UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE QUIMICA DE SAO CARLOS

GRUPO DE QUIMICA MEDICINAL & BIOLOGICA (NEQUIMED/IQSC/USP)

Atividade anti-Trypanosoma cruzi de Agentes ndo-Peptidicos como Inibidores

da Cisteino Protease Cruzaina

Discente: Rafael da Fonseca Lameiro, n° USP: 8523641
Bolsista FAPESP, Processo 2018/03279-0

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto Montanari

Sao Carlos

2020



Rafael da Fonseca Lameiro

Atividade anti-Trypanosoma cruzi de Agentes ndo-Peptidicos como Inibidores
da Cisteino Protease Cruzaina

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Quimica de Sao
Carlos da Universidade de S&o Paulo como parte dos
requisitos para a obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias:
Quimica Organica e Biologica

Area de Concentracdo: Quimica Organica e Biologica

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto Montanari

Sao Carlos

2020



Agradecimentos

As agéncias de fomento CNPq (Processo 130465/2018-6) e FAPESP (Processo

2018/03279-0) pelo auxilio financeiro oferecido.

Aos professores e funcionarios do Instituto de Quimica de S&o Carlos —
Universidade de Sao Paulo que contribuiram para minha formacéo e para a realizacéo

desse projeto.

Aos colegas e colaboradores do Grupo de Quimica Medicinal & Bioldgica
(NEQUIMED/IQSC/USP), em especial ao Prof. Dr. Carlos Alberto Montanari pela

orientacao.



Resumo

A doenca de Chagas, causada pelo protozoério Trypanosoma cruzi, foi descrita pela
primeira vez em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas. Apesar de ser conhecida
ha mais de cem anos, os tratamentos para essa parasitose sao hoje limitados a
apenas dois medicamentos que, além de gerar efeitos colaterais, ndo sdo capazes de
eliminar os parasitos do corpo do hospedeiro na fase cronica da doenca. No contexto
de desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas, a
cisteino protease cruzaina destaca-se como alvo molecular para inibicdo devido ao
seu papel essencial no ciclo de vida do tripanossoma. Nesse trabalho, foram
produzidos compostos derivados de um inibidor de cruzaina e agente
tripanossomicida  desenvolvido  anteriormente no  NEQUIMED/IQSC/USP,
denominado Neq0594. Esses derivados tém sua estrutura baseada em peptideos, que
sdo o substrato natural da cruzaina, mas, por apresentarem 0 grupo 2,2,2-
trifluoroetilamina no lugar de uma ligacdo peptidica, e &tomos de flior substituindo
atomos de hidrogénio, apresentam maior biodisponibilidade e estabilidade metabdlica
em comparacao a seus analogos peptidicos e ao Neq0594. Quinze derivados do
Neq0594 foram sintetizados, purificados e caracterizados (RMN-'H, RMN-13C, FTIR,
HRMS, polarimetria e ponto de fusdo) para os estudos de relacéo estrutura-atividade.
Os compostos foram testados contra as enzimas cruzaina, LmCPB e catepsina L e
apresentaram afiidade maior ou igual a do composto protétipo na cruzaina. Também
foi observada a preferéncia dessa enzima por compostos contendo o grupo isobutila
em P2 e de configuragéo (S,S), bem como o bioisosterismo da substituicdo H/F. Os
resultados também sugerem a existéncia de relagbes estrutura-atividade (SAR)
cruzadas entre as cisteino proteases de agentes infecciosos (cruzaina e LmCPB).
Além disso, simula¢des computacionais empregando o método de dindmica molecular
foram realizadas com o objetivo de explorar as interagbes de trés compostos com a
cruzaina. As simulacdes demonstraram as principais ligacdes de hidrogénio com o0s
residuos Gly66 e Aspl6l, interacOes hidrofobicas em P2 e P3 e a auséncia de

interacdes polares com os &tomos de flior na posicéo P3.



Abstract

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, was first described in
1909 by the Brazilian physician Carlos Chagas. Despite being known for over a
hundred years, treatments for this disease are currently limited to only two drugs that,
besides generating side effects, are not capable of eliminating the parasites from the
host body in the chronic phase of the disease. In the context of developing new drugs
for Chagas disease, the cysteine protease cruzain stands out as a molecular target for
inhibition, due to its essential role in the life cycle of the trypanosome. In this work,
compounds derived from Neq0594, a trypanocidal agent and cruzain inhibitor
previously developed in NEQUIMED/IQSC/USP, were produced. These derivatives
have their structures based on dipeptides, which are the natural substrate of cruzain,
but, because they have a 2,2,2-trifluoroethylamine group replacing a peptide bond, and
fluorine atoms substituting hydrogen atoms, they must be more bioavailable and
metabolically stable than their peptide analogues. Fifteen derivatives of Neq0594 were
synthesized, purified and characterized (*H-NMR, 13C-NMR, FTIR, HRMS, polarimetry
and melting point) for the structure-activity relationship study. The compounds were
tested for cruzain, LmCPB and cathepsin L and displayed activities equal to or better
than the lead compound for cruzain. It was also observed the preference of this
enzyme for compounds with the isobutyl group at P2 and (S,S) configuration, as well
as the bioisosterism of the H/F replacement. The results also suggest the presence of
crossed structure-activity relationships between the protozoan cysteine proteases
(cruzain and LmCPB). Moreover, computer simulations using the molecular dynamics
method were performed to explore the interactions of three compounds with cruzain.
The simulations demonstrated the major hydrogen bonds with the residues Gly66 and
Aspl61, hydrophobic interactions at P2 and P3 and the absence of polar interactions

with the P3 fluorine atoms.
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1 Introducéo

1.1 A Doenga de Chagas e seus tratamentos

Descrita em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas e causada pelo
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, a doenca de Chagas, ou tripanossomiase
americana, é uma das 17 doencas tropicais negligenciadas (NTDs), um grupo de
infeccdes parasitarias que aflige majoritariamente populagdes de baixa renda de
paises em desenvolvimento (1-4). A contaminag¢do de humanos pelo tripanossoma
pode ocorrer por meio da ingestédo de alimentos contaminados e pelo contato com as
fezes de insetos da familia Reduviidae, como o Triatoma infestans (2,3). O transplante
de 6rgados e a transfusdo de sangue contaminados também sdo formas de
transmissdo relevantes atualmente (3). O ciclo de vida do T. cruzi € complexo,
envolvendo vetor, hospedeiro e trés estagios de desenvolvimento. A forma
tripomastigota € alongada e possui um flagelo para locomocao; nao é replicativa, mas
€ altamente infectante. As outras duas formas do parasito, amastigota e epimastigota,

tém funcdo de multiplicacéo. (2,3,5-8).

Apéds a contaminacao, a progressdo da doenca ocorre em duas fases: aguda e
cronica. Na fase aguda ocorre a multiplicagdo dos parasitos, aumentando sua
concentracdo no sangue. Pode durar de semanas a alguns meses e esta associada a
sintomas como febre, reacdes alérgicas e conjuntivite (sinal de Romaria). Pacientes
que sobrevivem a fase aguda entram na fase cronica, que se apresenta de duas
formas: indeterminada e sintomatica. A fase indeterminada €& caracterizada pela
resposta imunologica do organismo, ocorrendo a diminuicdo dos niveis de parasitos
no sangue. Essa fase € assintomatica e pode durar varios anos. Cerca de 30% dos
pacientes atingem a fase crbnica sintomatica, associada ao surgimento de problemas
cardiacos e hipertrofia de orgaos. O tratamento na fase cronica é dificil, jA que o
parasito, na forma intracelular, esta restrito a alguns tecidos, em baixas concentracdes

(3,4,9-12).

Uma vez feito o diagnostico da doenca de Chagas, 0 paciente pode recorrer a

apenas dois medicamentos para seu tratamento. Esses farmacos, desenvolvidos nas
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décadas de 1960 e 1970, sédo o benzonidazol (Bz, Rochagan ®, Radanil ®, Roche) e
o nifurtimox (Nx, Lampit ®, Bayer), cujas estruturas sdo mostradas na Figura 1. Ambos
sdo compostos nitro-heterociclicos que geram espécies reativas apos a reducédo do
grupo nitro por enzimas do parasito. Essas espécies formam adutos com tidis (por
exemplo, tripanotiona e glutationa) e danificam macromoléculas, como proteinas e
DNA, por modificacdo covalente, provocando a morte do tripanossoma (3,10,13-15).
O tratamento com esses medicamentos durante a fase aguda leva a cura
parasitoldgica, definida como a auséncia de parasitos no sangue por meio de testes
convencionais, em 80% dos casos. Todavia, a iniciativa BENEFIT (Benznidazole
Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis) demonstrou que a administracdo de Bz
durante a fase cronica apenas diminui os niveis de parasitos, ndo promovendo uma
melhora na condicao cardiaca dos pacientes, nem levando a cura parasitolégica (13).
Além disso, sabe-se que esses farmacos podem provocar diversos efeitos negativos,
como neuropatias e problemas gastrointestinais, podem ser carcinogénicos e
requerem a ingestdo de doses elevadas por um longo periodo, o que, associado aos
efeitos colaterais, leva muitos pacientes a abandonar o tratamento (3,10,11,16-18).

Figura 1 - Estruturas dos compostos benzonidazol e nifurtimox, com destaque para 0s grupos nitro
responséaveis pela atividade.

o = Y
L e <
N \( 58 NN 0T\
o
H \t I
2 0 o
o

Benzonidazol (Bz) Nifurtimox (Nx)

Fonte: Adaptado de (3).

Dadas as desvantagens dos medicamentos disponiveis, buscam-se outras
abordagens para impedir o desenvolvimento do T. cruzi uma vez dentro do hospedeiro.
A inibicdo de enzimas especificas ou de vias metabdlicas exclusivas do parasito é
uma estratégia interessante, denominada “descoberta de farmacos baseada no alvo”
(target-based drug discovery) (19). Nesse contexto, as cisteino proteases destacam-

se como alvos moleculares validados para inibicdo, por apresentarem funcdes
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essenciais para a sobrevivéncia e a reproducdo dos parasitos, e muito se conhece

sobre sua estrutura, mecanismo de acao e especificidade (20-22).

1.2 Cruzaina, a principal cisteino protease do Trypanosoma cruzi

A cruzaina (GP57/51, EC 3.4.22.51, também chamada de cruzipaina na sua
forma nativa) € a cisteino protease majoritaria no T. cruzi, expressa em todos 0s
estagios do seu ciclo de vida, como diversas isoformas similares (2,16,23). Pode ser
encontrada em vesiculas intracelulares no estagio dormente do parasito, em ambiente
quimico acido (pH = 5,5), mas, na forma amastigota, esta também presente na
superficie do parasito, em contato com o citoplasma do hospedeiro e,
consequentemente, em ambiente neutro (pH = 7,4) (19,21,24). Essa caracteristica
difere a cruzaina de catepsinas humanas analogas, que se localizam nos lisossomos
e somente sdo ativas em meio acido (19). A cruzaina é essencial para o
desenvolvimento do parasito dentro do hospedeiro, por estar associada a fungbes
como penetracdo dos tripomastigotas nas células humanas, remodelamento
molecular dos epimastigotas para tripomastigotas, nutricAo e evasdo do sistema
imune. Além disso, também esta relacionada a ativacdo da resposta inflamatoria
(9,16,19,21,22,25).

A cruzaina pertence ao cla CA, uma familia de cisteino proteases analogas a
papaina, do qual também fazem parte enzimas de humanos como as catepsinas B, F,
K, S eV, além da catepsina L, homéloga a cruzaina (2,13). As cisteino proteases séo
enzimas com funcdo proteolitica, ou seja, que realizam a hidrélise de peptideos,
promovida por trés residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo (Figura 2):
cisteina, histidina e asparagina. Estes residuos, que compdem a triade catalitica,
recebem a numeracdo Cys25, His162 e Asnl82 na cruzaina, e Cys25, Hisl59 e
Asnl75 na cruzipaina. A cisteina é responsavel pelo inicio da reacéo de hidrolise, por
meio de um ataque nucleofilico do grupo tiolato a carbonila do peptideo. A histidina
tem mdultiplas fungBes, como promover a ionizagdo do grupo tiol da cisteina,
aumentando sua nucleofilia, e transferir um ion H* ao nitrogénio do peptideo que sera

hidrolisado. Por sua vez, a asparagina mantém o anel imidazol da histidina em uma
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orientacdo favoravel durante a reacdo (26,27). A Figura 2 apresenta a estrutura da

cruzaina, com 215 aminoacidos, destacando a triade catalitica.

Figura 2 - Estrutura tridimensional (superficie) da cruzaina, com destaque para a triade catalitica no
sitio ativo.

Fonte: Autoria propria.

O mecanismo catalitico mais comum para as cisteino proteases, mostrado no
Esquema 1, é consistente com a presenca de um par ibnico, formado ap6s a
transferéncia de um ion H* do residuo de cisteina para o de histidina, levando a
enzima a possuir um sitio ativo ionizado em sua forma livre (CysS7/HisH*). A
existéncia do par ibnico em cisteino proteases, como a papaina e catepsinas, foi
confirmada experimentalmente e por modelos computacionais (28,29), sendo uma das
caracteristicas que diferem cisteino proteases de serino proteases, que dependem da
interacdo com o substrato para a ativacdo do grupo que dara inicio a hidrolise (30). O
par ibnico no sitio ativo explica a maior reatividade das cisteino proteases frente a
espécies eletrofilicas, quando comparadas a outras espécies nucleofilicas contendo
enxofre, especialmente em meios mais acidos, uma vez que o anion tiolato é cerca de

1019 vezes mais nucleofilico que o grupo tiol neutro (24,25,31).
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Esquema 1 - Formacéao do par idnico e mecanismo geral de hidrélise por cisteino proteases.

H H

H \ \
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Fonte: Adaptado de (32).

Assim, dada a analogia da cruzaina com outras cisteino proteases, € possivel
encontrar trabalhos que indicam a existéncia do par i6bnico na sua forma livre
(24,29,33). Entretanto, um trabalho recente (31) envolvendo o efeito isotépico cinético
guestiona essa suposicao, apresentando resultados consistentes com a existéncia de
um par neutro (Cys25/His159) na enzima livre, uma vez que a distancia entre esses
grupos seria muito grande para a ocorréncia espontanea da ionizacéo e que o pKa da
cisteina seria de 9,8. A aproximag&o entre 0S grupos ocorreria somente apds uma
mudanc¢a conformacional promovida pela aproximacdo do substrato ao sitio ativo,
permitindo a ionizacdo e a ativacdo do grupo tiol. Esse tipo de mecanismo nao é
desconhecido para cisteino proteases, sendo a enzima protease especifica da
ubiquitina 1 (do inglés ubiquitin-specific protease 1, USP1) um exemplo (31). Dessa
forma, o mecanismo da reacao de hidrélise proposto para a cruzaina pode ser dividido

em etapas, conforme mostrado no Esquema 2.
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Esquema 2 - Formacao do par ibnico e mecanismo geral de hidrélise para a cruzaina.
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Fonte: Autoria propria.

Primeiramente, ocorre a interacdo entre o peptideo e o sitio ativo, permitindo a
aproximacao dos residuos Cys25 e His159 e a formacao do par ibnico. Em seguida,
inicia-se a etapa de acilacéo, a qual foi atribuido um mecanismo ndo-concertado em
um trabalho recente de mecéanica quantica e mecéanica molecular (24). Foi sugerida a
transferéncia de H* da His159 para o atomo de nitrogénio da ligagdo peptidica,
enguanto a estabilizacdo do grupo Cys25S~ é realizada por grupos proximos, como
Trp26, Gly1l60 e His159. Isso permite o ataque nucleofilico do atomo de enxofre,
formando um intermediario tetraédrico estabilizado pela cavidade do oxianion. A
ligacdo dupla da carbonila pode ser, entao, refeita, sendo uma amina neutra o grupo
de saida, resultando no segundo intermediario da reacdo de hidrolise (R—-CO-SCys).
Em seguida, inicia-se a etapa de desacilacdo. O anel imidazol da histidina, agora na
forma neutra, atua como base, polarizando uma molécula de agua, cujo oxigénio ataca

o carbono carbonilico do intermediario, de forma concertada. Nesse ponto, h&a
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discordancia em artigos recentes com relacao a existéncia de intermediario tetraédrico,
gue é mostrado no Esquema 2 (24,31). Finalmente, o enxofre da cisteina recupera o

ion H*, reestabelecendo a forma neutra do sitio ativo.

