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RESUMO
As doencas de Chagas e do Sono Africana sdo doencgas negligenciadas, tendo como
agente etiolégico Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei, respectivamente. Uma
classe de alvos terapéuticos validados para o tratamento destas doencas sdo as
proteases, como cruzaina, principal cisteino-protease (CP) do T. cruzi e rodesaina,
principal CP do T. brucei. Numa triagem experimental de compostos de bases
comerciais foi identificado o composto intitulado PH100 como potencial inibidor
reversivel destas enzimas. Utilizando High-Throughput Virtual Screening, docking XP
e modificacdes classicas de quimica medicinal, priorizamos derivados de PH100 para
sintese. Neste trabalho foi feita a sintese de 10 derivados quinazolinicos, 2
pirimidinicos e 2 purinicos. Para a sintese dos quinazolinicos, o acido antranilico 11
foi reagido com uréia, fornecendo a dioxaquinazolina 12, que sofreu uma dicloragéo
nas posicbes 2 e 4 do anel utilizando POCIs e DMA, resultando na 2,4-
dicloroquinazolina 13. Em seguida, foi feita uma substituicdo nucleofilica aroméatica
(SNA) utilizando benzilamina, seletivamente na posicéo 4, formando o intermediario
14. Por ultimo, uma substituicdo com diferentes aminas na posicao 2 do anel obtendo
os 10 derivados quinazolinicos 2,4-dissubstituidos. Para obter os derivados PH100-
103 e PH106-107 foi feita uma SNA com a amina apropriada em EtOH, enquanto para
PH104-105 e PH108-109 o acoplamento foi feito através do Cross-coupling de
Buchwald-Hartwig. Os compostos pirimidinicos foram obtidos a partir da 2,4-
dicloropirimidina 16, nas mesmas condi¢cdes anteriores. Para os purinicos, partimos
da 2,6-dicloro-9H-purina 18 sendo metilada utilizando ICHs e K2COs. A 2,6-dicloro-9-
metil-9H-purina 19 resultante sofreu uma SNA com benzilamina, formando o
intermediéario 20. Por ultimo, fizemos uma reacao de Cross-coupling obtendo PH111
e PH113. Os compostos foram testados quanto a sua atividade inibitéria frente
cruzaina e rodesaina: PH100 e PH107 apresentaram os melhores valores de ICso para
cruzaina e PH105 e PH107 para rodesaina. No ensaio contra T.cruzi, PH106 e PH107
obtiveram os melhores resultados, este Gltimo com um ICso de 0,1 uM e com um bom

indice de seletividade.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Doenca do Sono Africana. Trypanosoma cruzi.

T. brucei. Cruzaina. Rodesaina. Inibidores reversiveis. Reacédo de Buchwald-Hartwig.






ABSTRACT
Chagas disease and Human African trypanosomiasis (HAT), whose etiological agent
are Trypanosoma cruzi and Trypanosoma brucei, respectively, are neglected
diseases. One of the validated drug target class for the treatment of these diseases
are proteases, such as cruzain, the main T. cruzi cysteine protease (CP), and
rhodesain, the main CP of T. brucei. After a screening with commercially available
compounds from database, we have identified the compound named PH100 as a
potential reversible inhibitor of these enzymes. Next, we have prioritized its derivatives
using High—Throughput Virtual Screening, docking XP or classical medicinal chemistry
modifications. In this work, we have synthesized 10 quinazolinic, 2 pyrimidinic and 2
purinic derivatives. In the synthesis of the quinazolinic derivatives, anthranilic acid 11
was reacted with urea, providing 2,4 dioxaquinazoline 12, which was submitted to a
dichlorination at positions 2 and 4 of the ring with POCIs and DMA resulting in 2,4-
dichloroquinazoline 13. After, these positions were substituted with adequate amines.
First, a nucleophilic aromatic substitution with benzilamine, selectively at position 4,
gave the intermediate 14. Then, the substitutions with different amines at position 2 of
the ring afforded the 10 quinazolinic derivatives. To obtain derivatives PH100-103 and
PH106-107 the intermediate 14 was submitted to a SNA with appropriate amine, while
to obtain PH104-105 and PH108-109 we have employed the Buchwald-Hartwig
reaction. The pyrimidinic compounds were obtained from the 2,4-dichloropyrimidine
16, using the same previously conditions described. To prepare the purinic
compounds, the start material was the 2,6-dichloro-9H-purine 18, which was
methylated with ICHs. The resulting 2,6-dichloro-9-metyl-9H-purine 19 was treated in
the same previously described conditions with benzylamine providing intermediate 20.
Then, the substitution with appropriate amine at position 2 of the ring provided PH111
and PH113 in a cross-coupling reaction. All the compounds were evaluated against
cruzain and rhodesain, being PH100 and PH107 the most active for cruzain and PH105
and PH107 have presented the best results for rhodesain. In the evaluation against
T.cruzi, PH106 and PH107 were the most potent compounds, the last one presenting

