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RESUMO

Planejamento, Sintese e Avaliacdo Bioldgica de Derivados
Pirazolinicos e Bis-chalconas Simétricas: Estudos de Correlagéo
Estrutura/Atividade.

Esta tese apresenta o planejamento e a sintese de moléculas bioativas
baseadas na estrutura de moléculas que ja tiveram sua atividade
comprovada e esté subdividida em dois capitulos, de acordo com a classe
de compostos e patologia-alvo. No capitulo 1, foram planejadas e
sintetizadas trinta e trés bis-chalconas simétricas (com substituintes
estratégicos que ja mostraram atividade anteriormente), obtidas com
rendimentos entre 59-93%. Os compostos foram planejados no intuito da
obtencdo de potenciais inibidores da proteina ABCG2. Esta proteina esta
relacionada com a resisténcia a multiplos farmacos, um dos principais
obstaculos para a quimioterapia contra o cancer. Os resultados obtidos
mostraram que dentre 0s compostos sintetizados, dois deles, o (2E,2'E)-
1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(2,6-dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona) 3p (ECso =
02 = 004uM) e o0 (2E,2E)-3,3-(1,4-fenileno)bis(1-(3,5-
dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona) 6i (ECso = 0,5 £ 0,3uM) mostraram a
mais pronunciada atividade e sdo promissores para o estudo de inibidores
de ABCG2. No capitulo 2, foram planejadas e sintetizadas quarenta e oito
pirazolinas a partir das chalconas previamente sintetizadas, que foram
obtidas com rendimentos entre 60 e 98% e mostraram atividade inibitoria
consideravel frente a PtpA e PtpB de Mycobacterium tuberculosis e
YopH de Yersinia enterocolitica. Estas proteinas sdo essénciais para a
sobrevivéncia das respectivas bactérias no hospedeiro e sua inibigao surge
como uma forma de combate as patologias relacionadas com cada
proteina. Os resultados obtidos mostraram uma maior atividade dos
compostos frente a YopH de Y. enterocolitica e dois compostos, o 1-fenil-
3-(3,4-dimetdxifenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol 8c (8,8 %
2,6 UM) e 1-fenil-3-(2,5-dimetoxifenil)-5-(naftalen-1-il)-4,5-dihidro-1H-
pirazol 8p (8,9 £ 0,8 uM) foram os inibidores mais potentes. Estudos de
modelagem molecular e de cinética enziméatica mostram que esses s&o
inibidores ndo competitivos, que ligam-se a um sitio alostérico da YopH.

Palavras-chave: pirazolinas; bis-chalconas; inibidores.






ABSTRACT

Desing, Synthesis and Biological Evaluation of Pyrazolines
derivatives and Symmetrical Bis-Chalcones: Structure/Activity
Relationships.

This thesis describes the design and synthesis of bioactive molecules
based on known molecules by their activities already described in the
literature. This work is subdivided into two chapters, according to the
class of compounds and target disease. In Chapter 1, thirty-three
symmetrical bis-chalcones were designed and synthesized (with strategic
substituents that have shown activity previously), with yields between 59-
93%. The compounds were designed in order to obtain potential inhibitors
of ABCG2 protein. This protein is an efflux transporter that have been
shown to be associated with multi-drug resistance, a major obstacle to
successful cancer chemotherapy. The results showed that among the
compounds  synthesized, (2E,2'E)-1,1'-(1,4-phenylene)bis(3-(2,6-
dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one) 3p (ECsop = 0.2 £+ 0,04uM) and
(2E,2'E)-3,3'-(1,4-phenylene)bis(1-(3,5-dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-
one) 6i (ECso= 0.5 £+ 0,3uM) showed the most pronounced activities and
are promising ABCG2 inhibitors. In chapter 2, were designed and
synthesized forty-eight 1,3,5-triaryl-2-pyrazolines (obtained in yields
between 60 and 98%) derived from chalcones that had already shown
activity as inhibitors of PtpA and PtpB from Mycobacterium tuberculosis
or of YopH from Yersinia enterocolitica. Previous studies have revealed
that the action of phosphatases, especially PTPs, is crucial in determining
the pathogenicity of bacteria. The results obtained show a higher activity
of compounds against the YopH from Y. enterocolitica and compounds 3-
(3,4-dimethoxyphenyl)-5-(naphthalen-2-yl)-1-phenyl-4,5-dihydro-1H-
pyrazole 8c (8.8 + 2.6 mM) and 3-(2,5-dimethoxyphenyl)-5-(naphthalen-
1-yl)-1-phenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazole 8p (8.9 + 0.8 mM) were the
most potent inhibitors. Molecular modeling and enzyme Kinetics studies
showed that both compounds are non-competitive inhibitiors and may
bind to an allosteric site.

Keywords: pirazolynes; bis-chalcones; inhibitiors.
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1.INTRODUCAO
1.1.Quimica medicinal e farmacos sintéticos

A quimica medicinal se dedica a estudar as bases moleculares da
acdo dos farmacos, a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade
farmacoldgica, incluindo o planejamento e o desenho estrutural de novas
substancias que possuam propriedades farmacoterapéuticas Uteis, capazes
de constituirem novos farmacos.!

De maneira geral, os fArmacos disponiveis na terapéutica moderna
sdo de origem sintética (cerca de 85%). Se considerarmos ainda aqueles
oriundos de semi-sintese, este percentual supera os 85% mencionados em
um mercado que totalizou 895 bilhdes de ddlares em 2012,
correspondendo ao montante de US$ 760,7 bilhGes em farmacos de
origem sintética. A sintese de farmacos é uma atividade bastante valiosa
em termos de marcado!

Em um breve retrospecto da cronologia da descoberta dos
farmacos (Figura 1), desde o acido acetilsalicilico (AAS, Aspirina®),
primeiro farmaco sintético desenvolvido em 1889, até o apixabano,
lancado em 2012 nos EUA, novo agente antitrombético (Figura 2),
observa-se que a maioria esmagadora das inovacdes terapéuticas
compreende ou relaciona-se a farmacos de origem sintética.t

Figura 1. Arvore cronoldgica da descoberta de farmacos. Fonte:
adapatado de Barreiro e Fraga, 2015.
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Figura 2. Estrutura do AAS e do apixabano.
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O desenvolvimento de moléculas que possam ser protétipos de
farmacos eficientes e seguros, com menores efeitos colaterais que 0s
disponiveis no mercado, que possam ser administrados preferencialmente
por via oral e com custos reduzidos para o tratamento das mais diversas
patologias, tém motivado a pesquisa cientifica em Quimica Medicinal.
Nesta perspectiva, o estudo de novas estruturas quimicas pode contribuir
significativamente para a descoberta de tratamentos mais seguros e
efetivos.

Na maioria das vezes, os farmacos sdo aquirais e possuem mais de
um heterodtomo, sendo eles nitrogénio, enxofre e oxigénio,
predominantemente, além de cloro e fllor. Se os classificarmos pelo
mecanismo de acdo, em sua maioria Sdo substdncias sintéticas com
propriedades inibidoras de enzimas e antagonistas de receptores seletivos,
sendo menos numerosos aqueles que atuam como agonistas de receptores,
e ainda em menor nlmero, aqueles que atuam ao nivel de canais iénicos.
Estima-se que os farmacos atuais atuem em aproximadamente 482 alvos
terapéuticos, em sua maioria enzimas.