Nas diversas estruturas tridimensionais da cruzaina obtidas por difracao de raios
X € possivel observar a existéncia de dois dominios: um deles é composto
majoritariamente por a-hélices, e o outro, por folhas-f (22). O sitio ativo é localizado
entre esses dois dominios e, adjacentes a ele, existem subsitios de ligacdo, capazes
de acomodar as cadeias laterais dos aminoacidos do peptideo a ser hidrolisado,
sendo, portanto, responsaveis pela especificidade da enzima. Esses sédo designados
segundo a nomenclatura proposta por Schechter e Berger: os subsitios recebem a
designacao S, se interagem com os aminoacidos da regidao N-terminal do substrato,
ou S’, se interagem com os da regido C-terminal (22). Dos subsitios da cruzaina,
qguatro sdo mais explorados no desenvolvimento de inibidores: S1, S2, S3 e S1’ (27).
Nos inibidores, de forma anéloga, utiliza-se a mesma numeracao para 0S grupos que
interagem com os subsitios, mas com designagao P (P1, P2, P3 e P1’). A Figura 3
apresenta, de forma simplificada, um inibidor genérico interagindo com os principais
subsitios da cruzaina, e os residuos de aminoacidos que participam dessas interacdes

(numeracao da cruzaina).
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Figura 3 - Representacdo de um inibidor peptidico no sitio ativo da cruzaina, com destaque para 0s
subsitios S1°, S1, S2 e S3, residuos de aminoacidos relevantes e as regides do inibidor que

interagem com cada subsitio: P1’, P1, P2 e P3.
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Fonte: Adaptado de (32).

O subsitio S1 é superficial e fica proximo a triade catalitica da cruzaina. E capaz
de acomodar substituintes P1 hidrofébicos volumosos, e foi demonstrado que a
estereoquimica em P1, quando existente, € um fator importante para a atividade
(21,34). E classificado como subsitio de potencializacdo, uma vez que diferentes
substituintes na posicdo P1 de um inibidor podem aumentar sua atividade,
aproximando a porcéo eletrofilica da molécula e o enxofre da cisteina. Apesar disso,
modificacdes em P1, em geral, ndo levam a uma maior seletividade frente a
catepsinas (9,26,32). Alguns residuos de aminoacidos que podem interagir com o
substituinte P1 sdo: GInl9, Gly23, Ser24, Aspl161 e His162.

A regido S2 é conhecida como subsitio de especificidade, por ser determinante
para o planejamento da seletividade do inibidor, tendo sido amplamente explorada em

estudos de SAR. E o subsitio menos exposto ao solvente (mais interno), podendo
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acomodar grupos volumosos, e é capaz de interagir tanto com grupos basicos, como
a cadeia lateral da arginina e pirimidinas, quanto hidrofébicos, como as cadeias
laterais dos aminoécidos fenilalanina, valina e leucina (9,22,32,35,36). A preferéncia
por substituintes apolares se deve a interagbes com as cadeias laterais dos
aminoacidos Leu67, Met68, Alal38 e Leul60. Por outro lado, a capacidade de
interagir com grupos polares pode ser explicada pela presenca do residuo Glu208,
ausente em outras cisteino proteases da familia da papaina, que apresentam o
residuo Ser208, o que as leva a apresentar uma afinidade muito maior por inibidores
derivados da fenilalanina em relacdo aos derivados da arginina (37). Em geral, se
observa que substituintes apolares na regido P2 de inibidores de cruzaina fazem com
que a cadeia lateral do acido glutamico aponte na direcdo oposta a molécula, em
direcdo ao solvente, enquanto substituintes basicos e polares levam a uma interacdo

direta entre a cadeia lateral e o inibidor (23,38).

O subsitio S3 apresenta uma porcao exposta ao solvente, contendo residuos
polares, como serina e aspartato, que podem interagir com o inibidor realizando
ligacbes de hidrogénio (32). E menos explorado em estudos de SAR, mas suas
caracteristicas permitem a utilizacao de grupos P3 volumosos, aumentando assim a
seletividade frente a outras enzimas, como a catespina S, que apresenta um subsitio
S3 menor e delimitado. Uma vez que diversos grupos sao tolerados em P3 sem perda
de poténcia, pode-se explorar essa regido como moduladora de propriedades fisico-

guimicas e bioldgicas, como lipofilia e estabilidade metabdlica (21,34).

Por fim, o subsitio S1°, assim como S2, pode acomodar substituintes volumosos,
como anéis aromaticos substituidos, mas também possibilita a formacéao de ligacdes
de hidrogénio (21). Alguns exemplos de cisteino proteases para as quais foram
desenvolvidos melhores inibidores com alteragdes em P1’ sdo, além da cruzaina, a

catepsina B e a calpaina (39).

1.3 O uso deinibidores de cruzaina para o tratamento da doenca de Chagas

Diversos estudos prévios demonstraram a eficacia da estratégia de utilizar

inibidores de cisteino proteases para o tratamento de doencas como cancer, diabetes,
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AIDS, artrite e doencas parasitarias (19,40-44). Estima-se que cerca de 5 a 10% dos
alvos biolégicos para farmacos em desenvolvimento sejam proteases, e que as
vendas de medicamentos baseados em inibidores de proteases estejam na casa dos
bilhbes de ddlares (45).

Nos tripanossomas, diferente do que ocorre em humanos, observa-se uma falta
de redundéancia das cisteino proteases, o que significa que a inativacdo de uma
protease ndo é compensada por outros mecanismos, levando a uma falha metabdlica
e consequente morte do parasito. Por isso, a inibicdo dessa classe de enzimas € uma
estratégia interessante no combate a doenca de Chagas (34,46). A validade dessa
abordagem foi comprovada em um estudo de prova de conceito (do inglés proof-of-
concept) em que animais infectados por parasitos foram tratados com inibidores
irreversiveis seletivos para cruzaina. O trabalho demonstrou o acumulo de cruzaina
nao-processada no complexo de Golgi do tripanossoma, impedindo sua proliferacao
e diferenciacdo, e resultando em cura parasitolégica e aumento da sobrevida dos
animais (12,13,16,46-48).

Curiosamente, em alguns trabalhos foi observada uma auséncia de correlacéo
entre atividade inibitéria na enzima e eficacia tripanossomicida (44,49,50). Algumas
explicacdes sdo possiveis para esse fendbmeno, dentre elas: dificuldade do farmaco
em atravessar as membranas celulares, degradacdo (instabilidade metabdlica) e
acumulo em organelas, como lisossomos, no caso de moléculas com caracteristicas
basicas (16,44). Em outros casos, de forma oposta, podem ser observadas altas
atividades anti-tripanossoma mesmo que 0s ensaios enzimaticos tenham apresentado
baixos valores de afinidade. Isso pode ser atribuido a uma falta de seletividade do
inibidor, que deve interferir em outras vias do metabolismo do parasito, ou mesmo a

um efeito de citotoxicidade geral, pela geracéo de intermediarios reativos (44).

A Figura 4 apresenta alguns inibidores de cruzaina conhecidos, codificados de

acordo com o trabalho em que foram publicados.
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Figura 4. Estruturas de alguns inibidores de cruzaina.
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Fonte: Adaptado de (2, 35).

1.4 Estratégias para o planejamento de inibidores de cruzaina

1.4.1 Inibidores peptidicos

Tendo em vista que um inibidor enzimatico devera interagir com um sitio ativo
altamente seletivo, é natural que se utilize o substrato natural da enzima para iniciar a
busca por um composto bioativo. Historicamente, o desenvolvimento de inibidores de
cruzaina evoluiu a partir de dipeptideos ou tripeptideos reconhecidos pela enzima,
modificados pela adicdo de um grupo eletrofilico que, apds o ataque nucleofilico do
atomo de enxofre da cisteina, forma uma ligagédo covalente estavel, bloqueando o sitio
ativo e impedindo o funcionamento da enzima (9,29,38). Essa estratégia tem mostrado
resultados positivos, existindo inibidores peptidicos com alta atividade frente a
cruzaina (28,40,49).
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Inibidores de enzimas podem ser classificados levando em conta a presencga ou
auséncia de ligacdo covalente entre o inibidor e a enzima, ou a reversibilidade da
interagcdo com o sitio, havendo, nesse caso, duas possibilidades: os inibidores
reversiveis e os irreversiveis. Os inibidores desenvolvidos para a cruzaina sao, em
sua maioria, do tipo covalente irreversivel. Entretanto, cada vez mais no planejamento
de farmacos para o tratamento de doencas crbnicas, tem sido evitado o uso de
fragmentos que produzam inibidores irreversiveis. 1ISso porque esse tipo de estrutura
€ mais susceptivel a promiscuidade e toxicidade, devido a formacédo de adutos com
moléculas contendo atomos nucleofilicos, como a glutationa e diversas proteinas.
Esses adutos podem apresentar propriedades alergénicas e provocar uma resposta
imunolégica no paciente (21,26,30,40,43). Assim, considerando que inibidores
irreversiveis de cruzaina ja se mostraram eficazes em eliminar a doenca, abre-se o
caminho para o desenvolvimento de uma segunda geracao de inibidores que, sendo
reversiveis, podem proporcionar maior eficacia e biodisponibilidade oral, além de
menor toxicidade (34,50).

Apesar dos pontos negativos apresentados pelos inibidores irreversiveis, deve-
se destacar que inibidores covalentes possuem propriedades atraentes, como acéo
rapida e prolongada, maior poténcia, possibilidade de explorar interacdes em regides
planas e convexas da enzima e atividade persistente, mesmo apés a ocorréncia de
mutacBes no alvo molecular (26,45,49). Dessa forma, conclui-se que, do ponto de
vista farmacoldgico, a producdo de inibidores covalentes reversiveis apresenta-se
como uma abordagem interessante. A ideia parece contraditéria a primeira vista, uma
vez que, em geral, a formacdo de ligacdo covalente implica em estabilidade e,
consequentemente, irreversibilidade da interacdo inibidor-enzima. Entretanto, com a
escolha adequada de um grupo funcional para formar essa ligacdo, é possivel o

desenvolvimento de inibidores covalentes reversiveis para a cruzaina.

1.4.2 O grupo funcional nitrila em inibidores covalentes reversiveis

Inibidores covalentes, que levam a formacéo de uma ligacdo com o residuo de

cisteina do sitio ativo das cisteino proteases, devem apresentar um grupo funcional
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eletrofilico, ao qual se da a denominacdo de warhead (40). Os warheads séo
importantes ndo somente para bloquear o atomo nucleofilico do sitio ativo, mas
também porque funcionam como uma ancora que mantém o restante da molécula
posicionado de forma mais eficiente para a interagdo com os subsitios. Diversos
grupos podem ser usados para esse fim, como aldeidos, fluorometilcetonas e vinil-
sulfonas (16,28,40). Todavia, o grupo nitrila (-C=N) € um dos warheads mais
empregados para inibidores de cisteino proteases, devido a sua alta estabilidade
metabdlica, seletividade frente a serino proteases e por ser reativo o suficiente para
formar um intermediario covalente com o grupo tiol da cisteina, denominado tioimidato,
sem apresentar instabilidade metabdlica (21,34,41,42,49,51-53). Além disso, apesar
de haver ligagdo covalente no sitio ativo, a reacdo € geralmente reversivel, e os
inibidores séo do tipo competitivo (28,41,49). O mecanismo de formacao do tioimidato
na cruzaina é semelhante ao da reacao de hidrélise peptidica: apdés a acomodacao
do inibidor no sitio ativo, ocorre a formacao do par iénico, seguida do ataque do atomo
de enxofre do residuo Cys25 ao carbono da nitrila (29). Estudos computacionais
demonstraram que o ataque nucleofiico ao carbono da nitrila ocorre
concomitantemente a transferéncia de préton da histidina para o &tomo de nitrogénio

da nitrila (28). O Esquema 3 apresenta a reacdo de formacédo de um grupo tioimidato.

Esquema 3 - Mecanismo da formagé&o do tioimidato.
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Fonte: Adaptado de (25).

Compostos que possuem uma estrutura peptidica e um warhead nitrila séo
denominados peptidilnitrilas. Esse tipo de estrutura foi explorado como inibidor de
diversos tipos de cisteino proteases, como cruzaina (T. cruzi), rodesaina (T. brucei),
LmCPB (Leishmania mexicana) e catepsinas humanas, como B, S e K

(28,41,48,49,52-56). Para essa Ultima, associada a progressao da osteoporose, foi
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desenvolvido um inibidor derivado de uma dipeptidilnitrila (peptideomimético) que
atingiu a fase clinica Ill, denominado odanacatib, cuja estrutura é apresentada no

Figura 5.

Figura 5 - Odanacatib, um inibidor de catepsina K com estrutura derivada de uma peptidilnitrila.
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Fonte: Adaptado de (56).

O grupo nitrila ndo esta presente somente em inibidores de cisteino proteases,
podendo ser encontrado, por exemplo, em farmacos para o tratamento de diabetes,
hipertensao e AIDS (57).

1.4.3 Caracteristicas de substituintes em inibidores de cruzaina

Os subsitios de ligacdo na cruzaina permitem a utilizacdo de estratégias de
planejamento racional de farmacos com base nas interagdes dos inibidores com cada
regido da enzima, conforme mostrado na Figura 3. A seguir, serdo discutidas

especificidades das regifes mais relevantes de inibidores de cruzaina.

O substituinte P1 em dipeptidilnitrilas situa-se entre o warhead nitrila e o
nitrogénio de uma ligacéo peptidica. Sabe-se que atomos de carbono adjacentes a
grupos insaturados séo pontos susceptiveis a oxidacdo metabdlica, e que existe uma
relacéo entre a energia de dissociacéo da ligacdo C—H e a facilidade de oxidacao (58).

Esses fatores explicam a instabilidade observada quando se utiliza o grupo metileno
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nessa posicdo. Dessa forma, evidencia-se que os grupos P1, idealmente, ndo devem

possuir atomos de hidrogénio no carbono adjacente a nitrila.

Verificou-se que tanto a cruzaina quanto sua isoforma cruzipaina-2 hidrolisam
preferencialmente peptideos contendo os residuos basicos arginina ou lisina na
posicdo P1 (23), sendo que grupos analogos a fenilalanina também se apresentaram
superiores a inibidores sem grupos nessa posicao (34). Assim, € comum empregar
substituintes volumosos, como grupos aromaticos, nessa posi¢éo, e ja foi proposto
gue grupos pequenos, como a ciclopropila, na posicdo P1 seriam inadequados para
interagir com o subsitio S1 da cruzaina (50). Entretanto, resultados anteriores do
NEQUIMED questionam essa sugestao. Em um dos trabalhos do grupo foi observado
que a substituicdo de um grupo metileno por ciclopropila em P1 levou a um aumento
na poténcia de inibicdo de cruzaina de 0,3 a 0,4 unidades logaritmicas (40) e que o
grupo ciclopropila na posi¢cdo P1 aumentou a estabilidade metabdlica e melhorou o
perfil farmacocinético das moléculas, além de manter a hidrofobicidade em P1, algo
caracteristico de inibidores de cruzaina (59,60). Outro resultado interessante de
calorimetria de titulacdo isotérmica demonstrou que esse grupo contribuiu para uma
diminuicao na contribuicdo entrépica desfavoravel presente nos inibidores explorados
(28).

O subsitio S2 é o principal determinante da seletividade entre as cisteino
proteases. Apesar de poder acomodar substituintes apolares e polares (basicos), ja
foi demonstrado que espécies fluorogénicas contendo em suas cadeias laterais
grupos hidrofébicos positivamente carregados sdo menos susceptiveis a hidrélise pela
cruzaina, ndo havendo, portanto, um eficiente reconhecimento do substrato pela
enzima (61). Além disso, foi observada uma preferéncia pelo aminoéacido fenilalanina
em P2 para a cruzaina, enquanto sua isoforma cruzipaina-2 apresentou uma
preferéncia por leucina, uma caracteristica presente em enzimas como as catepsinas
S e K, mas ausente nas catepsinas B, F e L (23). Em outro estudo de SAR, foi
produzido um potente inibidor de cruzaina contendo o grupo valina em P2 (62).
Também ja foi demonstrada a afinidade dessa regido por grupos nao-naturais, como

ciclobutila (21), cicloexila (38), cicloexilalanina (63) e B-sulfonila (64).

Esses dados sugerem a manutencdo de aminoacidos apolares e volumosos em
P2, no lugar da utilizacdo de aminoacidos basicos, que nem sempre se apresentam

adequados para a inibicdo da cruzaina. E valido ressaltar que muitas informacées a
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respeito de inibidores peptidicos e peptideomiméticos derivam do desenvolvimento do
odanacatib. Os estudos metabodlicos de um de seus precursores mostraram a
necessidade de se bloquear certos pontos de metabolismo que, uma vez oxidados,
levavam a uma ciclizacdo intramolecular, com perda do grupo nitrila. Esses pontos
sao o grupo metileno adjacente a nitrila e a cadeia lateral correspondente ao grupo P2
(21,65).

Por sua vez, a regido S3 da cruzaina € menos explorada no desenvolvimento de
inibidores, mas também permite a realizacdo de interacbes favoraveis, como uma
ligacdo de hidrogénio com a Ser61 (52). Devido a suas caracteristicas, como ser mais
plana que outras regides, diversos tipos de grupos podem ser utilizados em P3 sem
prejuizo de atividade. Por isso, substituintes nessa regido s&o classicamente
explorados para melhorar propriedades farmacolégicas, como estabilidade e
solubilidade (52).

