposi¢ao de B e C), sugere-se que o composto 09 conseguiu
atingir a mitocondria do parasita. A tonalidade laranja, produto da superposi¢ao das duas
emissoes individuais, estd presente ao longo do corpo todo do parasita, sugerindo

novamente melhor acumulacdo do composto 09 nas organelas do parasita.
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Figura 36: Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos parasitas 7. cruzi apds 2 h de encubacdo, com o composto 09B (B), o marcador de lisossomos (C) e uma

superposi¢do das imagens B e C (D) em uma objetiva de 40x

.

Figura 37: Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal dos parasitas 7. cruzi apds 2 h de encubacdo, com o composto 09B (B), o marcador de mitocdndria (C) e uma

superposi¢do das imagens B e C (D) em uma objetiva de 40x

..
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5 Conclusoes

As rotas sintéticas utilizadas permitieram a obtencdo dos compostos — que,
conforme planejado, conseguiram inibir a enzima cruzaina com boa poténcia (baixo-
micromolar).

A primeira série de compostos sintetizada permitiu incrementar a informagao
sobre o reconhecimento por parte da enzima cruzaina sob esse tipo de inibidor
(dipeptidilnitrilas), assim como a complementaridade que esses compostos possam
apresentar diante da enzima.

Com o uso de coluna quiral em HPLC foi possivel separar e caracterizar
moléculas que, apds o processo de sintese, apresentem centros estereogénicos,
garantindo assim pureza dos compostos acima de 95%.

O efeito gerado pela modificacdo estrutural das moléculas na inibi¢do da enzima
cruzaina ndo apresentou relacdo direta com mudangas na poténcia diante do parasita, ja
que algumas moléculas potentes ndo tiveram atividade quando expostas a forma
epimastigota do 7. cruzi.

O estudo do mecanismo de morte celular utilizando o kit LA e BE, mostrou que
a atividade tripanocida do efeito tem lugar principalmente mediante o caminho de
apoptose.

Os ensaios de citotoxicidade em células Vero e Huvec mostraram que os
compostos, mesmo em altas concentracdes (acima de 100 umol L), ndo se tornam
toxicos em células humanas.

Os dois compostos sintetizados que apresentam na sua estrutura uma sonda
fluorescente do tipo Bodipy conseguiram, em ensaios sob células Huvec, penetrar a
membrana celular, acumulando-se no citoplasma com o transcorrer do tempo — do
mesmo modo que conseguiram penetrar a membrana celular do parasita e se colocalizar
com os marcadores de lisossomos e mitocOndria, sugerindo assim que conseguem
atingir a enzima cruzaina, presente nos lisossomos. No entanto, o composto 09 tem mais

facilidade em abranger organelas no parasita de modo mais eficiente.
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8 Anexos

8.1 Anexo I: espectros de RMN 'H, °C e Massas na sintese do composto 09 marcado com a sonda fluorescente

(composto 09B)
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B TIC of «Q1 kom Sample 58 (COC1L_deaned) of DataCC2017 wift (Turbo Speay)
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8.2 Anexo 2: espectros de Massas do composto 09 marcado com a
sonda fluorescente (composto 09B)

Mass Spectrometry The University of
e ey ' | Nottingham
Sampie-i0 o_cam_CDOC1_P2 Lab 13
Submitter Cristian Camile Reyes Supervisor Barrie Kelham
Analysis Name c_cam_CDC1_P2_546026_39_01_42717d Acquisition Date 32772017 11:48:42 AM
lonisation Mode ESl Puositive Instrument Bruker MicroTOF
+MS, 0.6-0.8min #43-57
Intens, +NS, 0,50, 8min 24357
i35
1DC-. 1+ 34,3342

o7si 8151288
0504
0251

=
2

00 800 1000 1200 1400 1800 1800 2000 2200 " miz

I%
474
Tl
i
3
9.1
L3
T43
453
p1 -]
581
672
440
GLS
443
553
4
1000
545
19 1003XHT 470
H 103 M0

Generate Molecular Formula Parameters.

Charge Tolerance sigma lmit H'C Ratio Electron Conf.  Mitrogen Rule  Chrom BackGround  Calibration
+1 & ppm oas 3-0 batn falsa Talse TRUE

Expected Formula G408 H4 B1 F2 N7 08 51 Adductis): H, Na, NH4, C2H5M2, radical

MO ] kA e b b e B

Mote: Sigma fits < .05 indicates high probability of comect MF

Analysis Name c_cam_CDC1_P2_t46026_30_01_42717d The School of Chemisy
Bruker Compass DataAnalysis 4.2 printed: 2727 11:50:56 AM Page 1 of 1
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Iy 13 .,
espectros de RMN "H, ~C e Massas na sintese do composto 07 marcado com a sonda fluorescente

(composto 07B)

8.3 Anexo 3
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I TiC of +Q1 from Sample 16 (COC3, ek thut) of DataCC2017 wiff (Turbo Speay) Max 1568 cpa
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8.4 Anexo 4: espectros de Massas do composto 07 marcado com a
sonda fluorescente (composto 07B)

k‘lasls?ts_melcgurn_etrv : The University of
nalytical »ervices -

School of Chemistry NOttlng ham
Sample-ID c_cam_CDC3P Lab C13

Submitter Cristian Camilo Reyes Supervisor Barrie Kelham

Analysis Mame c_cam_CDC3P_S546104_3 01_42791d Acquisition Date  3/27/2017 4:39:09 PM
lonisation Mode ESI Positive Instrument Bruker MicroTOF

+MS, 0.6-0.8min #43-57

Intens, | WS, 0.6-0.Brmin #43-57)
x10%
; 1+
1.004 9603519
075
0507 qe
o5 6101831 L
0001 i
600 800 1000 1200 1400 1800 1800 2000 | 2200 miz
# mz 1%
1 6101831 282
2 6111821 153
30 os121811 121
4 6151381 134
5 6842004 157
& 6801560 125
7 7071698 111
g 7352004 124
9 726 111

10 B903710 135
11 9233576 255
12 9243330 156
13 0583423 144
14 9503513 228
15 0603519  100.0
16 09613532 503
17 9623505 244
18 9723743 213
19 9733702 124
20 10344226 161

Generate Molecular Formula Parameters

Charge Tolerance sigma limit H/C Ratio Eleciron Conf. Nitrogen Rule Chrom BackGround Calibration

+1 & ppm [ 3-0 both false false TRUE
Expected Formula C51HSD B1 F2 N7 06 51 Adduct(s): H, Ma, NH4, C3H5M2, radical
# meas. miz theo. miz_ |Err|[ppm] Sigma Formula Adduct Adduct Mass
1 0603518 060.3487 1.50 00338 C51HS0BF2NTHa0G6S M+Ma 220888

Mote: Sigma fits = 0.05 indicates high probability of comect MF

Analysis Name c_cam_CDC3P_S46104_3_01_42791d The School of Chemistry
Bruker Compass DataAnalysis 4.2 printed: 3272017 44123 PM Page 1of 1