Os compostos heterociclicos sintéticos possuem uma grande
importancia devido a sua aplicabilidade nos mais diversos campos da
guimica moderna, incluindo a quimica medicinal. Dos 85% dos farmacos
sintéticos, 62% sdo heterociclos contendo em seu nucleo base 91% de
nitrogénio, 24% de enxofre e 16% de oxigénio.*

1.2. Cancer, resisténcia a multiplos farmacos e inibidores de
ABCG2

Cancer é 0 nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas, que
tém em comum o crescimento desordenado de células que invadem os
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tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se para outras regides do corpo,
processo conhecido como metéastase.? As células cancerigenas possuem
uma forte capacidade de adquirir resisténcia a farmacos antitumorais, o
que contribui para a baixa eficacia da quimioterapia.®>* O aumento do
efluxo dos farmacos do meio intracelular para o meio extracelular tem
sendo visto como a principal causa dessa resisténcia a multiplos farmacos
gue consiste principalmente na presenga dos transportadores ABC (do
inglés ATP-binding cassete).> A proteina ABCG2 é um exemplo de
transportador ABC e desempenha um papel importante na resisténcia a
multiplos farmacos de células cancerigenas, e sua inibicdo surge como
uma das estratégias para combater esses tumores resistentes. A
combinag8o de inibidores com farmacos antitumorais deve causar um
aumento na concentracdo dos farmacos no interior da célula.t®

Chalconas sdo cetonas a,f-insaturadas que apresentam o nucleo
1,3-diarilprop-2-en-1-ona, contendo o anel A ligado a carbonila e o anel
B ligado ao carbono B (Figura 3).%:1°

Figura 3. Estrutura das cetonas a,f-insaturadas - chalconas.

S0 relatadas na literatura diversas atividades bioldgicas
relacionadas a esses compostos'!-2, inclusive como inibidores da proteina
ABCG2.2225 Com isso surge a primeira proposta desse trabalho, que
consiste na sintese de bis-chalconas simétricas com potencial atividade
inibitoria frente a proteina ABCG2.

1.3. Tuberculose, peste, infeccdes entéricas e enzimas tirosina
fosfatase

Além de representarem graves problemas de saude publica, as
bactérias causadoras da tuberculose, da peste e de infeccBes entéricas tém
em comum enzimas tirosina fosfatase como fatores de viruléncia.

A tuberculose (TB) é uma infeccdo grave, transmitida pelo ar e
causada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis. Nos Gltimos anos, o
aparecimento de cepas multirresistentes colocou a tuberculose novamente
em destaque entre as doencas infecto-contagiosas. Estima-se que um terco
da populacdo mundial esteja infectada pelo bacilo da TB e que destes, 30
milhdes de pessoas morrerdo nos proximos 10 anos.?628 Na Ultima



38

década, demonstrou-se que duas enzimas tirosina fosfatases, PtpA e PtpB,
sdo secretadas pelo M. tuberculosis em macréfagos humanos infectados,
e estdo envolvidas em sua sobrevivéncia no hospedeiro.*

InfeccBes entéricas humanas, caracterizadas por febre, dor
abdominal, ulceracGes e inflamacdo do intestino, podem ser causadas por
duas bactérias do género Yersinia: Y. enterocolitica e V.
pseudotuberculosis.3! Outra bactéria do mesmo género, a Y. pestis é o
agente causador das pestes bubénica, pneuménica e septicémica. Apesar
dos esforcos para erradicar a peste, reservatdrios naturais da Y. pestis
ainda existem em ratos silvestres e outras populacfes de roedores em
partes da Africa, sul da Asia e sudoeste dos Estados Unidos, e
aproximadamente 2000 casos de peste em humanos ainda ocorrem todos
0s anos.* A YopH, uma proteina tirosina fosfatase, ¢ um dos fatores de
viruléncia das espécies patogénicas de Yersinia. Ao invadir as células
fagocitérias do hospedeiro, a YopH causa inibicdo da resposta
inflamatdria a bactéria através de um processo que envolve quebra de
adesOes focais, inibicdo da fagocitose, liberacdo de fator de necrose
tumoral o (TNF-a) e resposta oxidativa. A YopH também impede a
funcdo dos linfocitos B e T, prevenindo a resposta imune adaptativa, o
que é crucial para a sobrevivéncia da bactéria nos nodulos linfaticos do
hospedeiro.34-36

Recentemente, nosso grupo de pesquisas observou importante
inibicdo da PtpA, e da PtpB de M. tuberculosis, e da YopH de Y.
enterocolitica, provocada por chalconas sintéticas. Desta forma, este
trabalho tem focado na obtengdo de moléculas sintéticas com potencial
atividade inibitéria dessas proteinas.’-40

Pirazolinas sdo heterociclos com cinco membros, que podem ser
obtidos através da ciclizacdo de chalconas. Sao relatadas na literatura
diversas aplicacdes destas moléculas no campo da quimica medicinal 4>
47 Assim, a segunda proposta do presente trabalho é a ciclizagdo das
chalconas mais ativas nos trabalhos anteriores do grupo,®0 as
pirazolinas correspondentes, e investigacdo da atividade inibitéria dos
novos heterociclos frente as mesmas enzimas.

Com o intuito de facilitar a leitura e manter a organizacdo dos
resultados, esta tese esta dividida em dois capitulos que apresentam as
estratégias sintéticas para a obtencdo das moléculas de acordo com cada
patologia-alvo: Capitulo 1 — Sintese de bis-chalconas simétricas e
avaliagdo inibitdria frente & proteina ABCG2, e Capitulo 2 — Sintese de
pirazolinas e avaliacdo frente as proteinas PtpA e PtpB de Mtb e YopH
de Y. enterocolitica.
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Deste modo, a partir desta se¢cdo, sdo expostos 0s objetivos do
trabalho seguidos pelos capitulos 1 e 2. Na sequéncia é apresentada a parte
experimental, onde estdo descritas as metodologias de sintese e dos testes
biologicos realizados. Finalmente, apresentam-se as conclusdes,
perspectivas, referéncias bibliogréaficas e os apéndices. Os apéndices
incluem os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
de carbono dos compostos deste trabalho, e os artigos publicados ou em
fase de submissdo referentes a esta Tese.
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2.0bjetivos
2.1.0bjetivos gerais

Esta pesquisa tem como objetivo geral o planejamento racional, a
sintese de bis-chalconas simétricas e derivados pirazolinicos e a avaliagao
de sua atividade bioldgica, a fim de encontrar moléculas bioativas
prototipos de farmacos de importancia terapéutica.

2.1.1. Objetivos especificos

CAPITULO 1:

e Planejamento de bis-chalconas baseadas nas estruturas de
chalconas ja publicadas;

e Sintese, purificacdo e caracterizacdo de uma serie de bis-
chalconas simétricas;

e Estudo da ag&o inibitoria das moléculas obtidas frente &
proteina ABCG2.

e Estabelecer uma correlagdo estrutura-atividade para todas
as moléculas propostas;

CAPITULO 2:

e Planejamento de pirazolinas baseadas nas estruturas de
chalconas ja publicadas;

e Sintese, purificacdo e caracterizacdo de uma série de
pirazolinas, a partir da ciclizacdo das chalconas com
atividade bioldgica previamente determinada pelo grupo
de pesquisas;

e Estudo da agdo inibitdria das moléculas obtidas frente as
proteinas tirosinas fosfatases PtpA e PtpB de M.
tuberculosis e YopH de Y. enterocolitica.

e Estabelecer uma correlagdo estrutura-atividade para todas
as moléculas propostas;
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CAPITULO 1

No capitulo 1, foram planejadas e sintetizadas trinta e trés bis-
chalconas simétricas (com substituintes estratégicos que ja mostraram
atividade anteriormente), obtidas com rendimentos entre 59-93%. Os
compostos foram planejados no intuito da obtencdo de potenciais
inibidores da proteina ABCG2. Esta proteina esté relacionada com a
resisténcia a maltiplos fArmacos, um dos principais obstaculos para a
quimioterapia contra o cancer. Os resultados obtidos mostraram que
dentre os compostos sintetizados, dois deles, o (2E,2'E)-1,1'-(1,4-
fenileno)bis(3-(2,6-dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona) 3p (ECsp = 0,2 *
0,04uM) e o (2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(3,5-dimetoxifenil)prop-2-
en-1-ona) 6i (ECsp = 0,5 + 0,3uM) mostraram as mais pronunciadas
atividades e séo promissores para o estudo de inibidores de ABCG2.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos gerais sobre cancer

Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que
tém em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que
invadem os tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se (metastase) para outras
regides do corpo.?

Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito
agressivas e incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores
(acamulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas. Por outro lado,
um tumor benigno significa simplesmente uma massa localizada de
células que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido
original, raramente constituindo risco de vida.?