Finalmente, com relagédo a P1’, ja foram demonstrados inibidores potentes que
sequer possuiam grupos nessa posicdo (21). Entretanto, comparando diferentes
isoformas da cruzaina, observou-se uma maior especificidade da cruzipaina-2 quando
comparada com cruzipaina-1 ou r-cruzaina para substituintes em P1’, havendo
preferéncia por grupos como Leu e Phe, enquanto as outras isoformas aceitam

igualmente Leu, Phe, Ala e Arg (23).

1.5 Peptideomiméticos e bioisosteros

Apesar das claras vantagens em termos de reconhecimento molecular, os
inibidores peptidicos apresentam também pontos negativos, associados a sua baixa
biodisponibilidade e a labilidade da ligacdo peptidica, facilmente hidrolisavel
(2,30,35,38,66). Dessa forma, uma vez encontrada uma estrutura peptidica com
atividade satisfatoria, faz-se necessaria uma otimizacdo dessa estrutura, utilizando

um conceito recorrente em quimica medicinal: os bioisGsteros.

Bioisosteros sdo grupos que, por apresentarem semelhanca fisica e quimica

(como polaridade, volume, forma e distribuicdo eletronica) com grupos funcionais
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presentes em moléculas bioativas, produzem aproximadamente a mesma resposta
bioldgica, apesar de apresentarem outras propriedades relevantes alteradas (60,67).
O emprego de bioisésteros leva a modificagdes na estrutura de um composto prototipo,
podendo gerar derivados mais seguros e eficazes, aumentar a estabilidade metabdlica
e a solubilidade em agua, e diminuir a toxicidade (60,67—69). Além disso, sabe-se que,
em geral, diminuindo o carater peptidico de um inibidor, aumenta-se sua
biodisponibilidade (67). No caso da doengca de Chagas essas mudangas sao
importantes, uma vez que se recomenda que novos tratamentos sejam administrados

por via oral.

Para substituir uma ligacéo peptidica por um bioisostero, produzindo assim um
composto peptideomimético, é necessario compreender as interacdes que ocorrem
entre o inibidor e a enzima. Estruturas cristalograficas ou simula¢cdes computacionais
podem ser utilizadas para identificar essas interacées. Em dipeptidilnitrilas, foi
demonstrada a formacao de uma ligacéo de hidrogénio entre o grupo NH da ligacao
peptidica e o oxigénio de um residuo de glicina (Gly66), importante para a atividade
dos inibidores. Dessa forma, é desejavel que o bioisGstero apresente um grupo capaz
de doar ligacao de hidrogénio, como OH ou NH. A Figura 6 apresenta alguns exemplos
de possiveis bioisésteros da ligacdo peptidica, com destaque para o grupo doador de
ligacdo de hidrogénio.

Figura 6 — A ligacéo peptidica e alguns de seus bioisésteros.

(0] S O O N CF;
,,,-r’“u\ ,»JJ\ \\S// oy N\/ \>MM
N ol Y J_,.r’\\NH ol
H H H H
amida tioamida sulfonamida 1,2,4-triazol 2,2, 2-trifluoroetilamina

(ligacédo peptidica)

Fonte: Adaptado de (60).

Desses grupos, a 2,2,2-trifluoroetilamina (TFEA) se destaca, tendo sido descrita
pela primeira vez no ano 2000 como bioiséstero da ligagéo peptidica (70-73). O grupo
TFEA pode ser comparado ao intermediario tetraédrico formado durante a hidrolise

de um peptideo, com a presenca de um carbono sp? ligado a um grupo eletronegativo
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(CF3 no lugar de O~) e preservando o atomo de nitrogénio que, assim como na ligacao
peptidica, ndo apresenta um significativo carater basico, por estar prOXimo a um grupo
que retira elétrons. Essa ultima propriedade é especialmente relevante, uma vez que
a formacdo de uma espécie protonada ndo seria adequada para um inibidor
enzimatico, levando em conta que o ganho energético devido a interacao inibidor-
enzima, em geral, ndo compensa o custo envolvido na dessolvatacdo de uma espécie
carregada (60,62,74,75). Além disso, ocorre a manutencao do grupo NH entre P2 e
P3, que forma a ligacao de hidrogénio com o grupo carbonila do residuo Gly66 da
cruzaina (76). O grupo TFEA também apresenta como vantagem o fato ndo ser

hidrolisavel, o que contribui para aumentar a estabilidade metabdlica do composto.

Black et al. (75) demonstraram que a substituicdo da ligacao peptidica pelo grupo
TFEA entre os fragmentos P2 e P3 de inibidores de catepsina K manteve interacdes
relevantes com a enzima, e obtiveram compostos mais estaveis, biodisponiveis e de
10 a 20 vezes mais potentes que os peptidicos correspondentes. O desenvolvimento
desse trabalho culminou com a sintese do odanacatib, um potente inibidor de
catepsina K (56). Outro trabalho demonstrou que a utilizacdo desse grupo em
inibidores de catepsina S produziu inibidores potentes (valores de ICso da ordem de
nanomolar) que, curiosamente, séo insensiveis a configuracdo absoluta do carbono
assimétrico (77). Diversos trabalhos também demonstraram o uso do grupo TFEA em

inibidores de cisteino proteases (34,44,62).

Estudos de docagem molecular demonstraram que o grupo CFs localizado entre
os substituintes P2 e P3 em inibidores de cruzaina esta sempre exposto ao solvente,
sugerindo mais uma func¢éo interessante desse grupo, que é forcar a aproximacao do
substituinte em P3 a superficie S3, favorecendo interacdes ligante-receptor (32).
Entretanto, vale ressaltar que o grupo TFEA possui um atomo de carbono assimétrico,
0 que pode ser considerado um ponto negativo, devido a necessidade de sintese e
purificacdo de apenas um estereoisdbmero para ensaios biologicos. Além disso, nem
todas as ligacdes peptidicas podem ser substituidas por um grupo TFEA. Black et al.
(75) constataram que, em inibidores de catepsina K, o grupo amida entre P2 e P3
podia ser substituido pelo grupo TFEA sem perda de atividade, mas 0 mesmo néo era
verdadeiro para a ligacdo peptidica entre P1 e P2, j& que tanto o par de elétrons do

grupo carbonila quanto o hidrogénio do grupo NH estavam envolvidos em ligacdes de
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hidrogénio. Todavia, os autores ndo observaram hidrolise dessa ligacéo peptidica em

compostos contendo o grupo TFEA entre P2 e P3.

Outra estratégia comum de substituicAdo bioisostérica esta relacionada a
caracteristica comum ao atomo de hidrogénio (H) e os halogénios (X), que é a
monovaléncia. Essa propriedade possibilita a realizacdo de substituicdes pontuais na
estrutura de um composto, utilizando um precursor contendo um halogénio no lugar
do hidrogénio. A natureza dessa substituicdo € muito interessante do ponto de vista
de SAR, ja que essa troca de atomos pode levar a grandes mudancas nas
caracteristicas da molécula, uma vez que os halogénios apresentam propriedades
fisico-quimicas distintas do hidrogénio, podendo impactar no encaixe da molécula no
sitio ativo, na presenca ou auséncia de interacbes polares e na estabilidade
metabdlica (67-69,78,79).

Dentre os halogénios, o flGor (raio de van der Waals = 1,4 A) é o que mais se
aproxima do hidrogénio (raio de van der Waals = 1,2 A) em tamanho, o que explica o
fato de que a substituicdo de &tomos de H por F é uma estratégia comum para modular
diversas propriedades de candidatos a farmacos. Em geral, a razao por trds dessa
substituicdo em um contexto de SAR é bloquear pontos de metabolismo, por meio da
substituicdo de ligacdes C—H susceptiveis a oxidacao, tendo em vista que a ligacao
C-F é praticamente inerte sob as mais diversas condi¢des bioldgicas. Além disso, a
introducdo de atomos de F em anéis aromaticos faz com que esses, naturalmente
susceptiveis a oxidacdo a compostos fendlicos, sejam desativados frente a reacdes
de metabolismo oxidativo (58,60,68,69,78-80). Entretanto, os efeitos da substituicao
H/F ndo se limitam as propriedades farmacocinéticas, uma vez que o fldor também
pode alterar marcadamente propriedades fisico-quimicas e biolégicas quando
introduzido em uma molécula (60,68,69,78,79).

O fluor, por ser muito eletronegativo, polariza a densidade eletronica de atomos
ricos em elétrons, podendo diminuir a basicidade ou aumentar a acidez de grupos
proximos. Além disso, a lipofilia da molécula também é alterada com a introducao
desse elemento, de maneira menos previsivel, mas geralmente se observa um
aumento no valor de logPow, 0 que pode aumentar a atividade inibitéria do composto,
de modo ndo especifico (69). Atomos de flior também podem provocar alteracdes
conformacionais na molécula, levando-a a adotar uma posicdo que favorece

interacdes entre o inibidor e o alvo (58,60,67,69,78,79). Ja do ponto de vista biologico,
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sabe-se que a substituicdo H/F pode levar, por exemplo, a alteracbes no desempenho

in vivo e na permeabilidade nas membranas celulares (60,74).

1.6 Composto protoétipo e relagcéo estrutura-atividade

7

Dada a natureza deste trabalho, é importante que seja feita uma breve
explicacdo dos conceitos composto protétipo (em inglés: lead compound) e relacdo
estrutura-atividade (em inglés: structure-activity relationship, SAR). Em quimica
medicinal, sdo raros os exemplos em que um medicamento é “descoberto”.
Usualmente, ensaios celulares com produtos naturais ou a sintese de compostos
derivados de modelos computacionais fornecem algumas moléculas que apresentam
atividade bioldgica alta o suficiente para serem consideradas interessantes do ponto
de vista medicinal, mas que ndo dispdem de outras propriedades adequadas para um
farmaco. Esses sdo os compostos prototipo, a partir dos quais 0s quimicos medicinais
derivam as préximas geracdes de moléculas, realizando alteragcdes na estrutura
original, visando a obtencao de um novo candidato a farmaco com atividade igual ou
maior que a do protétipo, além de outras caracteristicas apropriadas para um
medicamento de uso humano. Dentre os parametros para 0s quais se busca
otimizacao, destacam-se: poténcia, seletividade, absorc¢ao, distribuicdo, metabolismo,
excrecao e toxicidade. Essas modificagcbes em uma estrutura molecular, que levam a
diferentes atividades biologicas, estabelecem o conceito de relacdo estrutura-
atividade (32,58).

Em geral, espera-se que pequenas modificagdes quimicas em um composto
levem a variacdes na atividade bioldgica igualmente pequenas. Entretanto, excecdes
para essa regra existem e sdo denominadas de falésias de atividade (em inglés:
activity cliffs), uma vez que correspondem a uma descontinuidade na SAR, ou seja,
uma pequena mudanga na estrutura leva a uma grande alteragdo na atividade de uma
substéancia, seja no sentido de aumenta-la ou de diminui-la. Em ambos os casos, a
presenca de uma falésia de atividade é um ponto importante a ser investigado, pois
fornece informacdes a respeito da interacdo entre um inibidor e o sitio ativo da enzima
(81).
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Utilizando a estratégia de desenvolver um composto a partir de uma estrutura
bem-sucedida, o grupo NEQUIMED/IQSC/USP produziu o composto Neq0594, com
base no odanacatib, um inibidor seletivo de catepsina K. A estrutura, obtida por meio
da estratégia de simplificacdo molecular, é apresentada na Figura 7.

Figura 7 - Estruturas do odanacatib e do composto protétipo Neq0594, com destaque para as
modificacBes realizadas na estrutura do odanacatib para a concepcéo do Neq0594.

K %C o

odanacatib Neq0594

Fonte: Adaptado de (44).

Apesar de ndo ser um bom inibidor de cruzaina (pKi = 5,6 + 0,07), o Neq0594
apresentou uma elevada poténcia tripanossomicida para a cepa CL Brener do T. cruzi
(PECs0 = 6,9 £ 0,08), sendo cerca de 20 vezes mais potente que o benzonidazol (44).
Entretanto, sua estrutura apresenta dois anéis aromaticos monossubstituidos, que sédo
vulneraveis a metabolismo oxidativo. Dessa forma, as propriedades do Neq0594
tornam-no um excelente exemplo de composto protétipo, a partir do qual podem ser
desenvolvidos derivados com propriedades mais atraentes do ponto de vista medicinal,

como estabilidade, biodisponibilidade e menor toxicidade.
1.7 Objetivos gerais

Planejar e executar a sintese de derivados do composto protétipo Neq0594, um
peptideomimético inibidor da enzima cruzaina e agente anti-T. cruzi. Determinar a
atividade e poténcia inibitéria para a cruzaina e enzimas analogas, bem como as

principais interacées com a cruzaina, empregando métodos de dinadmica molecular.
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1.8 Objetivos especificos

- Planejamento de novas entidades quimicas candidatas a inibidores da enzima
cruzaina, com base no composto protétipo Neq0594. Os compostos propostos
apresentam estrutura de dipeptidilnitrilas, com um grupo TFEA substituindo a ligacao

peptidica entre P2 e P3.
- Planejamento e execucao das rotas de sintese para as moléculas propostas;

- Caracterizacdo das moléculas sintetizadas com as seguintes técnicas:
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio-1 e de carbono-13, espectroscopia no
infravermelho, espectrometria de massas, cromatografia liquida de alta eficiéncia,

polarimetria e temperatura de fuséo;

- Determinacgéo da atividade e seletividade dos compostos por meio de ensaios
fluorimétricos de inibicdo frente a cruzaina e a outras enzimas da familia da papaina,

como LmCPB e catepsina L, e em ensaios bioldgicos contra o T. cruzi;

- Identificacdo das principais interacbes entre os compostos e a cruzaina,

realizando simulacdes com o método de dinamica molecular.
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2 Parte experimental

2.1 Sintese

2.1.1 Reagentes e solventes

Os reagentes foram utilizados sem tratamento prévio, exceto quando
explicitamente mencionado. Todas as reacdes realizadas em solvente ndo-aquoso
foram feitas sob atmosfera de argdnio e em vidraria seca em estufa a 120 °C. Os
solventes dimetoxietano (DME) e tetraidrofurano (THF) foram destilados com sédio
metélico e benzofenona, e armazenados sobre peneira molecular. A acetonitrila foi
destilada com hidreto de calcio e armazenada sobre peneira molecular. O metanol e
a dimetilformamida (DMF) foram utilizados sem tratamento. A diisopropiletilamina
(DIPEA) foi destilada e armazenada em um frasco de vidro dentro de um recipiente

contendo cloreto de célcio.

2.1.2 Monitoramento de reacdes e purificacao

Para acompanhar o progresso das reacdes foi utilizada a técnica de
cromatografia em camada delgada (CCD), em placas de aluminio Sigma-Aldrich
cobertas com uma matriz de silica-gel e indicador fluorescente (254 nm), utilizando os
seguintes agentes reveladores: iodo com silica, solugéo de &cido fosfomolibdico em
etanol, solugédo de vanilina e acido sulfurico em etanol ou solugdo de ninidrina em

etanol.

A purificagéo dos compostos foi feita utilizando coluna cromatogréfica de silica-
gel, com uma mistura de acetato de etila e hexano como eluente. Quando necessario,
empregou-se a técnica de recristalizacdo a partir de uma solugdo do produto em

diclorometano, a qual se adicionou hexano até a formacao de turbidez.
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Nos casos em que 0S compostos ndo apresentaram pureza maior que 95%, foi
realizada a purificacdo cromatografica em coluna analitica, pelo doutorando Pedro
Batista, em um instrumento Shimadzu Prominence HPLC System (Quioto, Japao).
Primeiramente, foi utilizada uma coluna quiral analitica cellulose-2 Phenomenex
(tamanho de particula 5 um, 250 mm x 4,6 mm |.D., volume de inje¢ao de 20 uL), para
encontrar o método analitico que separava adequadamente o produto majoritario de
seus contaminantes. Em seguida, cerca de 50 mg do produto impuro foram
solubilizados em metanol (Panreac, grau HPLC) e a solucéo foi injetada em por¢des
de 50 pL em uma coluna quiral semipreparativa cellulose-2 Phenomenex (tamanho de
particula 5 um, 250 mm x 10 mm [.D.). Em ambos o0s casos, utilizou-se eluicdo por
gradiente de uma mistura de metanol e agua (variando de 50 a 100% por 30 min). A
quantificacdo dos sinais foi feita com um detector DAD, de 200 a 800 nm.

2.1.3 Rotas de sintese

Com base na sintese do Neq0594, do seu isdmero (S,S), o Neq0631, e na
bibliografia consultada (44,74,82), as seguintes rotas foram propostas para as

moléculas do projeto (Esquema 4).