an ICso value of 0,1 pM and with a good selectivity index.

Keywords: Chagas disease. Human African Trypanosomiasis. Trypanosoma cruzi. T.
brucei. Cruzain. Rhodesain. Reversible inhibitors. Buchwald-Hartwig Reaction.






Asnl182
CCso
CCD
CCs
Cys25
d

DAPI
dd
DMA
DMEM
DMF
DMSO
DNA
His162
HTS
HTVS
Hz

ICso

ppm
POCIs

p/v
RMN

SFB

sl

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Asparagina 182

Metade da Concentracdo Citotoxica Maxima
Cromatografia em Camada Delgada
Cromatografia em Coluna de Silica
Cisteina 25

Dupleto

4’ ,6-diamidino-2-fenilindol

Dupleto duplo

N,N-dimetilanilina

Dulbecco MEM
N,N-Dimetilformamida
Dimetilsulfoxido

Acido desoxirribonucleico

Histidina 162

High Throughput Screening

High Throughput Virtual Screening
Hertz

Metade da concentragdo inibitéria maxima
Infravermelho

Constante de acoplamento escalar
Multipleto

Megahertz

Massa molar

Partes por milhdo

Oxicloreto de Fosforo

Peso por volume

Ressonancia Magnética Nuclear
Simpleto

Soro fetal bovino

Simpleto largo

Tripleto



td

T. brucei
T. cruzi
THF

0

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS (CONTINUACAO)

Tripleto de dupletos
Trypanosoma brucei
Trypanosoma cruzi
Tetrahidrofurano

Deslocamento quimico



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt anas 19
20 = 1= 1770 1 TR 27
BREVSAOQ ...ttt ettt ettt 29
A PARTE EXPERIMENTAL w..c.ovviteeeeeeetee ettt n s s s s s en s enanns 31
5 RESULTADOS E DISCUSSAO .......coeivieeeee e eeeeeees s sen e 49
B CONCLUSAOD ..ottt 67
7 REFERENCIAS ..ottt ettt ettt n s s s s s e s e 69
8 ANEXOS

ANEXO A - ESPECTROS NO INFRAVERMELHO E DE RESSONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR.......coctiieeteeeeeeeeeeee sttt ses s en s 75