Muitos dos tumores decorrentes resultam de alteracfes celulares
hereditarias, mas a maioria dos casos (cerca de 80%) esta relacionada ao
grande nimero de fatores riscos que se encontram no meio ambiente.*®
Os principais fatores externos envolvidos sdo: radiagdo ultravioleta e
ionizante, produtos quimicos, aflatoxinas, arsénio, tabaco, alguns virus,
bactérias e parasitas.*®

Estudos estimam que cerca de 40% dos casos de cancer poderiam
ser prevenidos com um melhor estilo de vida. Os principais fatores de
risco envolvidos no desenvolvimento do cancer sdo: uso do tabaco,
alcool, obesidade, sedentarismo, poluicéo do ar, sexo ndo seguro e dieta.>®

3.2. Resisténcia a maltiplos farmacos (MDR) e inibidores de
ABCG2

As células cancerigenas possuem uma forte capacidade de adquirir
resisténcia a farmacos antitumorais e esse € um dos maiores obstaculos
para o tratamento quimioterapico de um grande nimero de tumores. Essa
resisténcia a multiplos farmacos, é conhecida como “multidrug
resistance” ou MDR. S&o varios os fatores causadores dessa resisténcia,
pode-se citar: 1) alteracdo na expressdo do receptor de membrana do
quimioterapico, 2) mutacao das proteinas-alvo dos quimioterapicos, 3)
modificacdes no metabolismo do farmaco, 4) alteragdes na via apoptotica,
5) alteracdes nos pontos de checagem do ciclo celular, 6)
compartimentalizag&o intracelular do farmaco, 7) aumento do efluxo dos
farmacos, entre outros.>#
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Estudos mostram que o aumento do efluxo dos farmacos do meio
intracelular para o meio extracelular vem sendo visto como a principal
causa dessa resisténcia a multiplos farmacos, que consiste principalmente
na presenca dos transportadores ABC (do inglés ATP-binding cassete).
Estes transportadores sdo proteinas transmembranares que possuem
basicamente 3 regides: por¢do extracelular, por¢do transmembrana e sitio
de ligacdo de nucleotideos (NBD). Essas trés regides sdo comuns a todos
os membros da familia dos transportadores ABC, no entanto essas regides
podem estar organizadas de maneiras diferentes com dois ou trés
dominios transmembrana e dois sitios de ligacdo de ATP (por exemplo a
P-gp, glicoproteina-P, e a MRP1, respectivamente) ou ainda apenas um
dominio transmembrana e um sitio de ligacdo de ATP (por exemplo a
ABCG2) (Figura 4). Para que ocorra o efluxo dos farmacos sdo
necessarios pelo menos dois sitios de ligagcdo de ATP, portanto a proteina
ABCG2 ¢é considerada um meio transportador e precisa estar associada a
uma segunda proteina para formar um dimero e realizar o efluxo de
moléculas.®

Figura 4. Estrutura das proteinas de resisténcia MRP1, ABCG2 e P-gp.
Fonte: Adaptado de Vautier et al., 2006.
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Trés destas proteinas apresentam uma forte relevancia clinica em
pacientes com cancer. S&o elas a ABCB1 também conhecida como P-gp
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ou MDR1; ABCC1 também conhecida como MRP1, e ABCG2 também
conhecida como BCRP ou MXR.%!

A primeira proteina a ser descoberta foi a a glicoproteina-P (P-gp)
e é a Unica que ja possui a estrutura elucidada. Em 1976 Juliano e Ling®
demonstraram a presenca deste transportador em células tumorais
resistentes a varios quimioterapicos.

A segunda proteina envolvida na resisténcia em células tumorais é
chamada de MRP1 e foi identificada em 1992.5 A presenca da proteina
MRP1 confere resisténcia a diversos quimioterapicos como antraciclinas,
alcaléides da vinca e camptotencina. Mesmo apresentando substratos em
comum com outros transportadores como P-gp, poucos inibidores desta
proteina existem até 0 momento.>*

A Ultima proteina a ser descoberta e estudada foi a ABCG2. Trés
grupos foram responsaveis por identifica-la e nomea-la de acordo com o
modelo utilizado na sua descoberta. Em 1998, Doyle e colaboradores®®
identificaram a presenca desta proteina em células de cancer de mama
(MCFT7) tratadas com adriamicina e por isso este grupo nomeou esta
proteina de BCRP (breast cancer resistance protein). Esta proteina
também é conhecida com MXR, pois 0 grupo a identificou em células
resistentes a mitoxantrona®®, e o terceiro grupo nomeou esta proteina
como ABCP (placenta-specific ATP-binding cassette) devido a sua
presenca na placenta.®’

A proteina ABCG2 esta presente na placenta (funcéo relacionada
a protecdo do feto), figado, rins, intestino, glandulas mamarias, testiculos,
entre outros. Ela possui 655 aminoacidos e uma massa de
aproximadamente 72 kDa. % Esta proteina também esta relacionada aos
varios tipos de cancer, incluindo cancer de mama, pulmdo, pancreas,
cdlon, esdfago, estdmago, cérebro e em tumores hematoldgicos.>® Para
realizar o transporte de substratos, como todos os transportadores ABC,
possui como fonte de energia a hidrélise de ATP.

O mecanismo de efluxo dos transportadores ABC tem como ponto
central a hidrélise de ATP que favorece o fechamento dos dominios
NBDs e a abertura dos dominios transmembranares para 0 meio
extracelular. Apos a hidrolise do ATP em ADP + Pi ocorre a abertura dos
dominios NBDs e o transportador volta para a posi¢éo inicial. Na ABCG2
duas regides NBD sdo necessarias para que a hidrdlise de ATP aconteca
e por esta razdo, duas proteinas sdo necessérias para formar uma unidade
funcional (Figura 5).5
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Figura 5. Mecanismo de acdo dos transportadores ABC. Fonte:

am

Adaptado de Kawai et al., 2011.

Uma das estratégias para combater esses tumores resistentes €
utilizar inibidores dos transportadores ABC. A combinac&o de inibidores
com farmacos antitumorais deve causar um aumento na concentracao dos
farmacos no interior da célula. In vitro, um ndmero de inibidores P-gp
foram otimizados até a terceira ou quarta geragdo de compostos, mas sua
intrinseca toxicidade e baixa atividade in vivo vém impedindo a
finalizacdo de ensaios clinicos.5®

Os inibidores da proteina ABCG2 foram estudados mais
recentemente e podem ser divididos em inibidores ndo especificos, como
o elacridar, que inibem também a P-gp, e inibidores especificos como a
fumitremorgina C (FTC) (Figura 6), a qual foi o primeiro inibidor de
ABCG?2 identificado. Apesar da especificidade, a FTC apresentou muitos
efeitos neurotdxicos e a eficacia do farmaco nem chegou a ser testada em
ensaios clinicos.®* Outro potente inibidor é o GF120918 (Figura 6),
conhecido por ser um modulador de P-gp, que confere um perfil de
resisténcia cruzada de ABCG2 para doxorubicina, mitoxantrona e outras
drogas.5?
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Figura 6. Estrutura quimica dos inibidores FTC e GF120918.
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Com base na estrutura da FTC, novos inibidores sintéticos foram
desenvolvidos por Loevezijn e colaboradores®? através da sintese em fase
solida utilizando uma estratégia de ciclizacao/clivagem. O primeiro passo
da reacdo € o ataque do nitrogénio ao aldeido, formando uma imina que é
posteriormente ciclizado, formando um nitrogénio secundario que acopla
com a carboxila do aminoacido N-protegido. O proximo passo € a
desprotecdo. Com o grupo NH: livre, ocorre uma ciclizagdo
intramolecular formando os produtos desejados com rendimentos de 50-
99% (Esquema 1).