Esquema 4 - Rotas de sintese propostas para a realizacao do projeto.

a. 2,2, 2-trifluoroacetofenona substituida,
K>CO3, MeOH, 18 h, 50 °C

R
R CF; 1
a b. NaBH,4, THF, 6 h, t.a.
X OK R
“CIHAN ONg —) N c. Zn(BHy), MeCN, MeOH, 3 h, -40 °C
3 S R (@] d. 1-aminociclopropano-1-carbonitrila,
3
Rz

HATU, DIPEA, DMF, 16 h, t.a.

R R4 =

CF; ! CF3 H N Cédigo Neg| COMNauracac| o | oo | Rrs

: T N // absoluta :
b N OH d N Zf 0976 (R.S) Pr| F | H
—)p H —> H & 0997 (S.,5) iPr| F | H
R o Rs 0979 (R,S) Pr| H | F
3 0998 (S,8) iPr| H | F
R2 Ro 0977 (R,S) iPr | F | F
1000 (S.S) iPr| F | F
CF3 Ry CF3 Ri H 1018 (R,S) Ph F H
. OH d N 2N 1001 (S,8) Ph | F | H
N _) N K 0980 (R,S) Ph | H F
) H o H g 0999 (S.5) Ph | H | F
Rj; R3 1019 (R,S) Ph F F
R, R, 1074 (S.,5) Ph | F | F

Fonte: Autoria propria.
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Detalhes a respeito das etapas da sintese serdo discutidos na parte de
Resultados e Discussao. A descricdo dos procedimentos utilizados e as moléculas
preparadas, com seus respectivos dados das caracterizagdes, sdo apresentadas no

Anexo.

2.2 Caracterizacao

2.2.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

As caracterizacoes por espectroscopia de RMN-'H e RMN-13C foram realizadas
pelos técnicos Dra. Sylvana Agustinho e André Tognon da Central de Analises
Quimicas do IQSC/USP utilizando espectrdmetros Agilent Tecnologies, modelos
400/54 e 500/54, operando nas frequéncias 400 MHz para 'H e 101 MHz para *3C ou
500 MHz para 'H e 126 MHz para 3C, respectivamente. Na interpretacdo dos
espectros, os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milh&do
(ppm) utilizando como padréo interno o TMS (0 ppm para *H e *3C) ou, na auséncia
deste, o deslocamento quimico do sinal do solvente: cloroformio deuterado (CDCls:
7,26 ppm para 'H e 77,16 ppm para *3C) ou dimetilsulféxido deuterado (DMSO-de:
2,50 ppm [quinteto, Jxp = 1,9 Hz] para 'H e 39,52 ppm para *3C) (83). Nos espectros
de RMN-H em que o sinal do solvente estava sobreposto por um sinal da molécula,
utilizou-se o deslocamento de 5,30 ppm para o diclorometano residual (83). As
constantes de acoplamento (J) sdo expressas em Hz. As multiplicidades dos sinais de
1H e 13C séo indicadas seguindo a convencdo: s (singleto); d (dubleto); dd (duplo
dubleto); ddd (duplo duplo dubleto); t (tripleto); dt (duplo tripleto); g (quarteto); p

(quinteto); m (multipleto). A utilizagdo da letra b indica sinal alargado.



38

2.2.2 Pureza por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A verificagéo da pureza por HPLC foi realizada pelo doutorando Pedro Batista
em um instrumento Shimadzu Prominence HPLC System (Quioto, Jap&o) acoplado a
um espectrometro de massas Amazon lon Trap (Bruker, Bremen, Alemanha) no modo
ionizacdo por electrospray (ESI) em modo positivo. O sistema cromatografico é
equipado com bombas LC-20AT e LC-20AD, um amostrador automatico SIL-20A HT,
um detector DAD SPDM20A e um coletor de fragbes FRC-10A. Os dados foram

adquiridos e processados no software LCsolution, versao 1.26 SP5.

O protocolo de verificagdo da pureza das amostras consistiu no preparo de uma
solucédo de concentracdo igual a 1,0 mg mL* do composto em metanol, da qual foram
injetados 20 yL em uma coluna analitica Chiralpak IC, 250 x 4,6 mm, tamanho de
particula 5 um. Para a corrida cromatografica foi utilizado um gradiente de ACN/H20
da seguinte forma: de 0 a 30 min, a porcentagem de agua na fase mével variou de 5
a 100%; de 30 a 40 min, manteve-se a 100% de agua e; de 40 a 50 min, 5% de agua.

O fluxo utilizado foi de 0,5 mL min e a temperatura, 25 °C.

Os espectros de massa foram obtidos nas seguintes condi¢des: voltagem do
capilar de 4500 V, temperatura do capilar de 300 °C, pressao do nebulizador de 35

psi e fluxo de gas seco de 9,0 mL min-,

2.2.3 Espectrometria de massas de alta resolu¢cdo (HRMS)

Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos pela técnica Dra.
Silmara Buchviser do IQSC/USP em um espectrometro de massas de alta resolugéo
Thermo Scientific LTQ Velos Orbitrap, operando no modo ionizagao por electrospray
(ESI). Para a realizacéo das andlises, foram pesados 0,3 mg de cada composto em
uma balanca de precisdo (Sartorius, CPA26P). Em seguida, foram preparadas
solugdes das amostras em metanol (LiChrosolv, grau MS), na concentragao de 5 ppm,
para injecdo no modo insergao direta, utilizando um fluxo de 5 yL min-. A voltagem

do spray utilizada foi de 3,00 kV e a temperatura, de 90 °C.
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2.2.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de transmitancia no infravermelho foram obtidos em um
espectrofotometro FT-IR Bruker, modelo ALPHA I, com janela de seleneto de zinco
(ZnSe). As amostras (cerca de 1 mg) foram solubilizadas em cloroférmio (Synth, P.A.)
e depositadas sobre a janela de ZnSe. Os espectros foram adquiridos apds a
evaporacdo do solvente, na faixa de 4000 a 400 cm?, e processados no software do

equipamento.

2.2.5 Ponto de fusao

Os intervalos de temperatura que vao do inicio ao término da fusdo de cada
composto foram determinados em um instrumento Microquimica Equipamentos,

modelo MQAPF-302, com termdmetro ndo aferido e ndo foram corrigidos.

2.2.6 Polarimetria

Os valores de rotacéo especifica dos produtos foram medidos em um polarimetro
Jasco, modelo P2000, no comprimento de onda de 589 nm, a linha D de uma lampada
de sddio, na temperatura de 23 °C. Cerca de 10 mg de cada composto foram pesados
em uma balanca de precisao (Sartorius, modelo CPA26P) e totalmente dissolvidos em
metanol (Panreac, grau HPLC). O valor fornecido pelo instrumento (a = rotacao
observada, em graus) foi utilizado para o calculo do valor reportado utilizando a
formula [a]3® = a/¢c (graus mL g dm™, aqui reportadas em graus, conforme a
convencgao), na qual: £ = caminho oOptico de 0,1 decimetro e ¢ = concentragdo em g
mL1. As medidas de [a]%® podem ser encontradas no Anexo, com indicagdo do

solvente utilizado e a concentracéo, em g mL™.
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2.3 Calculo de descritores fisico-quimicos

Diversos parametros fisico-quimicos relevantes na quimica medicinal foram
calculados para moléculas do projeto e outras relacionadas utilizando o website
SwissADME, desenvolvido pelo Grupo de Modelagem Molecular do SIB (Swiss

Institute of Bioinformatics) (84).

2.4 Ensaios bioquimicos e bioldgicos

Os ensaios bioquimicos para determinar a constante de inibicdo (Ki) dos
compostos foram realizados pelo mestrando Rodrigo Cendron para as trés enzimas:
cruzaina, LmCPB e catepsina L, conforme descrito na literatura (44,49).

2.5 Dinamica molecular

Simula¢des computacionais utilizando o modelo de dindmica molecular foram
realizadas para os compostos Neq0977, Neq1000 e Neql1074 em ligacdo covalente
com a enzima cruzaina, cujas estruturas sdo mostradas na Figura 8. Esses compostos
foram selecionados pois permitem a comparagao por pares moleculares, levando em
conta duas modificagcbes: a estereoquimica do grupo TFEA (par Neq0977 e Neg1000)
e o0 grupo P2 (par Neq1000 e Neql1074).
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Figura 8 - Estruturas dos compostos Neq0977, Neq1000 e Neql074.
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Fonte: Autoria propria.

Para preparar a enzima cruzaina para as simulagfes, foi selecionada uma
estrutura de alta resolucao (PDB: 3I06) (85) no banco de dados Protein Data Bank
(PDB). Utilizando o programa VMD (86), essa estrutura foi sobreposta a uma outra
estrutura da cruzaina, de menor resolucdo, mas que possuia em seu sitio ativo uma
dipeptidilnitrila (PDB: 4KLB) (2). Isso foi feito para garantir que a conformacéo inicial
da enzima fosse adequada para acomodar os compostos do projeto, analogos a
dipeptidilnitrilas. Por fim, foram adicionados os atomos de hidrogénio a enzima
utilizando o programa PROPKA 3.1 (87,88), considerando pH de 7,0 para os residuos
ionizaveis. A partir da estrutura do inibidor presente no sitio ativo da enzima 4KLB,
foram preparadas as estruturas dos compostos para as simulacdes, utilizando o
programa Avogadro (89), gerando assim um arquivo .pdb do inibidor ligado

covalentemente a cisteina Cys25.

O preparo do sistema foi feito utilizando programas dentro do pacote Amberl8
(90). O célculo das cargas parciais dos atomos do ligante foi feito com o0 método AM1-
BCC no programa antechamber (91) e, em seguida, foi preparado o sistema completo
com a enzima e o ligante no programa tleap. O sistema foi solvatado por moléculas
de agua TIP3P (92) (caixa de agua na forma de um octaedro truncado), e ions Na*
foram adicionados para que o sistema ficasse com carga neutra. O ligante foi
parametrizado utilizando o campo de forca GAFF (93), e a proteina, com o campo de
forca ff14SB (94). O algoritmo SHAKE (95) foi utilizando para manter as distancias de

equilibrio das ligagdes envolvendo atomos de hidrogénio.

As simulacdes foram realizadas em trés etapas, utilizando programas dentro do

pacote Amberl8 (90). Na primeira etapa, foram feitos 10000 ciclos de minimizacao



42

utilizando os algoritmos de steepest descent e conjugate gradient dentro do programa
sander. Em seguida, foi feita a etapa de aquecimento do sistema até a temperatura
de 300 K e a etapa de producdo, ambas em pmemd.cuda. Na etapa de producéo,
foram feitas as simulacdes de 100 ns (10 janelas de 10 ns, com 1000 frames cada)
para 0os compostos em complexo covalente com a cruzaina, conforme descrito por
Lameira et al. (96). As trajetorias geradas foram analisadas no programa VMD (86) e
no programa cpptraj (97). A linguagem R (98) foi utilizada para calcular os valores de
distancias médias das ligacbes de hidrogénio e gerar os graficos apresentados.
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3 Resultados e Discusséao
3.1 Planejamento, rotas de sintese e mecanismos

Os substituintes que compdem os derivados do Neq0594 produzidos séo

apresentados na Figura 9, com P1 fixado como ciclopropila.

Figura 9 - Substituintes P1, P2 e P3 das moléculas produzidas no projeto. P1 é mantido com o grupo
ciclopropila.
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Fonte: Autoria propria.
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A rota escolhida para a sintese dos peptideomiméticos possui trés etapas, das
quais as duas primeiras correspondem a formacédo do grupo TFEA entre P2 e P3,
enguanto a terceira leva ao acoplamento do grupo P1 e do warhead (44,56). Todas
as estruturas produzidas, bem como os procedimentos de sintese, podem ser

encontradas no Anexo.

A primeira reacao consiste na formagédo de uma imina, reagindo o grupo amino
de um (S)-aminoacido protegido (aminoéster metilico) com uma 2,2,2-
trifluoroacetofenona contendo os substituintes desejados. A formacéo de iminas é
classicamente realizada em meio levemente acido, que favorece a desidratacdo do

intermediario hemiaminal, de acordo com o mecanismo mostrado no Esquema 5.
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Esquema 5 - Mecanismo da formacé&o de iminas em meio acido.
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Fonte: Adaptado de (99).

Entretanto, Hughes et al. (74) observaram a formacédo de produtos de
degradacdo quando realizaram essa reacdo com compostos semelhantes ao desse
projeto em condicdes acidas. Isso levou os pesquisadores a desenvolver uma rota
alternativa, em meio alcalino e a temperaturas relativamente baixas (50 °C), para a
qual foi estabelecido o seguinte mecanismo, passando por um intermediario

oxazolidinona (Esquema 6).

Esquema 6 - Mecanismo proposto para a formagdo do grupo imina em meio basico.
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CF3 PN " F.C OHR acido
HoN™ "COR /'\ —» decomposigéo
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Fonte: Adaptado de (74).

As reacdes propostas pelos autores (74) indicaram excelentes valores de
rendimento e excesso enantiomeérico. Portanto, as reacdes do projeto também foram
feitas empregando carbonato de potassio em metanol, mantendo um ambiente

alcalino.



45

De forma geral, as reacfes de formacdo de iminas realizadas foram bem-
sucedidas. Geralmente, a coloracdo do meio reacional mudou de transparente para
amarelada e, por vezes, foi observada evaporacdo do solvente, caso o0 sistema nao
fosse adequadamente resfriado com fluxo de agua em um condensador, havendo

alguns casos em que a reacao teve de ser descartada por estar seca apés as 18 h.

Uma vez formada a imina, prosseguiu-se imediatamente para a etapa de
reducdo, evitando assim a hidrolise desse intermediario e a diminui¢cdo do rendimento.
Entretanto, a substituicdo de uma ligacéo peptidica por um grupo TFEA introduz uma
caracteristica ausente nas dipeptidilnitrilas, que € a presenca de mais um carbono
assimétrico, além daquele no aminoacido em P2. A presenca de dois centros
estereogénicos possibilita a existéncia de quatro diastereoisébmeros para as moléculas
sintetizadas. Dois deles envolvem a utilizacdo do (R)-aminoacido e nao foram
abordados nesse trabalho, por apresentarem atividade inferior a dos isdmeros (S). Os
outros dois diastereoisbmeros diferem na configuracdo do carbono ligado ao grupo
CFs, que pode apresentar relevancia para a atividade inibitoria, conforme sera
discutido. Dessa forma, a utilizacdo de metodologias de reducao diastereosseletivas
para as iminas possibilitou a sintese de ambos os diastereoisémeros (R,S) e (S,S)

como potenciais inibidores de cruzaina.

Hughes et al. (74) exploraram diversos agentes redutores para essa etapa,
buscando os melhores rendimentos absolutos e estereosseletividade. Para a sintese
dos compostos de estereoquimica (R,S), os autores destacaram a utilizacdo de
boroidreto de sédio em uma mistura de THF e agua, devido aos bons valores de
rendimento (86%) e de proporcéo de diastereoisdémeros [25:1 (R,S):(S,S)]. Também
foi observado que a utilizacdo de boroidreto de zinco preparado a partir de boroidreto
de sodio e cloreto de zinco em DME forneceu preferencialmente o diastereoisémero
(S,S), com proporgdes variando entre 8:1 e 21:1 (S,S):(R,S). Com esses dados e
considerando a experiéncia anterior do grupo (44,82), optou-se pela utilizagdo de
boroidreto de sodio para a producdo dos compostos (R,S) e de boroidreto de zinco

para a producdo dos compostos (S,S).

A diastereosseletividade dos agentes redutores foi explicada por célculos ab
initio realizados pelos mesmos autores (74). Foi proposto que a conformagao de
menor energia da espécie cujo contra-ion € Na* ou K* apresenta o hidrogénio do grupo

metino do aminoacido coplanar a ligacéo dupla da imina. Com isso, a face re da imina
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€ blogueada pela cadeia lateral do aminoacido, que é mais volumosa que o carboxilato
presente na face si. Assim, quando a reducéo é realizada com boroidreto de sodio, o
ataque do hidreto ocorre pela face si, menos impedida. Por outro lado, na presenca
de um contra-ion ZnX* (onde X & um halogénio), ocorre a formagédo de um quelato
com um atomo de oxigénio do carboxilato e o atomo de nitrogénio da imina,
dificultando o acesso do boroidreto a face si e favorecendo o ataque pela outra face.

O Esquema 7 sumariza a explicagéo proposta pelos autores.

Esquema 7 - Explicagdo proposta para a estereosseletividade dos agentes redutores utilizados.
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N
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—_—
O pelo quelato com Zn (S.9)

Fonte: Adaptado de (74).