ANEXO B - ARTIGO REVIEW SUBMETIDO ......coooiiiiiiiiiiiiiei e 103






1. INTRODUCAO

Doencas negligenciadas sdo doencas tropicais endémicas que prevalecem em
populacées menos favorecidas economicamente de paises da Africa, Asia e América
do Sul. Entre essas doencas destacam-se a doenca de Chagas, que tem como agente
etiologico o Trypanosoma cruzi e a Tripanossomiase Humana Africana (HAT ou
Doenca do Sono Africana), que é causada pelo Trypanosoma brucei. O T. cruzi € um
protozoario que possui trés diferentes formas de desenvolvimento: epimastigota,
forma presente no vetor (triatomineo) e em cultura axénica; tripomastigota, forma
sanguinea circulante e infectante; e amastigota, forma de replicacdo intracelular
(HOARE, 1966; DIAS, 2009). A doenca apresenta-se em fase aguda (geralmente
assintomatica) e fase cronica (sintomatica e que tipicamente se prolonga por toda a
vida do hospedeiro - DIAS, 2009). Estima-se que 8 milhdes de pessoas estejam
infectadas em todo o mundo, sendo sua maioria na América Latina (OMS, 2018). HAT
pode ser causada por duas diferentes subespécies: T. brucei gambiense e T. brucei
rhodesiense, sendo transmitida através da picada da mosca tsé-tsé (Glossina spp.).
O protozoario apresenta quatro diferentes formas de desenvolvimento: tripomastigota
metaciclicos (forma infectante), tripomastigota (forma de multiplicacdo no hospedeiro
em fluidos como sangue e linfa), epimastigota e tripomastigota prociclico (formas de
multiplicacdo presentes somente no inseto vetor) (COX, 2004; CDC, 2018). A
parasitemia apresenta-se em duas fases: aguda ou hemolinfatica, que pode persistir
por meses e causa febre e linfoedemopatia e a fase crénica ou neuroldgica, onde o
parasita cruza a barreira hematoencefalica (BHE) causando alteracbes no sono,
desordens psiquiatricas e disturbios sensoriais que podem levar a morte (FERREIRA,
2017). Em 2009 houve uma diminuicdo nos novos casos de HAT, sendo que pela
primeira vez foram relatados numeros inferiores a 10.000 casos. Esta reducdo se
mostra como uma tendéncia e no ano de 2015 foram reportados 2804 novos casos
da doenca (OMS, 2018).

Atualmente, existem dois medicamentos disponiveis para o tratamento da doenca de
Chagas: nifurtimox 1 (Lampit®) e benznidazol 2 (Rochagan®), entretanto, esses
farmacos apresentam limitacbes como baixa eficacia na fase cronica da doenca e
efeitos colaterais graves (URBINA, 2003; BERMUDEZ 2016, SILVA, 2017) (Figura
1.1).
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Figura 1.1. Farmacos utilizados no tratamento da doenca de Chagas: nifurtimox (1) e
benznidazol (2). Estdo marcados em vermelho seus grupamentos nitro, essenciais

para a atividade.

Tanto o nifurtimox 1, quanto o benznidazol (2), atuam por meio da formacdo de
radicais livres, resultantes da biorreducdo do grupo nitro. A estas espécies radicais
tem sido atribuido o efeito tripanossomicida, por mecanismos complexos que
envolvem sua reacdo com lipideos, proteinas e DNA do T. cruzi. Os radicais livres e
0s metabdlitos eletrofilicos formados por estes farmacos ndo possuem especificidade
para o parasita, sendo também nocivos para as células do hospedeiro. Essa falta de
seletividade contribui para os diversos efeitos adversos, que muitas vezes levam ao
abandono do tratamento (SAJID, 2011). Além disso, estes ndo sdo capazes de
eliminar completamente o parasita e, também, foram relatados varios casos de

resisténcia a estas terapias (MOTT, 2010).
OO
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Figura 1.2. Farmacos utilizados no tratamento de HAT: Pentamidina (3), Suramina
(4), Melarsoprol (5) e Eflornitina (6).
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Os medicamentos disponiveis para o tratamento de HAT sdo: pentamidina 3
(NebuPent®), suramina 4 (Germanin®), melarsoprol 5 (Arsobal®) e eflornitina 6
(Ornidyl®) (Figura 1.2). Pentamidina e suramina podem ser utilizados somente na
fase aguda da doenca, pois ndo conseguem atravessar a BHE para tratar os sintomas
neuroldgicos presentes na fase cronica (HAWKING, 1940; DELESPAUX, 2007).
Melarsoprol e eflornitina sdo capazes de atravessar a BHE e utilizados na fase cronica.
Entretanto, assim como no tratamento para doenca de Chagas, estes farmacos
apresentam importantes limitacdes quanto a eficacia, desenvolvimento de resisténcia
e toxicidade ao paciente (DELESPAUX, 2007; WILKINSON, 2009; ETTARI 2016).
Estas informacdes reforcam a ideia de que ha uma grande necessidade de
desenvolvimento de novos farmacos capazes de tratar estas doencgas evitando efeitos
adversos e aumentando assim a qualidade de vida do paciente e sua ades&o ao
tratamento (CLAYTON, 2010).