Esquema 1. Sintese de analogos do FTC proposta por Loevezijn e
colaboradores.
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Foram  sintetizados 42  compostos  (com  misturas
diastereoisoméricas), e entre eles se destaca 0 Kol43 (Figura 7) que
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apresentou menos efeitos toxicos e tem sido um dos inibidores mais
utilizados em modelos celulares.5465

Figura 7. Estrutura quimica do inibidor Ko143.
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Belkacem e colaboradores® estudaram diferentes classes de
flavonoides como inibidores de ABCG2. As flavonas estudadas
mostraram os melhores resultados de inibicdo comparados aos flavondis,
isoflavonas e flavanonas. Flavonas substituidas com o grupo OH na
posicdo 5 mostraram-se mais efetivas quando comparadas com as
posicBes 3 e 7. Um grupo metoxila na posicdo 7 da tectocrisina teve um
efeito levemente positivo enquanto a prenilagéo na posi¢do 6 mostrou um
efeito bem maior de inibicdo. A poténcia de 6-prenilcrisina foi
comparavel com a do GF120918 (ICso = 0,3 mmol/L). Ambos, 6-
prenilcrisina e tectocrisina foram especificos para ABCG2 porque
nenhuma interagdo foi vista frente a P-gp ou MRP1. Com base nesses
resultados, os autores mostraram a relagdo estrutura atividade dessas
flavonas (Esquema 2).

Esquema 2. Relagéo estrutura-atividade do estudo de Belkacem e
colaboradores.

prenil

~J OH
OH >\&
prenil
1Cso (LM)
Substituintes BCRP-R482 BCRP-T482
Flavona 28+0,6 1,7+04

3-OH-flavona 8,1+19 49+0,1
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Esquema 2. Relagdo estrutura-atividade do estudo de Belkacem
e colaboradores (continuagéo).

7-OH-flavona 7,1+£0,3 139+151
Crisina (5,7-diOH-flavona) 4605 45+0,8
Tectocrisina  (5-OH,  7-OCHs- 3,009 19+£0,3
flavona)
6-Prenilcrisina 0,29 £ 0,06 36x19
6-(1,1-dimetilalil)crisina 0,79+ 0,15 >10
8-Prenilcrisina 0,89 +£0,31 >10
8-(1,1-dimetilalil)crisina 1,4+0,5 >10
6-Geranilcrisina 1,0+£04 ND
6-Farnesilcrisina >10 ND
6,8-Digeranilcrisina 2,1+0,5 ND
GF120918 0,31+0,14 6,9+26
3
1 3 1 VY
2/ 2 { /\)\ 2 { /\)\ L

prenil 1,1-dimetilalil geranil farnesil

Yuan e colaboradores®” estudaram analogos sintéticos da
quercitina, eles obtiveram trés derivados A, B e C (Figura 8) que exibiram
promissora atividade frente a ABCG2. Curiosamente, o composto C foi
ativo também para P-gp. E importante ressaltar que estes derivados nio
apresentaram toxicidade inerente para as linhagens celulares de cancer ou
linhagens celulares de fibroblastos de ratos normais.

Figura 8. Estruturas quimicas dos inibidores A, B e C.
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Juvale e colaboradores® estudaram chalconas sintéticas como
inibidores de ABCG2. Os autores sintetizaram vérios derivados multi-
substituidos e investigaram o efeito de diferentes substituintes no anel A
e B das chalconas. As chalconas foram sintetizadas pela condensacdo de
Claisen-Schmidt em etanol e NaOH como catalisador ou por banho
ultrassbnico, de 1-5 horas, utilizando metanol como solvente e LiOH
como catalisador (Esquema 3). Os compostos obtidos foram avaliados
frente a ABCG2 em linhagens celulares MCF-7 MX e MDCK BCRP. A
seletividade foi verificada através dos testes de inibicdo em P-gp e MRP1.
Os testes foram feitos associando 0s compostos com mitoxantrona e SN-
38 (substrato de ABCG2, metabdlito ativo do quimioterapico
irinotecano). A substitui¢do no anel A na posigdo 2’ ¢ 4’ foi considerado
essencial para a atividade. No anel B, a presenca do 3,4-dimetoxi
produziu um efeito inibitério maximo em ABCG2, a presenca de 2-cloro
ou 4-cloro no anel B também mostrou uma inibig&o interessante.

Esquema 3. Sintese e avaliagdo da atividade de chalconas inibidoras de
ABCG2 de Juvale e colaboradores.

(e} (e}
=
(e}

i. Etanol, NaOH, t.a. 24-72h; ii. MeOH, LiOH, Banho ultrassénico, 1-5h
R R MCF-7 MX MDCK

ICsp + DP BCRP IC5 %

(HM) DP (M)
2°.4’-OH 3,4-OCHjs 093+0,03 0,85%0,13
2’-OH,4’°,6’-OCH3 3,4-OCHjs 0,75+x0,03 0,53x0,22
3°,4’-OCHj3 4-OCHjs 2,19+0,43 1,16 £ 0,34
3’,4’-OCH3 4-Cl 2,72 +£0,42 1,73+0,13
2°,4-OCHs 3,4-OCHj3 220+040 1,03+0,29
2°,4’-OCH3 4-OCHjs 2,34 £0,62 1,91+0,78
2’-OH 3,4-OCH3 1,84 + 0,87 0,74+0,14
2’-OH 3-OCHs 1,93+£0,15 1,93+£0,15
2°,4’-OCH3 2-Cl 3,13+0,57 2,63 0,29

Ko143 0,33+0,06 0,26 +0,02
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Os efeitos dos diferentes substituintes nas chalconas para potencial
inibicdo de ABCG2 esta exemplificado na Figura 9.

Figura 9. Relacéo estrutura-atividade dos compostos do estudo de Juvale
e colaboradores.

OCHj; 2-Cl

3,4-OCHj > 3-OCHj > 4-OCHs

OH> OCH3, H

Valdameri e colaboradores®® também estudaram a agdo de
chalconas sintéticas frente a ABCG2. Os autores sintetizaram, também
pela condensacdo de Claisen-Schmidt, chalconas e like chalconas,
indolfenilpropenonas. O efeito inibidor da série de 44 compostos foi
avaliado através da mitoxantrona, um substrato conhecido de ABCG2.
Seis compostos inibiram com valores de 1Csp inferiores a 0,5uM e alta
seletividade para ABCG2. O nimero e posic¢ao de substituintes metoxi foi
determinante para a inibigdo e citotoxicidade. Os melhores compostos,
com potente inibi¢do e baixa toxicidade continham um N-metil-1-indolil
ou 6’-hidroxi-2’,4’-dimetoxi-1-fenil (anel A) e dois substituintes
metoxilas nas posi¢des 2 e 6 no esqueleto fenilico do anel B (Figura 10).

Figura 10. Melhores inibidores do estudo de Valdameri e
colaboradores.

HsC
OCH3 OCH3 ) H5;CO

H;CO OH Hj CO 0] OCHj3

IC50= 0,35 0,14 M IC50= 0,27 + 0,08 yM
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Os autores concluiram que seus derivados sdo promissores
inibidores de ABCG2. A facilidade de sintese, sua alta atividade inibitdria
e especificidade sdo pré-requisitos fundamentais para os ensaios pré-
clinicos. Os dois compostos citados acima, sem 0 OCHsz na posicéo 4,
possuem uma alta seletividade e sdo candidatos para os ensaios clinicos.

Em um trabalho recente do nosso grupo de pesquisas foram
analisadas 54 chalconas contra o efluxo de mitoxantrona mediada por
ABCG2. Os melhores resultados mostraram que os substituintes 2’-OH-
4’ 6’-dimetoxi fenil no anel A podem ser eficientemente substituidos por
um grupo 2’-naftila ou 3’,4’-metilenodioxifenil (Figura 11). Tal
variabilidade estrutural indica uma poliespecificidade para inibidores de
transportador multirresistente. Pelo menos dois grupos metoxilas sdo
necessarios no anel B para otimizar a atividade inibitéria, mas a
substituicdo na posi¢do 3, 4, 5 induziu citotoxicidade. A presenga de um
substituinte volumoso, como o O-benzil na posi¢édo 4 e 2’-naftila no anel
A diminui consideravelmente a citotoxicidade, requisito fundamental
para futuros ensaios in vivo.?*

Figura 11. Chalconas com potencial inibi¢do frente a ABCG2.
0
o) = OCHj
SORa®
O e

ICsp = 0,25 + 0,12 uM
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Os dois compostos demonstrados na figura acima foram os
melhores do estudo, com excelente atividade inibitdria frente a proteina
ABCG?2 e bhaixa citotoxicidade. Esses dados, bastante interessantes, sao o
primeiro passo para o desenvolvimento de testes, direcionado a
farmacocinética e farmacodinamica in vivo.?*

Chalconas derivadas do anel quinoxalinico também foram
estudadas recentemente. Os melhores derivados s&o as chalconas com R
= 2’-4’-diOCH3 ¢ R= 2°,4°,5’-triOCH3 com ICsp de 1,4 + 1,0 puM.
Chalconas monosubstituidas com o grupo metoxi (2°-OCHs, 3°-OCHs e
4’-OCHzs) apresentaram atividades moderadas de 5,0 a 14,0 uM. Uma

ICs0 = 0,23 + 0,07 uM
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atividade analoga foi observada para os compostos com R = 2',5'-diOCHj,
R =3'4'-diOCHj3, R = 3'4',5"-triOCH3 e R = 3',5"-diOCH3.%°

Esquema 4. Chalconas derivadas do anel quinoxalinico, potenciais
inibidores de ABCG2.