Essa etapa da sintese mostrou-se a mais desafiadora nesse projeto. Diversas
tentativas de realizar a reducdo com boroidreto de sédio ndo forneceram quantidades
significativas de produto que, mesmo quando formado, ndo era facilmente identificado
nas placas de CCD com luz ultravioleta ou pelos agentes reveladores utilizados.
Entretanto, com o auxilio da Dra. Bruna Simdes e do Dr. Anwar Shamim, constatou-
se gue a reacdo com oito equivalentes de boroidreto de sodio foi capaz de fornecer
bons rendimentos, em contraste com as tentativas com trés e seis equivalentes.
Tambeém foi observado que a utilizacdo de solugdo de vanilina sulfarica em etanol

recém-preparada foi capaz de revelar as manchas correspondentes aos
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trifluorometilaminoécidos, com coloracéo azul ou amarela. Por sua vez, a redugcéo com
boroidreto de zinco, apesar de mais trabalhosa, por necessitar de preparo do reagente
e controle da temperatura da reagdo por trés horas, em geral, forneceu bons
rendimentos e seletividade para o isdmero (S,S).

Os trifluorometilaminoacidos produzidos nessa etapa foram purificados em
coluna cromatografica de silica-gel, e ndo foram medidos os valores de excesso
diastereoisomérico, uma vez que o objetivo do trabalho ndo era a otimizacdo da
sintese. Todavia, a verificacdo da pureza dos produtos finais (apos purificacdo por
coluna de silica-gel) permite que se estime uma diastereosseletividade razoavel para
ambas as reagOes, com propor¢cdes em torno de 7:1 a 10:1 do diastereocisdbmero
majoritario. Verificou-se que a seletividade de reducdo com boroidreto de sodio foi,
em geral, maior que a com boroidreto de zinco, e que esta dependia em grande parte
da temperatura utilizada: quando a reacéo foi feita a -40 °C, o produto final apresentou
entre 80 e 90% do diastereoisdbmero (S,S), ao passo que a -25 °C, a proporc¢ao entre
os isdmeros foi de aproximadamente 1:1. Projetos que envolvam a exploracéo de
ambos os diastereoisémeros podem se valer da reacao feita a -25 °C, obtendo ambos
os isbmeros em uma Unica reacao e tendo em vista que a purificagdo cromatografica

do produto se faz necesséria na maioria dos casos.

A etapa final desse esquema de sintese € a formacado da ligacédo peptidica que
liga os fragmentos correspondentes a P1 e P2. A ativacao de acidos carboxilicos para
a formacéo de amidas pode ser feita de diversas formas. Nesse trabalho, optou-se
pela utilizacdo do sal de urénio HATU, devido aos bons resultados obtidos pelo grupo
utilizando esse reagente. O mecanismo da reacdo de acoplamento € mostrado no

Esquema 8.
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Esquema 8 - Mecanismo da reacéo de acoplamento com HATU.
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Fonte: Adaptado de (100).

A utilizacdo desse reagente de acoplamento proporcionou bons rendimentos e
facil purificacdo dos produtos. Além disso, sabe-se que o HATU previne a reacdo que
leva a epimerizacdo do centro assimétrico do aminoacido com o acido carboxilico
ativado, através da formacdo de um intermediario ciclico, denominado oxazolona,
conforme mostrado no Esquema 9, com derivados N-protegidos com o grupo Boc
(44,101,102). E valido ressaltar que esse mecanismo de epimerizacdo nio seria
esperado para as moléculas do projeto, visto que o nitrogénio do aminoacido nédo esta

ligado a uma carbonila.
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Esquema 9 - Mecanismo da racemizacéo de derivados de aminoacidos.
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Fonte: Adaptado de (101).

Apesar da razoavel seletividade proporcionada pelos métodos de reducédo
empregados, também sao produzidas pequenas, mas significativas, quantidades do
diastereoisomero ndo desejado, que dificimente pode ser separado do produto
empregando cromatografia em coluna de silica-gel. Para a maioria dos compostos,
tentou-se a realizacdo de duas etapas de purificacdo do produto final por coluna de
silica-gel, muitas vezes sem sucesso. Em alguns casos, quando a quantidade de
produto era suficiente (>100 mg), foi possivel empregar a recristalizacao a partir de
uma solucdo em diclorometano, a qual se adicionou hexano para diminuir sua
solubilidade, permitindo assim que cristais fossem formados. Entretanto, mesmo
utilizando essa técnica, nem sempre foi possivel obter o produto com pureza maior

gue 95%, necessaria para 0s ensaios enzimaticos.

Tendo em vista a ineficiéncia dos métodos classicos de purificagdo para boa
parte dos compostos produzidos, muitas vezes foi necessario recorrer ao método
analitico, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala semipreparativa.
As purificagdes dos compostos foram feitas em fase reversa, com coluna quiral, visto
gue tanto em fase normal com coluna quiral quanto em fase reversa com coluna C18,
ndo foi possivel a separacdo dos diastereoisdbmeros. De forma geral, compostos
purificados pelo método analitico apresentaram pureza entre 95 e 99%, adequada

para os ensaios bioldgicos.
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Tendo em vista a semelhanca estrutural entre os compostos produzidos, nessa

secao sera discutida a caracterizacdo para apenas um composto, o Neq0999. Os

dados das caracterizacdes de todos os compostos produzidos nesse projeto podem

ser encontrados no Anexo.

3.2.1 Ressonéancia magnética nuclear de hidrogénio

O espectro de RMN-*H do composto Neq0999 é apresentado na Figura 10.

Figura 10 - Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) do composto Neq0999, com atribuicGes.
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Em geral, sinais de RMN-H de moléculas organicas apresentam deslocamento

quimico entre 0 e 10 ppm, com o tetrametilsilano como referéncia (dtms = 0,0 ppm).

Nesse intervalo, € interessante separar o espectro em regifées associadas a certos



51

grupos funcionais, para facilitar a discussdo dos sinais apresentados por uma

molécula.

Assim, a primeira faixa a ser discutida vai de 0 a 2 ppm e esté associada a sinais
de H ligados a carbono sp3. No espectro apresentado, é possivel observar a presenca
dos sinais do grupo ciclopropila (a,b), na forma de dois multipletos, cada um com

integral igual a 2,0, separados por aproximadamente 0,5 Hz.

A segunda faixa relevante vai de 2 a 5 ppm. Nessa regido estao presentes 0s
sinais de H ligados a carbono sp? préximos a substituintes que retiram elétrons, assim
como sinais de H ligados a heteroatomos. No espectro, observa-se o sinal do grupo
NH do aminoacido (¢) em 2,19 ppm, como um duplo dubleto. O CHz da cadeia lateral
da fenilalanina (d) aparece nessa regido em 3,06 ppm, como um multipleto, por se
tratar de grupo com hidrogénios diastereotopicos. O CH do aminoacido (e), adjacente
a um atomo de nitrogénio e uma carbonila, aparece nessa regido em 3,38 ppm, como
duplo duplo dubleto (no espectro apresentado, as constantes de acoplamento séo
préximas e o sinal se assemelha a um quarteto). Por fim, o sinal mais desblindado da
regido, em 3,99 ppm, corresponde ao H ligado ao carbono adjacente ao grupo CFs (f).
Nesse caso, o sinal € um multipleto, mas em algumas moléculas aparece como um
quinteto, devido aos trés acoplamentos 3Jcr e ao acoplamento com NH, que pode

alargar o sinal.

A Ultima regido relevante para a discussao vai de 6 a 9 ppm e esté associada a
sinais de H arométicos, tanto do grupo P3 quanto da cadeia lateral da fenilalanina. Os
sinais (g-k) séo, em sua maioria, multipletos, devido aos diversos acoplamentos H-H
e H-F. Nessa regido também se encontra o singleto correspondente H da ligacéo

peptidica (1).

Nas moléculas derivadas do aminoacido leucina, o0s sinais correspondentes a
sua cadeia lateral aparecem na regidao de 0 a 2 ppm: 0s grupos metila, na forma de
dois dubletos, ou um dubleto largo, quando h&a sobreposicdo (a relacao entre os CHs
é diastereotdpica), o sinal do grupo CHz, geralmente sobreposto a um dos sinais da
ciclopropila, e o sinal do CH, que é complexo, muitas vezes sobreposto ao pico

residual da agua. Os outros sinais sdo semelhantes aos do espectro apresentado.



52

3.2.2 Ressonancia magnética nuclear de carbono-13

O espectro de RMN-13C do composto Neq0999 é apresentado na Figura 11, e
aproximacoes, na Figura 12.

Figura 11 - Espectro de RMN-13C (101 MHz, CDCIs) do composto Neq0999, com atribui¢cdes
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Fonte: Autoria propria.

Figura 12 - Aproximacg6es dos sinais f (a), j (b) e p (c) da Figura 10.
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O espectro de RMN-13C, cujos sinais estdo na faixa de 0 a 200 ppm, foi

arbitrariamente separado em duas regides.

A primeira regido foi definida de O ppm até o valor do deslocamento quimico do
cloroférmio deuterado (77,16 ppm). Essa regido esta associada a carbonos alifaticos
das moléculas (sp®). Os sinais dos carbonos da ciclopropila (a,b) sdo os mais
blindados, em 16,62 e 16,80 ppm, seguidos pelo sinal do grupo CH2 da cadeia lateral
da fenilalanina (c), em 20,07 ppm. O sinal do carbono quaternario do grupo ciclopropila
(d), adjacente a um atomo de nitrogénio e um grupo nitrila, aparece em 38,08 ppm.
Em seguida, em 60,69 ppm, encontra-se o carbono assimétrico do aminoacido P2 (e),
adjacente a um atomo de nitrogénio e uma carbonila. O sinal do carbono adjacente
ao grupo CFs (f) é o mais desblindado da regido, aparecendo como um quarteto
centrado em 62,74 ppm (3Jcr = 29 Hz, Figura 12a). Em algumas moléculas, o sinal
aparece como um quarteto de dubletos, devido a proximidade do atomo de flior do

anel aromético na posicao meta em P3.

A segunda regiao foi definida de 100 a 200 ppm. O carbono do grupo nitrila (i)
apresenta um sinal com deslocamento quimico de 119,62 ppm. Os sinais dos
carbonos arométicos também aparecem nessa regido, sendo g,h correspondentes a
carbonos do anel da fenilalanina, menos desblindados, enquanto os outros sinais (k-
0) aparecem na regiao de 120 a 135 ppm. Nessa regido se encontra também o sinal
correspondente ao grupo CFs (j), que se desdobra em um quarteto (!Jcr = 282 Hz,
Figura 12b), centrado em 124,9 ppm, cujos sinais das extremidades séo dificiimente
distinguidos do ruido. O carbono ligado diretamente ao flior em P3 é o dubleto (p)
centrado em 163,42 ppm (YJcr = 250 Hz, Figura 12c), ja que presenca do atomo de
fluor leva a desdobramentos dos sinais, tanto dos carbonos adjacentes (*Jcr), quanto
de carbonos mais distantes (2Jcr, 3JcF). Por fim, o sinal mais desblindado em 173,51
ppm corresponde ao carbono da ligacao peptidica.

Nas espécies derivadas da leucina, podem ser observados os sinais dos grupos

metila, CHz e CH da cadeia lateral na regido mais blindada do espectro.
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3.2.3 Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

O espectro de FTIR do composto Neq0999 é apresentado a seguir na Figura 13.

Figura 13 - Espectro de FTIR do composto Neq0999.
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Fonte: Autoria propria.

No espectro, é possivel observar os seguintes estiramentos: N-H em 3313 cm™?
(a), C(sp?)-H em 3064 e 3030 cm™ (b), C(sp®-H em 2925 e 2854 cm (c), C=EN em
2242 cm (d), C=0 da ligacao peptidica em 1672 cm (e) e C=C dos anéis aromaticos
por volta de 1606 cm* (f). Além disso, observa-se a presenca de sinais por volta de
1500 cm, provavelmente devido ao modo de vibracéo bend da ligacdo N-H do grupo

TFEA, e entre 1300 e 1100 cm, que podem corresponder a sinais das ligacdes C—-N
e C-F.
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3.3 Calculo de descritores fisico-quimicos

O website SwissADME (84) reune ferramentas para o célculo de diversas
propriedades fisico-quimicas de moléculas de interesse medicinal, necessitando
apenas de suas estruturas quimicas em duas dimensfes. Apos o célculo, é
disponibilizado um grafico de radar que situa as propriedades das moléculas
analisadas dentro de uma regido formada pelos valores minimos e maximos de alguns
parametros relevantes para compostos com caracteristicas de farmacos, que séo:
tamanho (massa molecular relativa, SIZE), grau de insaturacéo (fracdo de carbonos
saturados, INSATU), flexibilidade (nimero de ligacbes com livre rotacdo, FLEX),
polaridade (&rea superficial polar topoldgica, POLAR), lipofilia (logPow, LIPO) e
solubilidade em &gua (logS, SOLU). Em poucos minutos, foi possivel obter os
resultados, que permitiram fazer algumas observacdes interessantes a respeito das
moléculas do projeto. Graficos obtidos para dois compostos: Neq0594 e Neq1000 séo

apresentados na Figura 14.

Figura 14 - Graficos de radar obtidos no website SwissADME para os compostos Neq0594 e Neq1000.
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E possivel observar que as propriedades do Neq0594 atendem as exigéncias de
um bom composto protétipo, estando todos os valores dentro dos limites
estabelecidos, com destaque para o baixo peso molecular, que possibilita a adicao de
grupos para aprimorar suas propriedades fisico-quimicas e atividade.

Os efeitos mais relevantes decorrentes da introducdo de atomos de halogénio
podem ser verificados na comparagdo com o Neq1000. A lipofilia calculada aumentou
em cerca de 20 a 30 vezes, indicando que os &tomos de fldor, apesar de serem muito
eletronegativos, nado polarizam significativamente os anéis aromaticos em P3,
produzindo, assim, um efeito de aumento da lipofilia, devido a sua densidade
eletrdnica, maior que a de um &tomo de hidrogénio. Realizando célculos para
moléculas com diferentes substituintes em P3, observou-se uma diminuigc&o da lipofilia
com a introdugdo dos grupos OH e NH2 no anel aromatico, ao passo que 0sS
halogénios provocaram um aumento nesse valor, reforcando a superioridade do efeito
da nuvem eletrbnica em detrimento da capacidade de realizar ligacdo de hidrogénio.
De forma semelhante, os célculos indicam hidrossolubilidade moderada para os
compostos. Em todos os casos, 0s valores calculados mantém-se dentro dos limites

estabelecidos para potenciais farmacos.

Na comparacdo com 0s compostos peptidicos correspondentes, 0s miméticos
produzidos possuem maior massa molecular relativa e nimero de atomos pesados,
devido a substituicdo da carbonila por um grupo C—CF3z e a introducéo de halogénios.
Entretanto, sua massa molecular ndo supera 500 Da, limite superior para pequenas
moléculas de interesse farmacolégico indicado pelo website. Além disso, a razao entre
0 numero de carbonos saturados e insaturados aumentou, aproximando-se do valor
médio do intervalo, que vai de 0 a 1. A flexibilidade das moléculas € alta, igual ao limite
superior estabelecido, de nove ligacées com livre rotacdo. Isso pode ser prejudicial
para a utilizacdo das moléculas como farmacos, mas sugere a utilizacdo de uma
estratégia para aumentar a rigidez molecular em uma proxima etapa de otimizagao.
Por sua vez, a polaridade diminuiu em 17 A2, o que pode ser explicado pela
substituicdo da carbonila pelo grupo C-CFs3, ja que foi verificado que a introdugdo de
atomos de halogénios no anel aromatico néo altera o valor de TPSA.

Em resumo, os resultados parecem apontar no sentido de uma otimizagéo das
estruturas por meio da diminuicdo de sua flexibilidade e, possivelmente, aumento da

polaridade e hidrossolubilidade. O primeiro objetivo pode ser atingido com a utilizacao
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de estruturas ciclicas e ligacdes duplas e triplas no esqueleto da molécula. Entretanto,
para um planejamento racional, é interessante ter um conhecimento do modo de
ligacdo das moléculas com a cruzaina, seja pela obtencdo de estruturas
cristalograficas ou por dindmica molecular. Com esses dados, é possivel orientar as
propostas de sintese no sentido de buscar estruturas mais rigidas que tenham uma
distribuicdo espacial semelhante a da conformacéo de menor energia das moléculas
no sitio ativo. O segundo objetivo sugere a introducéo de grupos polares na estrutura
das moléculas. Uma vez que a substituicdo H/F provocou um aumento na lipofilia, a
adicdo de grupos mais polares provavelmente ndo prejudicard a capacidade da
molécula de penetrar as membranas celulares. Entretanto, deve ser evitado o uso de
grupos basicos, devido a possibilidade de acimulo do inibidor em organelas acidas,
como lisossomos. A regido mais promissora para a realizacao dessas modificacdes é

o substituinte P3, por raz6es ja discutidas.