1.1 Cisteino-Proteases: Cruzaina e Rodesaina como alvo no tratamento de

tripanossomiases

Uma estratégia potencial para o tratamento de doencas causadas por parasitas é a
sintese de compostos que inibem seletivamente enzimas cruciais para a
sobrevivéncia destes parasitas no interior do hospedeiro (MCGRATH, 1995). Um dos
alvos terapéuticos para o tratamento destas doencas sao as proteases, devido ao seu
papel na replicacdo, metabolismo, invaséo celular e escape do parasita do sistema
imune do hospedeiro, sendo essenciais para a sua sobrevivéncia (MCGRATH, 1995;
DIAS, 2009). Entre elas destaca-se a enzima cruzaina, que é a principal cisteino-
protease do Trypanosoma cruzi, estando presente em todas as suas formas de vida
(amastigota, tripomastigota e epimastigota). Esta enzima é importante na
imunoinvasao do parasita, ha aquisicdo de nutrientes e sobrevivéncia do organismo
no hospedeiro. No T. brucei sua principal enzima é a rodesaina, sendo essencial para
0 processo de infeccdo deste parasita ao hospedeiro, assim como para atravessar a

BHE e na evaséao da resposta imune do hospedeiro (SANTOS, 2007; SILVA, 2016).

Em 1995, McGrath e colaboradores publicaram pela primeira vez a estrutura

tridimensional da cruzaina, na qual esta se apresentava complexada com o inibidor
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peptidico irreversivel Z-Phe-Ala-fluormetilcetona, através da cristalografia por difracao
de raio-X. Neste estudo foi determinado que a enzima possui em sua estrutura 215
aminoacidos estruturados em dois dominios, sendo um predominantemente formado
por alfa-hélices e o outro por folhas-beta antiparalelas. Entre estes dominios esta sua
triade catalitica composta pelos residuos: Cys25, His162 e Asnl182 (Figura 1.3).

Figura 1.3 - Estrutura tridimensional da enzima cruzaina, com destaque para residuos da
triade catalitica (Cys 25, His162, Asn182).

A estrutura cristalogréfica de rodesaina também ja foi elucidada (KERR, 2009) e sua
estrutura primaria possui uma homologia de aproximadamente 70 % com a estrutura
da cruzaina (Figura 1.4 - 1). Ao mesmo tempo, seus sitios ativos sdo compostos
basicamente pelos mesmos residuos de aminoacidos dispostos em posi¢ao
semelhante (Figura 1.4 - 2). Uma vantagem desta homologia é que geralmente os
inibidores de uma das enzimas possuem atividade contra a outra (BRYANT, 2009;
MOTT, 2010).
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Figura 1.4. Comparacao das estruturas cristalograficas de cruzaina (verde) e rodesaina
(rosa): 1) Alinhamento total das estruturas de cruzaina (PDB 3KKU) e rodesaina (PDB 2P7UV);
2) Alinhamento dos sitios ativos dessas enzimas.

Sendo estas enzimas essenciais a sobrevivéncia do protozoario, a publicacao de suas
estruturas tridimensionais elucidadas estimulou o desenvolvimento racional de
diversas classes de inibidores (MOTT, 2010). Para cruzaina destacam-se a
vinilssulfona K777 7, a 2,3,5,6-tetrafluorofenoximetilcetona 8 e as arilnitrilas 9 e 10
(Figura 1.5) (BARR, 2005, ENGEL, 1998 e MOTT, 2010). Estes trés compostos sao
inibidores covalentes, exercendo inibicdo irreversivel, e até o presente momento
somente os inibidores irreversiveis de cruzaina demonstraram capacidade de curar a
infeccdo pelo T. cruzi. Foi relatado que o K777 (7) e a 2,35,6-
tetrafluorofenoximetilcetona (9) ligam-se covalentemente a enzima através de um
ataque nucleofilico da cisteina 25 do sitio ativo da enzima ao centro eletrofilico destes
inibidores (FERREIRA, 2010). As arilnitrilas (9) e (10) possuem em sua estrutura um
anel triazina que, por natureza, € um forte grupo retirador de elétrons. Dessa forma, o
grupo nitrila presente na estrutura desta classe de compostos € particularmente
eletrofilico podendo formar uma ligacdo covalente com a Cys25, mas de maneira
reversivel (MOTT, 2010).