Q o) o)
N = N
| H . X i X N
/ Se e w y
N = P N/

R'=OCHg, OH, H i. Metanol, KOH50%, t.a. 16h

Outra série de inibidores sintéticos estudados foram cromonas
dissubstituidas (Esquema 5). Dois tipos de substituintes, um de cada lado
da estrutura geral contribuiram para a potente inibicdo da ABCG2 e baixa
citotoxicidade. O melhor composto, 5-(4-bromobeziloxi)-2-(2-(5-
metoxiindol)etil-1-carbonil-4H-cromon-4-ona,  apresentou inibicdo
elevada (ICso = 0,11 uM), baixa toxicidade e seletividade frente a ABCG2
guando comparada com outros transportadores multirresistentes ABC. O
composto é altamente promissor.58

o] o]
© OH © NR'R?
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H O i. R"-NH-R?, BOP-CI, DMF.
ii. Ar-(CH,)n-Br, K,CO3, acetona.
iii. Dietiloxalato, EtO"Na*/EtOH; KOH, EtOH/H,0.
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Br. WH% R'R?= ““\ / Y N=
\@o 0 OCHs b <> X /O

ICso=0,11 uM
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Foram sintetizadas duas séries de cromonas; na primeira série o
acido carboxilico a,pB-insaturado é condensado com aminas na presenga
de BOP-CI (cloreto bis(2-oxo-3-oxazolidinil) fosfénico) e DMF. Na
segunda série, a dihidroxiacetofenona reage com um haleto de aquila na
presenca de KyCOs em acetona, proporcionando o derivado
monoalquilado. Este dltimo é condensado com dietiloxalato utilizando
etdxido de sodio como base para gerar o éster desejado, o qual foi
hidrolisado formando o &cido carboxilico correspondente. Na ultima
etapa, o composto formado, é entdo condensado com alquil/aril aminas
formando as cromonas.68:6°

3.3. Chalconas e bis-chalconas

Chalconas (Figura 12) sdo cetonas a,fB-insaturadas, que
apresentam o nucleo 1,3-diarilprop-2-en-1-ona e o esqueleto Cg-C3-Cs,
considerado privilegiado no desenho de farmacos.®!° S&o compostos
precursores da via de biossintese dos flavondides, encontradas largamente
nos vegetais, principalmente nas pétalas das flores, onde tem um
importante papel na poliniza¢do das plantas, pois sua cor amarela atrai
insetos e passaros.’®

Figura 12. Estrutura geral das chalconas

Diversos métodos de sintese de chalconas sdo descritos na
literatura, porém a metodologia mais utilizada é a condensacdo de
Claisen-Schmidt.”>"2 Neste método, realiza-se a condensacdo de um
benzaldeido com uma cetona apropriada em um solvente polar como
metanol ou etanol, com o0 uso de uma base forte como catalisador
(Esquema 6). E um método bastante versatil e conveniente, que confere
rendimentos muito variados.’*7®
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Esquema 6. Sintese de chalconas via condensagdo de Claisen-Schmidt.

O O

i. EtOH ou MeOH, NaOH ou KOH, t.a., agitagdo magnética

S0 reportados na literatura diversas atividades bioldgicas
relacionadas com chalconas. Entre elas, podemos citar antibacteriana,**
13 anti-inflamatéria, 4% antileucémica,'® antimalarica,'’ inibidores de
tubulina,*® inibidoras da tirosina fosfatase A de Mycobacterium
tuberculosis,®”-% antiflingica,'® anti-leishmania,?®?! entre outras. Esta
vasta gama de atividades €, em grande parte, atribuida as inimeras
possibilidades de substituicfes nos anéis aromaticos, pois a metodologia
de sintese destes compostos possibilita a obtencdo de uma grande
variedade estrutural, uma vez que existem indmeros benzaldeidos e
acetofenonas que podem ser combinados.’"®

Nosso grupo de pesquisa vem se dedicando ao estudo de diferentes
séries de chalconas bioativas em diferentes &reas da quimica medicinal,
como por exemplo, atividade antiprion’, atividade antileucémica,’”
inibicdo de biofilme bacteriano,”® atividade antibacteriana,’® atividade
antileishmania,® inibidores de cruzaina,® atividade antihiperglicémica®?,
inibidores da proteina ABCG224%583 ¢ inibidores de enzimas tirosina
fosfatases de Mycobacterium tuberculosis e Yersinia enterocolitica®”-38.3°
(esses ultimos serdo detalhados no segundo capitulo desta tese).

Assim como as chalconas, as bis-chalconas sdo facilmente
preparadas pela condensacdo de Claisen-Schmidt. Os precursores para
esses compostos sdo cetonas contendo dois carbonos com hidrogénios o
a carbonila ou dialdeidos.

Uma série de bis-chalconas foi sintetizada por Mobinikhaledi e
colaboradores® em excelentes rendimentos pela reacdo de condensacédo
do 1,4-diacetilbenzeno com vérios aldeidos em etanol 96% e NaOH
aquoso a temperatura ambiente. A atividade antimicrobiana dos
compostos sintetizados foi avaliada contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans.
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Esquema 7. Bis-chalconas sintetizadas por Mobinikhaledi

colaboradores.
CHO

+ 2 -—R
o) =

i. NaOH, EtOH, t.a. R= H, CI, NO, OMe, Br, OH

Os compostos sintetizados foram mais ativos inibindo a bactéria
Escherichia coli e ndo apresentaram nenhuma atividade antiflngica. O
melhor composto, com R = 2-NO; apresentou alta atividade frente as trés
cepas estudadas.®*

Nagaraj e Sanjeeva Reddy®® estudaram uma série de bis-chalconas
que foram preparadas através da reacdo do 5,5’-metileno-bis-
salicilaldeido com diferentes acetofenonas. As bis-chalconas foram
posteriormente ciclizadas com tiouréia e guanidina formando as bis-
tiazinas e bis-pirimidinas em bons rendimentos. Os compostos tiveram
sua atividade antibacteriana, antiflngica e anti-inflamatoria avaliadas.

Esquema 8. Bis-chalconas sintetizadas por Nagaraj e Sanjeeva
Reddy.

OH
X S
CHO OHC CHO

i R=H, 4-NO,, 4-OCHj3,
4-Br, 4-Cl, 2-Cl

_ HO OH N _ HO OH 2
R— | —-iR R— | —-iR
X = X X A = | ‘ N X
N

NYS S?

NH, NH, NH, NH,

z
z

i. Trioxano, H,SOy ii. KOH, EtOH iii. NH,CSNH,, KOH, EtOH jv. NH,CNHNH, NaOH/H,0

Modzelewska e colaboradores®® sintetizaram chalconas e bis-
chalconas contendo o acido bordnico na estrutura. As bis-chalconas estéo
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representadas no Esquema 9. Os autores reduziram a carbonila e depois a
hidroxila formada foi acilada. A bis-chalcona com X=N, R= Me ¢ R’=
B(OH). mostrou potente inibicdo em células cancerigenas de c6lon, com
ICs0 = 0,35 UM em duas linhagens celulares.

Esquema 9. Bis-chalconas sintetizadas por Modzelewska e
colaboradores.