3.4 Ensaios bioquimicos

Os valores de inibicdo medidos para os compostos derivados do Neq0594, com
atomos de fldor em P3, sdo apresentados na Tabela 1, juntamente com os dados do
composto protétipo, para fins de comparacéo. Sao reportados, nessa ordem: o cédigo
Neg do composto, 0 aminoacido que da origem ao substituinte P2, a configuracdo
absoluta, a posicdo dos atomos de flior em P3 e os valores de inibicdo para as
enzimas cruzaina, LmCPB e catepsina L (com incerteza na primeira casa apos a

virgula).
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Tabela 1 - Valores de inibicdo enzimatica medidos para os compostos do projeto.

pKi

Configuracdo Posicéo

Cbédigo Neq P2 Cruzaina LmCPB CatL

absoluta F
0594 Phe (R,S) - 5,6 5,7 6,1
0976 Leu (R,S) m 6,6 6,5 6,7
0997 Leu (S,9) m 7,4 7,0 7,8
0979 Leu (R,S) p 6,9 6,8 6,6
0998 Leu (S,9) p 7,2 6,8 7,4
09772 Leu (R,S) m,p 6,6 6,8 6,4
10002 Leu (S,S) m,p 7,4 6,9 7,8
1018 Phe (R,S) m 5,6 5,8 6,2
1001 Phe (S,S) m 6,2 5,9 7,3
0980 Phe (R,S) p 6,0 6,0 6,4
0999 Phe (S,S) p 6,1 5,7 7,0
1019 Phe (R,S) m,p 5,8 5,8 6,1
10742 Phe (S,S) m,p 6,0 5,8 7,1

a Os compostos utilizados nas simulagdes foram destacados em azul.

Fonte: Autoria propria.

Apesar da similaridade estrutural, nota-se que, em alguns casos, foi possivel
observar diferencas de afinidade maiores que 1,0 unidade logaritmica entre as
cisteino proteases. Essas diferencas de afinidade sdo denominadas de seletividade,
e resultam das interacdes ndo-covalentes entre 0s compostos e as cadeias laterais
dos subsitios das enzimas (103). As maiores seletividades foram obtidas para os
compostos derivados da fenilalanina, que sdo menos ativos na cruzaina e na LmCPB,
e mais ativos na catepsina L, ao passo que os valores de inibicdo dos derivados da

leucina sdo mais préximos entre si para as trés enzimas.

Com relacéo a cruzaina, é possivel notar que todos 0s compostos apresentaram
afinidade maior ou igual a do composto protétipo (Neq0594, pKi¢? = 5,6). Os derivados
da leucina apresentaram valores de pKi maiores que os derivados da fenilalanina,
sendo em torno de dez vezes mais ativos (ApKi = 1,0). Essa € uma observacéo
interessante, tendo em vista que a literatura apresenta diversos exemplos de

inibidores potentes de cruzaina com grupos aromaticos em P2, como anéis
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aromaticos substituidos com bromo e pirimidinas (35,64). Todavia, em outro trabalho
(82) em que foram produzidos compostos analogos aos desse projeto, a mesma
preferéncia por leucina em P2 foi identificada. A Figura 15 compara as atividades de
dois pares moleculares que variam em P2, mostrando o efeito positivo da substituicdo

de fenilalanina por leucina em P2.

Figura 15 - Pares moleculares variando em P2 e variacdo da atividade na cruzaina.
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Fonte: Autoria propria.

A introducdo dos atomos de flior em P3, conforme demonstrado na Figura 16,
praticamente ndo altera a atividade em comparacdo aos derivados sem fluor
publicados anteriormente (44,82), o que demonstra que a substituicao H/F em P3 foi
bioisostérica para a cruzaina. Nesse caso, qualquer diferenca de atividade
tripanossomicida que venha a ser observada com relacdo ao Neq0594 néo podera ser
atribuida a uma alteracdo na inibicdo da cruzaina. Esse resultado contrasta com o
verificado para catepsina S em um trabalho com moléculas semelhantes, para a qual
foi observada uma maior atividade de compostos contendo flior na posi¢éo p. Isso
provavelmente se deve ao tamanho reduzido do subsitio S3 na catepsina S, em

relacdo ao da cruzaina (51).
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Figura 16 - Pares moleculares variando na posicdo dos atomos de fllor e variacdo da atividade na
cruzaina.
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Fonte: Autoria propria.

Por fim, a estereoquimica do grupo TFEA mostrou-se relevante para alguns
pares de compostos, sendo o isdbmero (S,S), em geral, mais ativo que o (R,S), com
ApKi variando de +0.1 a +0.8. A preferéncia pelo isdbmero (S,S) foi observada em
outros trabalhos para inibidores de cruzaina (21,34,50) e catepsinas K (55,56,62,75)
e S (51). Esses dados reforcam a ideia de que a atividade tripanossomicida do
Neq0594, de estereoquimica (R,S), ndo se deve exclusivamente a inibicdo da
cruzaina. A Figura 17 apresenta dois pares que variam na estereoquimica do grupo

TFEA e a mudanca na atividade para a cruzaina.
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Figura 17 - Pares moleculares variando na estereoquimica do grupo TFEA e variacédo da atividade na

cruzaina.
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Fonte: Autoria propria.

Os valores de inibicdo da enzima LmCPB apresentaram pouca variacdo
considerando a posicao do atomo de flior e a estereoquimica do grupo TFEA, mas,
assim como na cruzaina, os derivados da leucina sé@o cerca de dez vezes mais ativos
que os analogos derivados da fenilalanina. Para a série de compostos do projeto, €
possivel observar uma correlagdo linear (R?2 = 0,87) quando se comparam as

atividades inibitérias para cruzaina e LmCPB (Figura 18).
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Figura 18 - Gréfico de correlacéo entre os valores de pKi para as enzimas cruzaina e LmCPB.
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Fonte: Autoria propria.

Essa linearidade ndo € observada para as outras relacdes (cruzaina x Cat L e
LmCPB x Cat L, graficos ndo mostrados) e pode ser classificada como um efeito
extratermodinamico, indicando uma semelhanca entre o modo de acdo dos
compostos nas duas enzimas de protozoarios. Esse tipo de correlacdo também néo
foi observado em um trabalho recente comparando diversos tipos de cisteino

proteases (103).

Os valores de pKi para catepsina L sdo semelhantes aos da cruzaina para os
compostos derivados da leucina. Entretanto, os derivados da fenilalanina sdo mais
ativos frente a catepsina L do que as outras enzimas. Esse resultado pode ser
compreendido considerando que catepsinas de mamiferos apresentam um subsitio
S2 profundo e costumam aceitar grupos P2 volumosos (63,103). A seletividade
observada para esses compostos é maior para os isdmeros (S,S), tanto em relagéo a
cruzaina como em relacéo ao isdmero (R,S), para os quais o ApKi chega a +1,1 para
0s compostos Neq1001 e Neql1074.
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3.5 Dinamica molecular

A dindmica molecular € um método computacional que pode ser utilizado para
explorar as interacdes de um inibidor com o sitio ativo de uma proteina. Nas
simulacdes, os atomos sao tratados como esferas com raio, massa e carga definidos,
e as ligacdes quimicas, como molas ligando essas esferas. As estruturas do inibidor
e da enzima sdo posicionadas em um ambiente contendo moléculas de agua e ions,
e, utilizando um modelo de mecénica classica, as for¢as de atracdo ou repulsédo entre
0s atomos séo calculadas, os atomos sdo movidos de acordo com essas interacdes e
0 processo se repete por diversos passos, que representam periodos de 1 a 2
femtossegundos, produzindo simulac¢des que podem durar de alguns nanossegundos
até alguns segundos (104).

As simulacdes realizadas levam em conta a natureza dinamica das moléculas
biologicas, permitindo observar mudangas conformacionais e poses de ligacdo mais
estaveis, bem como as interacdes mais importantes, determinadas pela proximidade
entre grupos do inibidor e da enzima durante a simulagéo. Alguns parametros gerados
nas simulacdes serdo discutidos a seguir. A numeracao dos residuos de aminoacidos
foi feita com base na cruzipaina, a forma recombinante da cruzaina usada nesses

estudos.

O RMSD (root-mean-square deviation) é um parametro que mede o desvio da
estrutura do sistema em relagcdo a conformacdo inicial. A tendéncia é que, ap6s um
tempo suficiente de simulagéo, o sistema se estabilize, o que € representado pela
presenca de um patamar na curva de RMSD. Idealmente, valores abaixo de 1,5 A
indicam que o sistema foi adequadamente estabilizado e ndo desvia
significativamente da estrutura inicial. A Figura 19 apresenta os graficos de RMSD
obtidos para os compostos Neq0997, Neq1000 e Neq1074. Os valores foram obtidos
utilizando a funcéo Trajectory Analysis do programa VMD (86), e os gréaficos foram

gerados em R (98).
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Figura 19 - Gréaficos de RMSD para o Neq0997, Neq1000 e Neq1074, respectivamente.
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Fonte: Autoria propria.

Os graficos de RMSD indicam pouco desvio em relacao a estrutura inicial e uma
estabilizacao apods cerca de 40 ns (4000 frames). Esses dados mostram a importancia
de se ter utilizado uma estrutura inicial correspondente a enzima em complexo
covalente com uma dipeptidilnitrila: uma vez que a estrutura inicial correspondia a uma
conformacao de baixa energia, nao foi necessario muito tempo de simulacdo para que

0 sistema se estabilizasse.

Diversos estudos apontaram a importancia das ligacées de hidrogénio entre os
inibidores peptidicos e os residuos Gly66 e Aspl161 da cruzaina (32,33,49). Essas trés
interacOes foram observadas para todas as moléculas durante as simulacdes, e a
Figura 20 mostra as ligacdes de hidrogénio para o composto Neq1000. As distancias

médias dessas interacbes, com o desvio padrdo, sdo mostradas na Tabela 2.
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Figura 20 - Neg1000 ligado a cruzaina, com destaque para as ligacdes de hidrogénio formadas entre o
inibidor e o atomo de oxigénio do residuo Aspl161 (Asp1610) e os atomos de hidrogénio e
oxigénio do residuo Gly66 (Gly66H e Gly660).

Asp1610

Fonte: Autoria propria.

Tabela 2 - Distancias médias e desvios padréo (A) para as ligagdes de hidrogénio entre os inibidores e
os residuos Gly66 e Aspl161 da cruzaina.

Ligacéo de hidrogénio Neq0977 Neql1000 Neql074
Gly66H 2,09 (0,16) 2,15 (0,21) 2,52 (0,31)
Gly660 1,95 (0,15) 1,91 (0,13) 1,90 (0,13)

Asp1610 1,91 (0,13) 1,93 (0,14) 1,96 (0,17)

Fonte: Autoria propria.

Os valores de distancias de interacdo apresentados sao condizentes com a
existéncia de ligacdes de hidrogénio entre os inibidores e a cruzaina. Entretanto, a
distancia média para a ligacdo de hidrogénio entre o inibidor Neq1074 e Gly66H é
maior que para os outros inibidores. O Neql1074 é o Unico da série que apresenta
fenilalanina na regido P2, e é também o que apresenta a menor atividade contra a
cruzaina. Dessa forma, pode-se supor que parte da diferenca de atividade observada
se deve a menor eficiéncia dessa interacdo, visto que na série de compostos
sintetizados, os derivados da leucina sdo mais ativos para a cruzaina que os derivados
da fenilalanina. Além disso, observa-se que a estereoquimica do grupo TFEA ndo tem
influéncia significativa nessas interacdes de hidrogénio, conforme demonstrado pelas

distancias médias similares para o par Neq0997 e Neq1000.
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Uma inspecdo visual das simulacdes permite que se facam algumas
observacdes a respeito das interacfes de cada substituinte com seus respectivos
subsitios. A regido P1 dos inibidores produzidos apresenta o grupo ciclopropila, um
substituinte pequeno, que ndo interage significativamente com residuos de
aminoacidos na regiao S1 ou S1°. Todavia, € possivel observar a proximidade entre
grupos capazes de formar ligacéo de hidrogénio, que sao: o oxigénio da carbonila dos
inibidores e o hidrogénio do grupo OH da Ser29, e o grupo NH do tioimidato com o

oxigénio da carbonila da GIn19.

As simulacBes ndo permitem uma quantificacdo das interacdes hidrofobicas
entre P2 e S2, mas, devido a proximidade, é possivel postular interagbes com as
cadeias laterais dos aminoacidos Leu67, Met68, Alal38 e Leul60. Nas moléculas
derivadas da leucina, observou-se que 0s grupos metila passam a maior parte do
tempo voltados na direcdo do subsitio S2, devido a essas interacdes hidrofdbicas.
Também foi observado que os grupos carboxilato das cadeias laterais dos residuos
Aspl61 (proximo a P1) e Glu208 (préximo a P2) ndo estdo voltados na dire¢do da
molécula, devido a auséncia de grupos capazes de favorecer essas interacfes. A
introducdo de substituintes polares em P1 e em P2 podem levar a interacdes
favoraveis com esses grupos e a maiores atividades inibitérias. De forma analoga, foi
observada uma proximidade entre os grupos metilas de P2 e grupos NH dos residuos
Met68, Vall39 e His1l62, indicando que derivados contendo grupos polares
substituindo hidrogénios em uma das metilas pode também levar a formacédo de

interacdes polares.

Na regido P3, observa-se que o grupo CFs fica exposto ao solvente e néo
interage com a enzima, exceto por breves interagcdes com o grupo NH do residuo
GIn159, que pode ser descrito como uma interacao dipolar, ja que a capacidade dos
atomos de fluor de atuarem como aceptores de ligacdo de hidrogénio nao € clara.
Uma movimentacao de P3 foi observada apds 12 ns de simulagéo para o Neq1000: o
grupo gira em torno da ligagdo C—N da TFEA, o que leva o anel aromatico a se
aproximar do residuo Leu67, conforme mostrado na Figura 21. Uma vez que na
conformacao anterior o grupo P3 estava longe de residuos hidrofébicos, e que o grupo
se manteve nessa posicao até o final da simulacéo, pode-se postular que essa rotacao
leva a um estado de menor energia, que explica parcialmente a maior atividade do

Neql1000 em relacéo aos outros compostos, para os quais néo foi observada rotacao.
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Figura 21 - Rotacdo em torno da ligacdo C—N da TFEA, levando o grupo P3 de uma conformacéo
proxima ao residuo Leul60 (a), na parte inferior do subsitio S2, destacado em amarelo,
para uma conformacao proxima a Leu67 (b), na parte superior de S2.

|

Fonte: Autoria propria.

Para o Neql1000, o atomo de hidrogénio adjacente ao grupo CFs se aproxima
(Dmedia = 4,54 A) do &tomo de oxigénio do residuo Ser64 ap6s 12 ns de simulagéo,
mas nao deve haver a formacédo de uma ligacdo de hidrogénio fraca (C—H-:--O), cuja
distancia costuma ser da ordem de 3.4 A (105). Essa interacdo também n&o foi
observada nas outras simula¢cées. Em nenhum dos compostos foi observada a
existéncia de interacfes entre o anel aromatico em P3 e grupos polares dos residuos
mais préximos, como Ser61 (OH), Ser64 (OH), Asn70 (CONH:2) e GIn159 (NH), o que
justifica o bioisosterismo da substituicdo H/F em P3. Entretanto, a proximidade com
€sses grupos sugere que a utilizacédo de substituintes polares nessa regido, além de
aumentar a hidrossolubilidade, pode aumentar a atividade inibitéria devido a essas

interacdes polares.
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4 Conclusodes

Com base na literatura e na experiéncia anterior do grupo, foi possivel planejar
rotas de sintese que se mostraram eficientes, com bons rendimentos e valores de
excesso enantiomérico. Assim, foi produzida uma série de compostos relacionados
ao protétipo Neq0594, dos quais doze sdo derivados fluorados em P3. A
caracterizacdo dos compostos e a obtencdo de cromatogramas em coluna quiral

possibilitaram a confirmacédo da estrutura e da pureza enantiomérica, maior que 95%.

A atividade dos compostos produzidos foi medida por ensaios fluorimétricos em
diversas enzimas. Os derivados com o grupo isobutila (derivados da leucina) em P2
apresentaram maior atividade inibitéria frente a cruzaina, ao passo que os derivados
com o grupo benzila (derivados da fenilalanina) foram mais ativos e seletivos para
catepsina L. Os ensaios também demonstraram que a substituicdo H/F em P3 néo
influenciou a atividade, confirmando o efeito bioisostérico. Além disso, foi observada
a existéncia de uma correlacéo linear (efeito extratermodinamico) entre as atividades

inibitérias nas enzimas de protozoarios (cruzaina e LmCPB).