23



\

H |
N X
Z N
(@) N— J
F
O Br
F F
7 8

N
. SRP

CN CN
9 10

Figura 1.5. Inibidores covalentes de Cruzaina: K777 (7), 2,3,5,6 —tetrafluorofenoximetilcetona
(8) e arilnitrilas (9) e (10).

Apesar dos bons resultados de inibicdo obtidos com estas substancias, é sabido que
inibidores covalentes podem inibir de forma inespecifica alvos indesejados do
hospedeiro, resultando em toxicidade (BACHOVCHIN, 2012). Dessa forma, de um
modo geral, é preferivel a identificacdo de inibidores ndo-covalentes a fim de se evitar
possiveis causas de toxicidade. Sendo assim, a identificacdo de novos inibidores ndo-
covalentes de cruzaina e rodesaina € de grande importancia na busca por novos

candidatos a farmacos para estas doencas.

1.2 Inibidores Quinazolinicos

Em um estudo recente, foi realizada uma triagem de diversos compostos pelo nosso
grupo de pesquisa contra as enzimas cruzaina e rodesaina a fim de se identificar

possiveis inibidores ndo-covalentes para essas enzimas (Dados néo publicados).
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Figura 1.6. Estrutura do composto PH100.

Dentre os compostos analisados identificou-se o composto denominado PH100
(Figura 1.6), um potencial inibidor para ambas as enzimas. Esse composto foi testado
na concentracao de 10 uM e apresentou valores de porcentagem de inibicéo de 82,6%
para cruzaina e 82,8% para rodesaina. Além disso, o PH100 também foi avaliado
quanto a sua atividade tripanossomicida in vitro, apresentando valores relevantes de
ICso.

NUCLEOS

1 QUINAZOLINA 74 AMINAS
8 PIRIMIDINAS
6 PURINAS

PREPARACAO DOS5 LIGANTES

4

280166 COMPOSTOS

Filtro: PM < 350g/mol @

67221 COMPOSTOS

/ | N

3365 DERIVADOS QUINAZOLINICOS 51447 DERIVADOS PURINICOS 12409 DERIVADOS PIRIMIDINICOS
Virtual Screening
Workflow (VSW) l l l

5 % MAIS BEM PONTUADOS NO VSW FORAM SUBMETIDOS AQ DOCKING XP

Figura 1.7. Triagem Virtual e construcdo da biblioteca de potenciais inibidores de cruzaina e

rodesaina.
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Devido aos bons resultados apresentados pelo prototipo PH100, um ensaio de High
Throughput Virtual Screening (HTVS) foi realizado com compostos estruturalmente
semelhantes a esse composto planejados pelo nosso grupo, no intuito de identificar
novos inibidores das enzimas cruzaina e rodesaina. Foi realizada uma triagem com
trés classes de nucleos diferentes: quinazolina, purina e pirimidina e 74 diferentes
aminas. 280166 compostos foram encontrados. No passo seguinte foi aplicado um
filtro de peso molecular, priorizando compostos com peso molecular inferior a 350
g/mol, devido a possibilidade de apresentarem melhores caracteristicas
farmacocinéticas. Apos esse filtro foram obtidos 67221 compostos, destes, 3365
derivados quinazolinicos foram triados e passaram por Virtual Screening Workflow
(VSF), 5% dos compostos (47) mais bem pontuados neste processo foram submetidos
a um estudo de docking XP. Apés analise minuciosa das poses dos compostos, bem
como dos grupos substituintes mais frequentes nos derivados com poses consistentes
com modos de interacdo ja conhecidos para a enzima, foram priorizados seis
derivados quinazolinicos para sintese. Utilizando estratégias classicas de modificacao
molecular outros 4 derivados foram desenhados, além dos derivados purinicos e

pirimidinicos para comparacao.
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1. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Sintetizar derivados quinazolinicos, purinicos e pirimidinicos e avaliar a atividade
inibitéria contra cruzaina e rodesaina a fim de identificar potenciais candidatos a

farmacos para tratamento de tripanossomiases.