0] (0] 0]

B —
)I< R' R' )I( R'
R R

OCOPh OH
. UTC
R N R R X R
A R
i. MeOH, KOH (aq) X=C,N
ii. NaBHy4 R = t-Bu, CHj
iii. PhCOCI, Py R' = B(OH),, Cl

Baseado no que foi exposto, planejou-se a sintese de bis-chalconas
simétricas, com substituintes que ja mostraram uma atividade interessante
frente a ABCG2%%% ¢ avaliar sua potencial atividade inibitéria frente a
essa proteina.



60



61

4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Serd apresentado, inicialmente, a numeracao e a nomenclatura dos
compostos sintetizados nesse capitulo do trabalho. Em seguida, sera
apresentado a metodologia sintética, onde serdo discutidas as condi¢des
reacionais, purificacdo e caracterizacdo das moléculas propostas. Por fim,
serdo apresentados os resultados dos testes de atividade biol6gica. Todos
0s resultados serdo apresentados, na forma de tabelas e esquemas.

4.1. Apresentacdo dos compostos

4.1.1. Numeracdo e nomenclatura dos compostos

A nomenclatura dos compostos sintetizados segue as regras
designadas pelo Chemical Abstracts e esta descrita na Tabela 1, assim

como a humeragao adotada ao longo da tese.

Tabela 1. Nomenclatura das bis-chalconas sintetizadas.

Nomenclatura

(2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-

3a ona)

3b (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-
en-1-ona)

3c (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(3,4-dimetoxifenil)prop-2-
en-1-ona)

34 (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(benzo[d][1,3]dioxol-
5il)prop-2-en-1-ona)

30 (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(2,5-dimetoxifenil)prop-2-
en-1-ona)

3f (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(naftalen-2-il)prop-2-en-1-
ona)

3 (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(naftalen-1-il)prop-2-en-1-
ona)
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Tabela 1. Nomenclatura das bis-chalconas sintetizadas
(continuacéo).

3h  (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-fenilprop-2-en-1-ona)

3i (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(2,4,5-trimetoxifenil)prop-2-

en-1-ona)

3 (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(4-carboxifenil)prop-2-en-1-

J ona)

3K (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(2,4,6-trimetoxifenil)prop-2-
en-1-ona)

3] (2E,2'E)-1,1-(1,4-fenileno)bis(3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)prop-2-en-1-ona)

3m (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(quinoxalin-6-il)prop-2-en-1-
ona)

3n (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(4-(dimetilamino)fenil)prop-
2-en-1-ona)

30 (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(4-(dimetilamino)naftalen-1-

il)prop-2-en-1-ona)
3 (2E,2'E)-1,1-(1,4-fenileno)bis(3-(2,6-dimetoxifenil)prop-2-
P en-1-ona)

(2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(2,3,4-trimetoxifenil)prop-2-

3q en-1-ona)

6a (2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-
ona)

6b (2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-
en-1-ona)

6c (2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(3-metoxifenil)prop-2-en-1-
ona)

6d (2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(3,4-dimetoxifenil)prop-2-
en-1-ona)

6e (2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(2,4-dimetoxifenil)prop-2-
en-1-ona)

6f (2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-

il)prop-2-en-1-ona)
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Tabela 1. Nomenclatura das bis-chalconas sintetizadas
(continuac&o).
(2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(2,5-dimetoxifenil)prop-2-
en-1-ona)
(2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(naftalen-2-il)prop-2-en-1-
ona)
(2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(3,5-dimetoxifenil)prop-2-
en-1-ona)
(2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(naftalen-1-il)prop-2-en-1-
ona)

69
6h
6i
6j
6k (2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(-fenilprop-2-en-1-ona)

(2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(2-metoxifenil)prop-2-en-1-

6l ona)

6m (2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(2,4,5-trimetoxifenil)prop-2-
en-1-ona)

6n (2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(4-carboxifenil)prop-2-en-1-
ona)

60 (2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(2,4,6-trimetoxifenil)prop-2-
en-1-ona)

6p (2E,2'E)-3,3'-(1,4-fenileno)bis(1-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)prop-2-en-1-ona)

4.2. Sintese das bis-chalconas

As bis-chalconas foram sintetizadas seguindo o “know how” do
grupo, que se baseia na condensacdo alddlica entre aldeidos e
acetofenonas decrita por Vogel em 1989.8” A reacdo ocorreu entre o
diacetalbenzeno ou teraftaldeido com benzaldeidos ou acetofenonas
substituidas em etanol utilizando KOH 50% como catalisador e agitacdo
magnética a temperatura ambiente, por 16h. Apos esse tempo, 0 produto
bruto foi vertido em agua destilada, neutralizado com HCI 10% e o
precipitado formado foi filtrado a vacuo. Todos os compostos foram
recristalizados em etanol. Foram obtidas 33 bis-chalconas sendo 18
inéditas, os compostos 3a, 3c, 3f, 3h, 3k, 3I, 3n, 6a, 6d, 6e, 6h, 6j, 6k, 60
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e 6p ja foram publicados na literatura.®-%> Os produtos foram obtidos com
bons rendimentos, variando de 59 a 93%.

Esquema 10. Sintese das bis-chalconas 3a-q e 6a-p. i) KOH 50% p/v,
etanol, t.a., 16 h;

(0] (0]
=
H3cY©)L T _
o] 1 2a-q o] 3a-q
Bis- Anel Rendimento Popto de
Chalcona (%) fusdo (°C)
3a 4-OCHj;-fenila 29 210-210,5
3b 3,4,5-triOCHzs-fenila 82 223-224
3c 3,4-diOCHa-fenila 84 176,5-177
3d 3,4-OCH20-fenila 76 268-269
3e 2,5-diOCH3-fenila 82 170-170,5
3f 2-naftila 80 248-249
39 1-naftila 81 230-231
3h Fenila 92 200-201
3i 2,4,5-triOCHs- fenila 90 224 5-225
3j 4-COOH-fenila 61 >350
3k 2,4,6-triOCHs- fenila 83 278-279
3l 3-OCHg, 4-OH-fenila 60 140-141,5
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Esquema 10. Sintese das bis-chalconas 3a-q e 6a-p. i) KOH 50% p/v,
etanol, t.a., 16 h (continuagio).

3m 2-quinoxalina 89 >350
3n 4-N(CHpa).-fenila 62 204-205
30 4-N(CHa),-1-naftila 59 159-160
3p 2,6-diOCHa-fenila 91 253-254
3q 2,3,4-triOCHa-fenila 93 178-179
(0] [e]
A
H ) + iCHs — \'(\/©/\)l\
o 4 5a-p o 6a-p
Bis- Anel Rendimento Popto de
Chalcona (%) fuséo (°C)
6a 4-OCHgs-fenila 83 248-249
6b 3,4,5-triOCHs-fenila 80 190-190,5
6¢ 3-OCHjs-fenila 87 176-177
6d 3,4-diOCHas-fenila 91 198-199
6e 2,4-diOCHs-fenila 83 182,5-183
6f 3,4-OCH O-fenila 78 274-275

69 2,5-diOCHa-fenila 84 160-161
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Esquema 10. Sintese das bis-chalconas 3a-q e 6a-p. i) KOH 50% p/v,
etanol, t.a., 16 h (continuagio).

6h 2-naftila 89 229-230
6i 3,5-diOCHas-fenila 92 178-179
6] 1-naftila 69 162-163
6k Fenila 90 190-190,5
6l 2-OCHa-fenila 75 146-147
6m 2,4,5-triOCHzs- fenila 81 222,5-223
6n 4-COOH-fenila 69 >350
6o 2,4,6-triOCHs- fenila 88 205-206
6p 3-OCHg, 4-OH-fenila 62 220-220,5

4.3. Identificagdo das bis-chalconas

Todas as bis-chalconas foram submetidas a anélise de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 13C e espectroscopia de massas de alta
resolucdo para confirmacgéo das estruturas.