Com as simulagdes utilizando dinamica molecular foi observada a manutengao
das interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio com os residuos de aminoacidos Gly66
e Aspl6l da cruzaina, que sao as mais importantes para inibidores peptidicos. N&o
foram observadas interac6es dipolares ou multipolares envolvendo os atomos de flior
em P3, cujas interacdes majoritarias foram de natureza hidrofébica. Apesar disso,
espera-se que 0S compostos apresentem maior estabilidade metabdlica e
biodisponibilidade, e tanto o célculo dos parametros fisico-quimicos quanto as
simula¢bes sugerem modificacées a serem realizadas nas estruturas de eventuais

derivados, como o aumento da polaridade e da rigidez estrutural.
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6 Anexo

6.1 Procedimentos experimentais e dados das caracterizacdes

6.1.1 Consideracdes gerais

Os procedimentos gerais utilizados para a sintese das moléculas do projeto séo
descritos a seguir. Os dados das caracteriza¢gdes foram resumidos em forma de texto,
e utilizou-se o ponto como separador decimal para ndo haver confusdo com as
virgulas que separam o0s numeros. Cada composto € apresentado com trés
denominacdes: o codigo referente ao banco de dados do NEQUIMED/IQSC/USP
(cédigo Neq), o cddigo individual atribuido por quem o sintetizou e a nomenclatura
obtida no programa Chemdraw Professional 17.0, em inglés, que ndo corresponde

obrigatoriamente a nomenclatura oficial da IUPAC.

6.1.2 Procedimento geral para a preparacao dos (R,S)-trifluorometilaminoacidos

R1
Ry CF, CFs
1. K2003, MeOH R OH
\O - N
O _—
_CI+H3N ~ + @/\H

2. NaBH,, THF:H,0 0
O
R, Rs Rz, Rs

R4 =Ph, i-Pr
R5,R3 = Hy, m-F, p-F, m,p-F

Em um baldo de duas bocas, conectado a um condensador de refluxo, os
aminoésteres (1,0 mmol) foram dissolvidos em 10 mL de metanol anidro, sob
atmosfera de argdnio. Em seguida, 3,0 equivalentes de carbonato de potassio (K2COs3)
seco em estufa a 120 °C e 1,1 equivalentes de 2,2,2-trifluoroacetofenona foram

adicionados a solucdo. A reagcdo permaneceu sob agitacdo magnética por 18 h a 50
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°C. Ao término da reacao, o contetdo do balédo foi filtrado em papel e concentrado sob

pressao reduzida.

A imina formada foi imediatamente utilizada na proxima etapa, para evitar
hidrolise, ndo necessitando de purificacdo. O sélido (ou 6leo) foi solubilizado em uma
mistura de THF:H20 (95:5) e reduzido com oito equivalentes de NaBHa4 por 6 h. Ao
término da reacao, o solvente foi evaporado, o residuo foi dissolvido em 10 mL de H20
destilada e o pH ajustado para 10 com solucdo de NaOH 1 mol L. A solucéo foi
extraida com acetato de etila (3 x 15 mL) e a fase aquosa foi acidificada com solucéo
de acido cloridrico 2 mol L't até pH 2, e novamente extraida com acetato de etila (5 x
15 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sddio anidro e concentrada sob

pressao reduzida para fornecer o produto puro em rendimentos moderados.

6.1.3 Procedimento geral para a preparacao dos (S,S)-trifluorometilaminoacidos

CF CF;

Ri 3 1. K,CO3, MeOH

Y OH
(@) > N
“CI*H3N oS H
3 2. Zn(BH,),, ACN:MeOH o)
o)
Rz’ R3 RZ, R3

R5,R3 = Hy, m-F, p-F, m,p-F

Ry = Ph, i-Pr ’

Em um baldo de duas bocas, conectado a um condensador de refluxo, os
aminoésteres (1,0 mmol) foram dissolvidos em 10 mL de metanol anidro, sob
atmosfera de argdnio. Em seguida, 3,0 equivalentes de carbonato de potassio (K2CO3)
seco em estufa a 120 °C e 1,1 equivalentes de 2,2,2-trifluoroacetofenona foram
adicionados a solucéo. A reacdo permaneceu sob agitacdo magnética por 18 h a 50
°C. Ao término da reacao, o conteudo do bal&o foi filtrado em papel e concentrado sob

pressao reduzida.

\

Concomitantemente a reagcao anterior, iniciou-se o0 preparo da solucao de
boroidreto de zinco, na propor¢édo de 4 equivalentes da quantidade teorica de imina.

Dessa forma, 2 equivalentes de cloreto de zinco foram adicionados a um baléo de
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fundo redondo de 25 mL e o sal foi seco sob vacuo, utilizando um soprador térmico
para fundi-lo até que ndo fosse mais observado desprendimento de bolhas. Ao baléao
foram adicionados 4 equivalentes de boroidreto de sédio e, sob argbnio, foram
adicionados 4 mL de dimetoxietano (DME) seco. A solugéo foi agitada por 18 h a
temperatura ambiente. Antes de utilizar a solucdo para a reducdo, a agitacao foi
interrompida para que o cloreto de sodio formado precipitasse, permanecendo parte

do boroidreto de zinco em solugao.

A imina formada foi concentrada sob pressao reduzida e imediatamente utilizada
na préxima etapa, para evitar hidrélise, ndo necessitando de purificacdo. O solido (ou
6leo) formado foi dissolvido em 1 mL de metanol anidro sob atmosfera de argbnio e,
em seguida, 5 mL de acetonitrila foram adicionados a solucao. O baldo foi imerso em
um banho de gelo seco e acetona, com temperatura controlada de -40 £ 5 °C. Uma
vez atingida a temperatura, 4 mL da solucéo de Zn(BHa4)2 foram adicionados com uma
seringa, e a mistura foi agitada por 3 h a -40 °C, sob argbénio. Ao término da reacao,
adicionou-se agua (5 mL) e solucéo de acido cloridrico 2 mol L* até pH 2. A mistura
foi entdo extraida com acetato de etila (3 x 15 mL). A fase organica foi seca com sulfato
de sddio anidro e evaporada sob pressao reduzida. O produto foi purificado em coluna
cromatografica de silica-gel utilizando como eluente uma mistura de acetato de etila e

hexano, fornecendo o produto em rendimentos moderados.
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6.1.4 Procedimento geral para a preparacdo das trifluorometilamino dipeptidil-

nitrilas

/

R4

CF CF

z 3 HATU, DIPEA, DMF H 3 H N

N OH - N N: Sz
N

Rz, R3 RZ, R3

R4
CF CF
3 HATU, DIPEA, DMF 3 H N
N OH - N N: ‘//
N

H § 'CI+H3N: %/ H oo
R2, R3 R2, R3

R4 =Ph, i-Pr
R5,R3 = Hy, m-F, p-F, m,p-F

/

Em um baldo contendo o acido carboxilico foram adicionados 1,3 equivalentes
de ciclopropilaminonitrila e 1,1 equivalentes de HATU. Sob atmosfera de argonio, os
reagentes foram dissolvidos em 1,0 mL de dimetilformamida (DMF), e, em seguida,
4,0 equivalentes de diisopropiletilamina (DIPEA) foram adicionados gota a gota a
solucéo. A reacdo permaneceu sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por
16 h. Apds o término, adicionou-se a solugcdo 15 mL de acetato de etila e, em seguida,
a mistura foi lavada com solucdo saturada de bicarbonato de sddio (3 x 15 mL) e com
solucéo saturada de cloreto de sédio (2 x 15 mL). A fracdo organica foi seca com
sulfato de sédio anidro e, apds filtragem, o solvente foi removido sob pressao reduzida.
O produto resultante foi purificado em coluna cromatografica de silica-gel utilizando
como eluente uma mistura de acetato de etila e hexano, fornecendo os produtos em

bons rendimentos.
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6.1.5 Dados das caracterizacdes

Neq0981 (SH17): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-4-methyl-2-(((R)-2,2,2-trifluoro-1-
phenylethyl)amino)pentanamide

CFs
= H
- N N
N
o}

Sélido branco. Ponto de fusdo: 79.0 — 81.5 °C. *H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): 7.67
(s, 1H), 7.45 — 7.35 (m, 3H), 7.35 — 7.27 (m, 2H), 3.88 — 3.71 (m, 1H), 3.04 (ddb, J =
9.6, 1.6 Hz, 1H), 1.98 (db, J = 8.5 Hz, 1H), 1.63 — 1.15 (m, 7H), 0.83 (d, J = 6.1 Hz,
3H), 0.54 (d, J = 6.0 Hz, 3H). 13C-NMR (101 MHz, CDCls, ppm): 175.00 (s), 133.31 (s),
129.63 (s), 129.11 (s), 128.10 (s), 124.97 (g, J = 280.7 Hz), 119.84 (s), 63.81 (g, J =
29.2 Hz), 58.94 (s), 42.63 (s), 24.63 (s), 23.18 (s), 20.88 (s), 20.07 (S), 16.93 (S), 16.42
(s). FTIR (cm): 3320.89, 2959.07, 2934.34, 2872.17, 2242.74, 1672.21, 1491.93,
1369.63, 1264.17, 1170.92, 1119.27, 704.66. [a]33: -104.31° (MeOH, ¢ = 1.0x1072).

Pureza: 98.50%, tr = 26.009 min. Molécula preparada pelo Dr. Anwar Shamim.

Neq0976 (SH22): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-4-methyl-2-(((R)-2,2,2-trifluoro-1-(3-

fluorophenyl)ethyl)amino)pentanamide

CF;
= H
- N //N
H
(0]
F

Sélido branco. Ponto de fusdo: 111.2 — 112.3 °C. *H-NMR (500 MHz, CDCls, ppm):
7.58 (s, 1H), 7.40 (td, J = 8.0, 5.8 Hz, 1H), 7.16 — 7.05 (m, 3H), 3.92 — 3.82 (m, 1H),
3.09 — 3.00 (m, 1H), 2.01 (dd, J =9.1, 2.2 Hz, 1H), 1.65 - 1.34 (m, 5H), 1.31 - 1.17
(m, 2H), 0.86 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.61 (d, J = 6.1 Hz, 3H). 13C-NMR (101 MHz, CDCls,
ppm): 174.83 (s), 162.95 (d, J = 248.3 Hz), 135.74 (d, J = 6.9 Hz), 130.78 (d, J = 8.2
Hz), 124.68 (q, J = 280.8 Hz), 124.20 (d, J = 2.7 Hz), 119.81 (s), 116.75 (d, J = 21.0
Hz), 115.05 (d, J = 22.5 Hz), 63.31 (qd, J = 29.6, 1.4 Hz), 58.91 (s), 42.66 (S), 24.66
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(s), 23.14 (s), 20.96 (s), 20.12 (s), 16.91 (s), 16.46 (s). FTIR (cm™): 3324.29, 2959.95,
2934.13, 2872.84, 2243.16, 1675.44, 1594.02, 1488.02, 1451.29, 1369.46, 1301.01,
1262.27, 1179.46, 1151.16, 1122.84, 789.41, 714.20. [a]%3: -95.79° (MeOH, ¢ =
1.0x102). HRMS: m/z calculada para CisH22F4N3O [M+H]*: 372.16935; encontrada:
372.16772. Pureza: 94.96%, tr = 26.315 min. Molécula preparada pelo Dr. Anwar

Shamim.

Neg0979 (SH15): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-4-methyl-2-(((R)-2,2,2-trifluoro-1-(4-

fluorophenyl)ethyl)amino)pentanamide

CF
T3 Ho N
O]
F

Sélido branco. Ponto de fuséo: 73.7 — 74.3 °C. *H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): 7.59
(s, 1H), 7.33 (dd, J = 8.6, 5.2 Hz, 2H), 7.15 — 7.07 (m, 2H), 3.85 (dgb, 1H), 3.03 (dtb,
1H), 1.97 (dd, J = 9.1, 2.4 Hz, 1H), 1.66 — 1.16 (m, 7H), 0.86 (d, J = 6.2 Hz, 3H). 13C-
NMR (126 MHz, CDCls, ppm): 174.89 (s), 163.33 (d, J = 249.3 Hz), 130.02 (d, J = 8.4
Hz), 129.23 (d, J = 2.8 Hz), 124.82 (g, J = 280.9 Hz), 119.81 (s), 116.20 (d, J = 21.7
Hz), 63.06 (g, J = 29.4 Hz), 58.88 (s), 42.67 (s), 24.67 (s), 23.14 (s), 21.01 (s), 20.11
(s), 16.91 (s), 16.46 (s). FTIR (cm™): 3323.14, 2960.00, 2933.98, 2872.92, 2243.26,
1673.43, 1607.65, 1512.29, 1426.63, 1369.84, 1266.11, 1227.86, 1173.39, 1122.26,
829.43. [a]33: -97.57° (MeOH, ¢ = 1.0x102). HRMS: m/z calculada para CisH22F4N3O
[M+H]*: 372.16935; encontrada: 372.16733. Pureza: 95.06%, tr = 26.321 min.
Molécula preparada pelo Dr. Anwar Shamim.
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Neq0977 (SH23): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-2-(((R)-1-(3,4-difluorophenyl)-2,2,2-

trifluoroethyl)amino)-4-methylpentanamide

CFsy
2 H
: H o N
N
o)
F
F

Sélido branco. Ponto de fuséo: 73.3 — 74.8 °C. *H-NMR (500 MHz, CDCls, ppm): 7.47
(s, 1H), 7.29 — 7.14 (m, 2H), 7.12 — 7.07 (m, 1H), 3.88 (p, J = 7.5 Hz, 1H), 3.00 (dt, J
= 9.2, 3.8 Hz, 1H), 2.08 — 1.92 (m, 1H), 1.65 — 1.14 (m, 7H), 0.85 (d, J = 6.5 Hz, 3H),
0.63 (d, J = 6.4 Hz, 3H). 3C-NMR (126 MHz, CDCls, ppm): 174.87 (s), 151.11 (dd, J =
253.7, 14.6 Hz), 150.66 (dd, J = 252.5, 14.6 Hz), 130.45 (s), 125.17 — 124.88 (m),
124.63 (g, J = 280.8 Hz), 119.90 (s), 118.10 (dd, J = 16.3, 1.9 Hz), 117.31 (dd, J =
14.9, 3.9 Hz), 62.84 (q, J = 29.6 Hz), 58.87 (s), 42.78 (s), 24.75 (s), 23.17 (s), 21.18
(s), 20.22 (s), 16.95 (s), 16.56 (s). FTIR (cm™): 3324.95, 2960.45, 2934.93, 2873.39,
2243.43, 1674.42, 1612.67, 1518.73, 1496.49, 1439.06, 1369.66, 1282.19, 1265.11,
1179.84, 1153.68, 1125.69, 822.29. [a]43: -87.24° (MeOH, ¢ = 1.0x102). HRMS: m/z
calculada para CisH21FsN3O [M+H]*: 390.15993; encontrada: 390.15861. Pureza:
99.00%, tr = 26.724 min. Molécula preparada pelo Dr. Anwar Shamim.

Neq1018 (SH26): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-4-methyl-2-(((R)-2,2,2-trifluoro-1-(3-

fluorophenyl)ethyl)amino)pentanamide

Sélido branco. Ponto de fusdo: 71.1 — 71.6 °C. *H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): 7.60
(s, 1H), 7.25 — 7.15 (m, 3H), 7.11 (td, J = 8.0, 5.8 Hz, 1H), 6.98 — 6.87 (m, 3H), 6.55
(d, J = 7.7 Hz, 1H), 6.35 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 3.66 (dq, J = 15.1, 7.5 Hz, 1H), 3.18 —
3.05 (m, 2H), 2.55 (td, J = 12.0, 3.3 Hz, 1H), 2.01 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 1.58 — 1.44 (m,
2H), 1.26 — 1.08 (m, 2H). **C-NMR (101 MHz, CDCls, ppm): 173.59 (s), 162.74 (d, J =
248.2 Hz), 135.74 (s), 134.79 — 134.56 (m), 130.51 (d, J = 8.2 Hz), 129.28 (s), 129.02



86

(s), 127.76 (s), 124.58 (q, J = 287.8 Hz), 124.05 (s), 119.77 (s), 116.57 (d, J = 21.0
Hz), 114.67 (d, J = 22.7 Hz), 63.24 (qd, J = 29.7, 1.4 Hz), 61.74 (s), 39.34 (s), 20.21
(s), 17.10 (s), 16.60 (s). FTIR (cm™): 3330.07, 3064.95, 3029.51, 2927.18, 2242.68,
1683.80, 1593.90, 1488.45, 1452.63, 1258.91, 1165.17, 1121.26, 850.97, 789.50,
715.64, 700.88. [a]33: -64.38° (MeOH, ¢ = 1.0x10). HRMS: m/z calculada para
C21H20FaN3O [M+H]*: 406.15370; encontrada: 406.15228. Pureza: 98.92%, tr =

26.184 min. Molécula preparada pelo Dr. Anwar Shamim.