2.2 Objetivos especificos

* Realizar uma extensa pesquisa bibliografica sobre sintese de inibidores de cruzaina

e rodesaina, bem como, novos resultados de relacdo estrutura-atividade biolégica;

* Redigir um artigo de revisdo completo inovador com os dados encontrados no item
anterior para servir de referéncia para pesquisadores de quimica medicinal em todo o

mundo na area;

* Executar a sintese do protétipo e dos analogos selecionados na triagem virtual e

planejados por modificagbes moleculares;
* Realizar a sintese de analogos do prot6tipo com outros nucleos;

* Avaliar a atividade dos compostos in vitro contra a enzima cruzaina e rodesaina a
fim de confirmar a atividade do prototipo comercial e se identificarem novas
substancias com potencial para tratamento das Doencas de Chagas e do sono

africana.

* Avaliar a atividade dos compostos promissores contra a forma amastigota de T. cruzi
e mioblastos C2C12.
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3. REVISAO

Foi feita uma revisdo completa sobre a sintese de inibidores de cruzaina e rodesaina,
englobando as principais classes de inibidores. O foco desta reviséo foi a sintese
destas moléculas e a relacdo estrutura atividade dos compostos obtidos. Esta revisao
consta como Anexo B (p.103) neste trabalho, visto que é uma revisdo que foi

submetida a publicacéao.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

O texto completo desta secao, que na dissertacdo defendida ocupa o intervalo de
paginas 31-48, foi suprimido por tratar-se de informacdes para publicacdo em
periddico cientifico. Consta da descrigdo de todos os métodos de sintese utilizados
para obter os compostos descritos neste trabalho, assim como da descricdo de toda

a metodologia dos ensaios biolégicos realizados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O texto completo desta secao, que na dissertacdo defendida ocupa o intervalo de
paginas 49-66, foi suprimido por tratar-se de informacbes para publicacdo em
periddico cientifico. Consta da discussao dos resultados obtidos neste trabalho e de
breve relagéo estrutura atividade dos compostos relatados.
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6. CONCLUSAO

O texto completo desta secao, que na dissertacdo defendida ocupa o intervalo de
paginas 67-68, foi suprimido por tratar-se de informacdes para publicacdo em
periddico cientifico. Consta da concluséo deste trabalho, destacando os resultados

mais relevantes.
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ANEXO A - Espectros no infravermelho e de ressonancia magnética nuclear

O texto completo desta secao, que na dissertacdo defendida ocupa o intervalo de
paginas 75-102, foi suprimido por tratar-se de informacdes para publicacdo em
periddico cientifico. Consta da disposi¢do de todos os espectros de Infravermelho,

RMN de Hidrogénio e de Carbono referentes a todos os compostos apresentados na
dissertacéo defendida.
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ANEXO B - REVIEW - Synthesis and Structure-activity Relationship Studies of
the cruzain and rhodesain inhibitors — Artigo submetido na Revista European
Journal of Medicinal Chemistry em 18 de marc¢o de 2018.

Débora Assumpgdo Rocha?P, Elany Barbosa Silva®, Isadora Serraglio Fortes?,

Marcela Silva Lopes?, Rafaela Salgado Ferreira® and Saulo Fernandes de Andrade®°*

O texto completo desta secdo, que na dissertacdo defendida ocupa o intervalo de
paginas 103-162, foi suprimido por tratar-se de manuscrito submetido para publicacéo
em periodico cientifico. Consta de uma revisao da literatura focada nos anos de 2015-
2017 a cerca da sintese e relacdo estrutura atividade dos principais inibidores de

cruzaina e rodesaina.

103



104



105



106



107



108



109



110



111



112



113



114



115



116



117



118



119



120



121



122



123



124



125



126



127



128



129



130



131



132



133



134



135



136



137



138



139



140



141



142



143



144



145



146



147



148



149



150



151



152



153



154



155



156



157



158



159



160



161



162