4.3.1. Espectroscopia de RMN *H e 3C dos compostos 3a-q e
6a-p

Os espectros de RMN de 'H e 13C dos compostos foram obtidos
em dimetilsulfoxido (DMSO-dg) e em cloroférmio deuterado (CDCls),
em tubos de 5mm, utilizando tetrametilsilano como referéncia interna. Os
pardmetros de aquisicdo dos espectros estdo descritos na Parte
Experimental. Os dados de RMN de 'H e *C dos compostos estdo
apresentados na parte experimental e os espectros no Apéndice I.

Todos os espectros de RMN analisados mostram claramente a
formagdo do produto, observada pela presenca dos dois dupletos
caracteristicos dos Ha e HpB dessas moléculas. O composto 3q foi
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escolhido para exemplificar a série derivada do diacetilbenzeno 1 com
numeracao atribuida aleatoriamente apenas para identificacdo dos sinais.
No espectro de RMN de 'H (Figura 13) observam-se os sinais dos
hidrogénios aromaticos na faixa de 6,72 a 8,11 ppm. O sinpleto em
8,11ppm, caracteristico de todos 0os compostos dessa série, é referente aos
quatro hidrogénios simétricos do anel central (H2’, H3’, H5’, H6’).

Figura 13. Espectro de RMN de *H do composto 3q.
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O sinal em 8,03 ppm ¢ referente ao hidrogénio 3, dubleto com J =
16Hz, caracteristico de chalconas com isomeria E, acoplamento esse feito
com o outro hidrogénio vinilico, o hidrogénio a que aparece como um
dupleto com J = 16Hz em 7,56 ppm. Integrando esses sinais, podemos
ver a presenca de dois hidrogénios em cada dupleto devido a presenca de
duas o,p-insaturacdes. Os simpletos em 3,90 a 3,97 ppm sdo referentes as
metoxilas dos dois anéis (Figura 14).
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Figura 14. Ampliacéo do espectro de RMN de *H do composto 3q.
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No espectro de RMN de *3C do composto 3q (Figura 15) observa-

se em 190,5 ppm a carbonila da bis-chalcona, em 142,5 ppm o carbono J3,
em 121,7 ppm o carbono a, sinais esses caracteristicos de cetonas a,f3-
insaturadas. O sinal de maior intensidade, em 128,5 ppm é referente aos
carbonos simétricos do anel central (C2°, C3’, C5°, C6’). Os sinais de
107,7 a 156,1 ppm sdo referentes aos carbonos dos anéis aromaticos. Por
Gltimo, os sinais mais blindados, em 61,3 ppm, 60,8 ppm e 56,0 ppm séao
caracteristicos de metoxilas.
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O composto 6b foi escolhido para exemplificar a série derivada do
teraftaldeido 4 com numeracdo atribuida aleatoriamente apenas para
identificacdo dos sinais.

No espectro de RMN de 'H (Figura 16) observam-se os sinais dos
hidrogénios aromaticos H2’, H6’, H2”’ e H6’’ no singleto em 7,29 ppm.
O simpleto em 7,71 ppm, caracteristico de todos os compostos dessa série,
é referente aos quatro hidrogénios simétricos do anel central (H2, H3, H5,
H6).

Figura 16. Espectro de RMN de *H do composto 6b.
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Na ampliacéo do espectro de *H (Figura 17) pode-se ver o sinal em
7,82 ppm referente ao hidrogénio B, dupleto com J = 16Hz, caracteristico
de chalconas com isomeria E, acoplamento esse feito com o outro
hidrogénio vinilico, o hidrogénio o que aparece como um dupleto com J
= 16Hz em 7,54 ppm. Integrando esses sinais, podemos ver a presenca de
dois hidrogénios em cada dupleto devido & presenga de duas a,B-
insaturac@es. Os simpletos em 3,95 e 3,96 ppm séo referentes as metoxilas
dos dois anéis com integracdo de 12 e 6 hidrogénios, somando 18,
condizente com as trés metoxilas nas posicoes 3, 4 e 5 dos anéis.
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Figura 17. Ampliacéo do espectro de RMN de *H do composto 6b.
o

Intensity

8.0 79 78 77 76 75 7.4 73 7.2 71 7.0
Chemical Shift (ppm)

No espectro de RMN de **C do composto 6b (Figura 18) observa-
se em 190,5 e 188,8 ppm as carbonilas da bis-chalcona, em 142,8 ppm o
carbono B, em 122,7 ppm o carbono o, sinais esses caracteristicos de
cetonas o,B-insaturadas. O sinal de maior intensidade, em 128,9 ppm é
referente aos carbonos simétricos do anel central (C2, C3, C4, C5). Os
sinais de 106,1 a 153,1 ppm sdo referentes aos carbonos dos anéis
aromaticos. Por Ultimo, os sinais mais blindados, em 56,4 ppm e 61,0 ppm
sdo caracteristicos de metoxilas.
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Figura 18. Espectro de RMN de **C do composto 6b.
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4.3.2. Espectrometria de massas de alta resolucdo dos
compostos 3a-q e 6a-p

Todos os compostos foram caracterizados também por analise de
espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS), utilizando fonte de
fotoionizagdo (APPI). O ion molecular dos compostos foi obtido com
adicdo de um proton, sendo que, para exemplificar, 0 composto 3q
(Figura 19), com férmula CsoH300g 0 [M+H] encontrado foi de 519,2019,
e o valor tedrico calculado é de 519,2013.
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Figura 19. Espectro de massas de alta resolu¢do do composto 3.

Acquisition Parameter
Source Type APPI lon Polarity Positive Set Nebulizer 2.5Bar

Focus Not active Set Capillary 1000 V Set Dry Heater 180 °C
Scan Begin 200 miz Set End Plate Offset -500V Set Dry Gas 3.0 Fmin
Scan End 1000 m/z Set Collision Cell RF 100.0 Vpp Set Divert Valve Source
\nlenS‘i +MS, 0.0-0.7min #(1-40)
x10 518.2018

520.2051

521.2076

4.4. Mecanismo proposto para a sintese das bis-chalconas

O mecanismo da sintese das bis-chalconas é conhecido como
condensacdo aldélica de Claisen-Schmidt. A reacéo se inicia quando uma
base remove um proton acido alfa a carbonila formando um carbénion
gue é estabilizado por ressonancia. O carbanion nucleofilico ataca o
carbono carbonilico do aldeido, formando um ion alcoxido. A protonacéao
do alcdxido forma o intermediario enol que é posteriormente desidratado
formando a chalcona e regenerando o catalisador basico (Esquema 11).%
Para a série de bis-chalconas 3a-q ocorre a formacédo de um bis-carbanion
gue ataca duas moléculas de aldeido. Para a série de bis-chalconas 6a-p,
duas moléculas de acetofenona formam dois carbanions iguais que atacam
as duas carbonilas do teraftaldeido.
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Esquema 11. Mecanismo proposto para a sintese de chalconas.

4.5. Atividade bioldgica

Os testes biolégicos das bis-chalconas foram realizados pela Dra.
Evelyn Winter durante seu estagio de doutoramento em Lyon (Fran¢a) no
laboratorio “Mécanisme et Modulation de la Résistance aux
Médicaments” do Institut de Biologie et Biochimie des Protéines (IBCP),
sob orientacdo do Dr. Attilio Di Pietro.

Testou-se a atividade das 17 bis-chalconas derivadas do 1,4-
diacetilbenzeno e 16 bis-chalconas derivadas do teraftaldeido.
Inicialmente realizou-se um screening no qual avaliou-se a atividade
inibitéria de ABCG2 com 5 pM de cada composto. Para os compostos
gue induziram inibicdo maior que 60% calculou-se o valor de ECso
(concentracdo efetiva 50%). Na Tabela 2 estdo descritos os resultados de
inibicdo de ABCG2 obtidos com cada uma das bis-chalconas.
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Tabela 2. Efeito das bis-chalconas na inibi¢cdo de ABCG2.
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Tabela 2. Efeito das bis-chalconas na inibi¢cdo de ABCG2 (continuagéo).
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Tabela 2. Efeito das bis-chalconas na inibi¢cdo de ABCG2 (continuacgéo).
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Nd = ndo determinado. (*) Compostos inéditos. 2 O efluxo de mitoxantrona foi
determinado medindo a acumulag8o celular por citometria de fluxo, relativo ao
controle negativo (sem ABCG2). Para os compostos com elevada afinidade, a inibi¢éo
méaxima foi observada a 5uM. P Valores de ECso foram calculados com GraphPad
Prism5. Os dados sdo apresentados com a média + DP de, pelo menos, trés
experiéncias independentes.