Neq0980 (SH27): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-3-phenyl-2-(((R)-2,2,2-trifluoro-1-(4-

fluorophenyl)ethyl)amino)propanamide

Sélido branco. Ponto de fuséo: 79.5 — 80.7 °C. *H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): 7.58
(s, 1H), 7.22 — 7.15 (m, 3H), 6.95 — 6.90 (m, 2H), 6.84 — 6.77 (m, 2H), 6.69 (dd, J =
8.6, 5.2 Hz, 2H), 3.72 — 3.61 (m, 1H), 3.15 — 3.04 (m, 2H), 2.60 — 2.50 (m, 1H), 2.00
(dd, J=9.9,1.8 Hz, 1H), 1.58 — 1.44 (m, 2H), 1.23 - 1.17 (m, 1H), 1.14 — 1.06 (m, 1H).
13C-NMR (101 MHz, CDCls, ppm): 173.64 (s), 163.12 (d, J = 248.9 Hz), 135.96 (s),
129.70 (d, J = 8.5 Hz), 129.25 (s), 129.09 (s), 128.26 — 128.09 (m), 127.56 (s), 124.73
(g, J =283.7 Hz), 119.78 (s), 115.95 (d, J = 21.8 Hz), 62.93 (q, J = 29.2 Hz), 61.72 (S),
39.35 (s), 20.19 (s), 17.05 (s), 16.57 (s). FTIR (cm™): 3330.20, 3029.27, 2922.71,
2852.61, 2242.61, 1683.38, 1605.95, 1511.09, 1493.82, 1263.55, 1225.59, 1165.41,
1120.77, 826.46. [a]33: -62.01° (MeOH, ¢ = 7.1x103). HRMS: m/z calculada para
C21H20F4N3O [M+H]*: 406.15370; encontrada: 406.15184. Pureza: 99.56%, tr =
26.242 min. Molécula preparada pelo Dr. Anwar Shamim.
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Neql1019 (SH29): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-2-(((R)-1-(3,4-difluorophenyl)-2,2,2-

trifluoroethyl)amino)-3-phenylpropanamide

Sélido branco. Ponto de fuséo: 93.1 — 93.7 °C. *H-NMR (400 MHz, CDClz, ppm): 7.56
(s, 1H), 7.26 — 7.17 (m, 3H), 6.99 — 6.86 (m, 3H), 6.53 — 6.38 (m, 2H), 3.66 (dqg, J =
10.0, 7.4 Hz, 1H), 3.17 — 3.05 (m, 2H), 2.57 — 2.46 (m, 1H), 1.98 (d, J = 10.1 Hz, 1H),
1.59 — 1.46 (m, 2H), 1.26 — 1.07 (m, 2H). 13C-NMR (101 MHz, CDCls, ppm): 173.46
(s), 150.92 (dd, J = 250.7, 11.9 Hz), 150.32 (dd, J = 249.2, 11.3 Hz), 135.87 (s), 129.30
(s), 129.00 (s), 127.82 (s), 124.69 (dd, J = 6.3, 4.0 Hz), 124.47 (q, J = 280.3 Hz), 119.77
(s), 117.71 (d, J = 17.6 Hz), 116.69 (d, J = 18.1 Hz), 62.72 (q, J = 29.2 Hz), 61.79 (s),
39.36 (s), 20.22 (s), 17.05 (s), 16.62 (s). FTIR (cm™): 3334.88, 3063.85, 3029.96,
2926.37, 2242.97, 1684.01, 1612.71, 1518.71, 1494.04, 1438.88, 1264.14, 1169.60,
1152.33, 1123.85, 821.88, 699.81. [a]33: -47.77° (MeOH, ¢ = 7.4x103). HRMS: m/z
calculada para C21Hi9FsN3O [M+H]*": 423.14428; encontrada: 424.14268. Pureza:
95.47%, tr = 26.720 min. Molécula preparada pelo Dr. Anwar Shamim.

Neq0635 (NPO1): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-4-methyl-2-(((S)-2,2,2-trifluoro-1-

phenylethyl)amino)pentanamide

o]
Sélido branco. *H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): 7.45 — 7.24 (m, 6H), 4.11 — 3.98 (m,
1H), 3.35 (dt, 3 =9.2, 4.7 Hz, 1H), 2.16 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 1.83 - 1.70 (m, 1H), 1.63 —
1.33 (m, 4H), 1.05 — 0.89 (m, 7H), 0.85 — 0.76 (m, 1H). **C-NMR (101 MHz, CDClg,
ppm): 175.21 (s), 134.29 (s), 129.50 (s), 129.05 (s), 128.40 (s), 125.42 (q, J = 282.5

Hz), 119.83 (s), 63.86 (q, J = 28.7 Hz), 60.09 (s), 42.67 (), 24.86 (s), 23.15 (s), 21.82
(s), 19.96 (s), 16.86 (s), 16.31 (s). FTIR (cm™): 3316.17, 2957.84, 2871.09, 2252.15,
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1682.92, 1524.61, 1469.27, 1368.64, 1329.87, 1261.99, 1168.30, 1152.53, 1106.39,
926.30, 886.54. [a]23: +30.32° (MeOH, ¢ = 1.1x10%?). Pureza: >99%, tr = 29.603 min.

Neq0997 (NP02): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-4-methyl-2-(((S)-2,2,2-trifluoro-1-(3-

fluorophenyl) ethyl)amino)pentanamide
CF;
J\#ﬂ N
K
H o
F

Sélido branco. Ponto de fuséo: 142.0 — 143.3 °C. 'H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm):
7.43 - 7.31 (m, 1H), 7.19 (s, 1H), 7.15 — 7.02 (m, 3H), 4.13 — 3.97 (m, 1H), 3.32 (dt, J
=9.2,4.8 Hz, 1H), 2.11 (dd, J = 16.4, 11.3 Hz, 1H), 1.78 — 1.69 (m, 1H), 1.62 — 1.37
(m, 4H), 1.06 — 0.81 (m, 8H). 13C-NMR (101 MHz, CDCls, ppm): 175.05 (s), 162.88 (d,
J = 247.7 Hz), 136.60 (d, J = 7.0 Hz), 130.75 (d, J = 8.2 Hz), 125.16 (g, J = 282.6 Hz),
124.41 (d, J = 2.5 Hz), 119.79 (s), 116.62 (d, J = 21.0 Hz), 115.39 (d, J = 22.5 Hz),
63.36 (qd, J = 29.0, 1.6 Hz), 60.02 (s), 42.71 (s), 24.88 (s), 23.13 (s), 21.85 (s), 20.07
(s), 16.88 (s), 16.44 (s). FTIR (cm™): 3319.91, 2958.55, 2958.55, 2958.55, 2958.55,
1683.58, 1591.77, 1522.59, 1357.91, 1322.33, 1263.55, 1263.55, 1156.53, 1156.53,
1109.20. [a]3® : +26.04° (MeOH, ¢ = 8.1x10%). HRMS: m/z calculada para
CisH22F4aN3O [M+H]*: 372.16935; encontrada: 372.16777. Pureza: 98.08%, tr =
24.283 min.

Neq0998 (NP03): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-4-methyl-2-(((S)-2,2,2-trifluoro-1-(4-

fluorophenyl)ethyl)amino)pentanamide

CFs
H
N N
N
o}
F

Sélido branco. Ponto de fuséo: 144.7 — 145.5 °C. 'H-NMR (500 MHz, CDCls, ppm):
7.40 — 7.29 (m, 2H), 7.17 (s, 1H), 7.14 — 7.03 (m, 2H), 4.10 — 3.99 (m, 1H), 3.35 — 3.28
(m, 1H), 2.09 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 1.78 — 1.73 (m, 1H), 1.59 — 1.40 (m, 4H), 1.07 — 0.82
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(m, 8H). 13C-NMR (126 MHz, CDCls, ppm): 175.09 (s), 163.32 (d, J = 249.2 Hz), 130.28
(d, J = 8.5 Hz), 130.04 (s), 125.31 (g, J = 282.7 Hz), 119.79 (s), 116.16 (d, J = 21.8
Hz), 63.09 (g, J = 28.9 Hz), 59.90 (s), 42.71 (s), 24.92 (s), 23.13 (s), 21.90 (s), 20.10
(s), 16.83 (s), 16.52 (s). FTIR (cm): 3330.57, 2959.73, 2918.35, 2873.98, 2249.39,
1686.45, 1605.70, 1522.36, 1511.68, 1481.06, 1325.07, 1260.81, 1170.03, 1106.46.
[a]33: +26.84° (MeOH, ¢ = 8.8x103). HRMS: m/z calculada para CigH22F4N30 [M+H]*:
372.16935; encontrada: 372.16805. Pureza: 97.43%, tr = 24.375 min.

Neq1000 (NPO7): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-2-(((S)-1-(3,4-difluorophenyl)-2,2,2-

trifluoroethyl)amino)-4-methylpentanamide

CF,
H
N 2N
N
o)
F
F

Sélido branco. Ponto de fusdo: 151.5 — 153.4 °C. 'H-NMR (400 MHz, CDClIz, ppm)
7.25-7.17 (m, 2H), 7.15 - 7.05 (m, 2H), 4.10 — 4.00 (m, 1H), 3.32 (dt, J = 8.9, 5.3 Hz,
1H), 2.09 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 1.83 — 1.71 (m, 1H), 1.59 — 1.41 (m, 4H), 1.12 — 0.97 (m,
2H), 0.97 — 0.90 (m, 6H). **C-NMR (101 MHz, CDCls, ppm): 174.95 (s), 151.03 (dd, J
= 253.8, 14.8 Hz), 150.53 (dd, J = 252.1, 14.5 Hz), 131.17 — 130.96 (m, J = 4.2 Hz),
125.05 (g, J = 282.0 Hz), 125.18 — 124.94 (m), 119.75 (s), 118.04 (d, J = 15.6 Hz),
117.50 (d, J = 17.4 Hz), 62.81 (qd, J = 29.4, 1.7 Hz), 59.83 (s), 42.73 (s), 24.91 (s),
23.11 (s), 21.90 (s), 20.17 (s), 16.86 (s), 16.62 (s). FTIR (cm): 3332.15, 2960.31,
2872.82, 2252.99, 1683.62, 1520.96, 1482.40, 1286.48, 1261.58, 1173.99, 1150.94,
1116.18. [a]3® : +18.94° (MeOH, ¢ = 1.0x10%?). HRMS: m/z calculada para
Ci1sH21FsN3O [M+H]*: 390.15993; encontrada: 390.15833. Pureza: 95.34%, tr =
26.376 min.
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Neq0631 (NPO04): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-3-phenyl-2-(((S)-2,2,2-trifluoro-1-

phenylethyl)amino)propanamide

Sélido branco. Ponto de fusédo: 130.1 — 131.5 °C. 'H-NMR (500 MHz, CDCls, ppm):
7.43 —7.24 (m, 9H), 7.23 — 7.17 (m, 2H), 4.04 — 3.95 (m, 1H), 3.43 (dd, J = 12.4, 6.4
Hz, 1H), 3.08 (qd, J = 13.9, 6.2 Hz, 2H), 2.23 — 2.18 (ddb, 1H), 1.51 — 1.39 (m, 2H),
1.06 — 0.98 (m, 1H), 0.93 — 0.85 (m, 1H). FTIR (cm™): 3307.56, 3064.05, 3031.75,
2926.41, 2242.19, 1672.24, 1495.37, 1455.46, 1265.34, 1168.65, 1122.53. [a]33:
+63.89° (MeOH, ¢ = 1.2x10?). Pureza: 98.57%, tr = 25.541 min.

Neq1001 (NPO5): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-3-phenyl-2-(((S)-2,2,2-trifluoro-1-(3-
fluorophenyl)ethyl)amino)propanamide

CFs
H
N 2N
N K
H

F

Sélido branco. Ponto de fusédo: 141.2 — 142.3 °C. 'H-NMR (500 MHz, CDCls, ppm):
7.40 — 7.27 (m, 4H), 7.23 — 7.14 (m, 3H), 7.13 — 7.06 (m, 1H), 7.06 — 6.96 (m, 2H),
4.03 —3.94 (m, 1H), 3.38 (g, J = 6.6 Hz, 1H), 3.12 — 3.01 (m, 2H), 2.25 — 2.16 (M, 1H),
1.52 — 1.41 (m, 2H), 1.07 — 0.89 (m, 2H). 3C-NMR (126 MHz, CDCls, ppm): 173.45
(s), 162.91 (d, J = 247.8 Hz), 135.86 (s), 135.59 (d, J = 7.2 Hz), 130.76 (d, J = 8.2 Hz),
129.36 (s), 129.21 (s), 127.65 (s), 124.78 (q, J = 282.1 Hz), 124.64 (d, J = 2.7 Hz),
119.60 (s), 116.85 (d, J = 21.0 Hz), 115.65 (d, J = 22.5 Hz), 63.09 (qd, J = 29.1, 1.6
Hz), 60.92 (s), 38.22 (s), 20.09 (s), 16.89 (s), 16.55 (s). FTIR (cm™): 3319.93, 3064.80,
3029.99, 2927.35, 2242.85, 1674.13, 1594.09, 1489.80, 1453.09, 1260.94, 1164.51,
1122.97, 963.57, 851.69. [a]33: +56.78° (MeOH, ¢ = 9.6x103). HRMS: m/z calculada
para Cz1H20F4N3O [M+H]*: 406.15370; encontrada: 406.15235. Pureza: 96.93%, tr =
25.887 min.
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Neq0999 (NP06): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-3-phenyl-2-(((S)-2,2,2-trifluoro-1-(4-

fluorophenyl)ethyl)amino)propanamide

CF3

gy

Sélido branco. Ponto de fusédo: 135.8 — 137.0 °C. 'H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm):
7.40 — 7.13 (m, 8H), 7.13 — 7.03 (m, 2H), 4.04 — 3.94 (m, 1H), 3.38 (q, J = 6.5 Hz, 1H),
3.13-2.99 (m, 2H), 2.19 (ddb, J = 6.8, 4.4 Hz, 1H), 1.56 — 1.40 (m, 2H), 1.08 — 0.89
(m, 2H). 13C-NMR (101 MHz, CDCls, ppm): 173.51 (s), 163.42 (d, J = 249.5 Hz), 135.90
(s), 130.52 (d, J = 8.4 Hz), 129.36 (s), 129.18 (s), 129.04 — 128.63 (m), 127.62 (s),
124.92 (g, J = 283.3 Hz), 119.62 (s), 116.20 (d, J = 21.8 Hz), 62.73 (q, J = 29.0 Hz),
60.69 (s), 38.08 (s), 20.07 (s), 16.80 (s), 16.62 (s). FTIR (cm™): 3313.03, 3064.29,
3029.79, 2924.63, 2854.47, 2242.25, 1672.10, 1606.34, 1511.82, 1494.96, 1298.95,
1265.74, 1227.36, 1166.12, 1120.62, 859.69, 830.00. [a]3®: +62.87° (MeOH, ¢ =
8.8x10%). HRMS: m/z calculada para C21H20FsN3O [M+H]*: 406.15370; encontrada:
406.15189. Pureza: 99,47%, tr = 25.786 min.

=
ZT
N

Neq1074 (NPO08): (S)-N-(1-cyanocyclopropyl)-2-(((S)-1-(3,4-difluorophenyl)-2,2,2-
trifluoroethyl) amino)-3-phenylpropanamide

CF;
H

N

H

F

Sélido branco (Rendimento = 49%). Ponto de fuséo: 136.6 — 138.8 °C. 'H-NMR (500
MHz, CDCls, ppm) 7.40 — 7.27 (m, 3H), 7.23 — 7.14 (m, 3H), 7.14 — 7.08 (m, 1H), 7.08
—6.98 (m, 2H), 4.04 — 3.90 (m, 1H), 3.36 (g, J = 6.5 Hz, 1H), 3.06 (d, J = 6.2 Hz, 2H),
2.19 (dd, J=7.2,4.2 Hz, 1H), 1.56 — 1.43 (m, 2H), 1.10 — 0.93 (m, 2H). *3C-NMR (126
MHz, CDCls, ppm): 173.14 (s), 151.06 (dd, J = 253.9, 14.5 Hz), 150.48 (dd, J = 254.3,
16.7 Hz), 135.68 (s), 129.94 (t, J = 4.0 Hz), 129.23 (s), 129.15 (s), 127.62 (s), 125.11
(dd, J = 6.1, 3.9 Hz), 124.55 (q, J = 282.2 Hz), 119.42 (s), 117.97 (dd, J = 17.1, 0.8
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Hz), 117.61 (d, J = 18.0 Hz), 62.45 (g, J = 29.4 Hz), 60.71 (s), 38.14 (s), 20.03 (s),
16.76 (s), 16.54 (s). FTIR (cm™): 3344.47, 3320.24, 3029.93, 2245.61, 1683.06,
1609.60, 1520.28, 1291.15, 1261.10, 1211.24, 1176.43, 1152.52, 1136.65, 1125.09,
1092.07, 827.27. [«]&3: +71.65° (MeOH, ¢ = 9.0x103). HRMS: m/z calculada para
C21H19FsN3O [M+H]*: 424.14428; encontrada: 424.14704. Pureza: >99%, tr = 25.1

min.
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6.1.6 Espectros de 'H e 13*C-RMN dos compostos inéditos
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