4.5.1. Relagéo estrutura-atividade dos compostos 3a-q e 6a-p
frente a proteina ABCG2

Atraveés da analise dos resultados esbogados na Tabela 2, podemos
confirmar a importancia das metoxilas para a atividade inibitéria de
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ABCG2. Assim como nos resultados obtidos com as chalconas, as bis-
chalconas que apresentaram pelo menos uma metoxila foram as mais
ativas.

As 33 bis-chalconas simétricas das duas séries, que diferem pela
posicdo da carbonila e da insaturacdo, foram analisadas quanto a sua
capacidade de inibir o efluxo da mitoxantrona e, em seguida, aumentar
sua concentracdo em células HEK293 transfectadas com a proteina
ABCG2. A proximidade da carbonila ao anel fenilico central parece ser
mais favoravel para a inibicdo quando comparamos 3i (96% de inibicédo a
5uM, ECsp = 0,3 uM) com 6m (inibicdo de 41%), 3k (92% de inibicdo,
ECs0= 0,4 uM) com 60 (66% de inibi¢do, ECso= 1,8 uM), e 3e (96% de
inibicdo, ECso= 0,7 UM) com 69 (74% de inibi¢do, ECso = 1,3 pM). No
entanto, um efeito oposto foi observado em 3b (43% de inibigéo)
comparado com 6b (inibigdo de 73%) e em 3c (63% de inibigdo, ECso =
2,1 uM) comparado ao 6d (97% de inibigéo, ECso= 0,8 uM), 0 que sugere
gue a dependéncia da posicdo da carbonila foi modulada pelos
substituintes presentes nos anéis A e B das bis-chalconas. Em ambas as
séries a inibicdo foi altamente influenciada pelos substituintes metdxi,
visto que o0s 14 compostos mais ativos, que tiveram seu ECso
determinados, continham um (6c e 6l), dois (3c, 3e, 3p, 6d, 6e, 69, e 6i),
ou trés (3i, 3k, 3q, 6b, e 60) grupos metoxi. Isso é observado novamente
com a baixa eficiéncia na auséncia dos grupos metoxi (compostos 3d, 3f,
39, 3h, 3j, 3m, 3n, 30, 6f, 6h, 6j, 6k e 6n). Outro fator que influencia na
atividade € a posigdo dos substituintes metoxi, observam-se as seguintes
preferéncias: posicao 2 (61, 95% de inibi¢do, ECso= 1,1 uM) > 3 (6¢, 73%
de inibicdo, ECso = 2,3 UM) > 4 (6a, 27% de inibi¢cdo). Compostos com
apenas um grupo metoxi na posicdo 4 (6a e 3a) ndo apresentaram
atividade significativa. Além disso, a substituicdo de um grupo metoxila
por outro substituinte mais hidrofilico, como o grupo hidroxila na posicéo
4 resultou claramente num efeito negativo na atividade quando
comparados 6p (apenas 28% de inibicéo) e 3l (nenhuma inibi¢do) com 6d
(97% inibic&o) e 3c (63% de inibicdo). Grupos metoxilas nas posigdes 5’
e 6’ foram igualmente favoraveis, uma vez que o inibidor que representa
cada uma das série foram 3p (2,6-dimetoxi, ECso = 0,2 uM) e 6i (3,5-
dimetoxi, ECso = 0,5 uM). Dentro da série 6a-p, exceto para o 61, 0s
substituintes metoxila na posicdo meta (3 e 5) mostraram a melhor
inibicdo (em 6b, 6¢, 6d, 6g e 6i) em contraste com a série 3a-q onde as
posicdes orto (2 e 6) foram melhores (3e, 3i, 3k, 3p e 3q).



78

4.5.2. Citotoxicidade das bis-chalconas 3p e 6i em células normais

A fim de avaliar a citotoxicidade dos compostos 3p e 6i,
utilizaram-se células HEK293 normais e calcularam-se o0s respectivos
valores de concentracéo citotoxica 50% (CCso) e indice terapéutico (1T)

(Tabela 3).

Tabela 3. Valores de CCsp e indice terapéutico (IT) induzidos pelas bis-

chalconas 3p e 6i.

Composto 3p Composto 6i
CCso (uM) IT CCso (pM) IT
1,2 6 2,5 5

Apesar de apresentarem alta toxicidade, estes compostos
apresentam um indice terapéutico maior que 1. Na concentracdo
equivalente a ECso (0,2 uM para 3p e 0,5uM para 6i) esses compostos nao
induziram nenhuma toxicidade em células normais.
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CAPITULO 2

No capitulo 2, foram planejadas e sintetizadas quarenta e oito
pirazolinas a partir das chalconas previamente sintetizadas, que foram
obtidas com rendimentos entre 60 e 98% e mostraram atividade inibitoria
consideravel frente a PtpA e PtpB de Mycobacterium tuberculosis e YopH
de Yersinia enterocolitica. Estas proteinas sdo essénciais para a
sobrevivéncia das respectivas bactérias no hospedeiro e sua inibi¢do
surge como uma forma de combate as patologias relacionadas com cada
proteina. Os resultados obtidos mostraram uma maior atividade dos
compostos frente a YopH de Y. enterocolitica e dois compostos, o 1-fenil-
3-(3,4-dimetoxifenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol 8c (8,8 +
2,6 uM) e 1-fenil-3-(2,5-dimetoxifenil)-5-(naftalen-1-il)-4,5-dihidro-1H-
pirazol 8p (8,9 + 0,8 uM) foram os inibidores mais potentes. Estudos de
modelagem molecular e de cinética enzimatica mostram que esses s&o
inibidores ndo competitivos, que ligam-se a um sitio alostérico da YopH.



80



81

5. REVISAO BIBLIOGRAFICA
5.1.Tuberculose

A tuberculose (TB) é uma doenga infecciosa, muitas vezes fatal,
causada pelo Mycobacterium tuberculosis (Mth) em humanos. Atinge 0s
pulmdes, mas também pode afetar outras areas do corpo, sendo
transmitida pelo ar, pela tosse, espirro ou saliva de pessoas contaminadas
pela doenca.?"28

Estima-se que um tergo da populagdo mundial sera infectada pelo
M. tuberculosis e novas infecgbes ocorrem a uma taxa de uma
contaminagdo por segundo.?’?¢ De acordo com a Organizagdo Mundial
de Saude, em 2013 a estimativa era de 8,7 milh8es de casos incidentes de
TB no mundo todo, o equivalente a 125 casos a cada 100.000 habitantes,
a maioria ocorrendo na Asia e Africa (Figura 20). Dos 9 milhdes de casos
incidentes, 0,5 milhdo eram criangas, 2,9 milhdes eram mulheres e 1,0-
1,2 milhdo eram pessoas infectadas com o virus HIV (Figura 21). A
proporcao de casos de tuberculose em pacientes co-infectados com o HIV
é maior nos paises da regido africana; em geral, 39% dos pacientes com
TB na regido africana sdo portadores do virus HIV, e 79% no restante do
mundo, o que mostra a prevaléncia da doenga em pessoas com o sistema
imunoldgico comprometido.?®

A quimioterapia antituberculose enfrenta diversos obstaculos, tais
como a longa duracdo do tratamento, a falta de informacdo e de
acompanhamento, e os diversos efeitos colaterais dos medicamentos
utilizados (nauseas, vOmitos, asma, alteragdes visuais, cegueira, entre
outros). Como consequéncia tem-se a ndo adesao ao tratamento por parte
dos pacientes. Além disso, os medicamentos disponiveis ndo asseguram
a eliminacdo total da bactéria, sendo possivel que, apesar da cura clinica,
0 bacilo permaneca em estado latente dentro de macroéfagos, originando
assim cepas multi-resistentes.?’
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Figura 20. Estimativa de casos incidentes de TB no mundo em 2013.
Fonte: WHO.

Figura 21. Estimativa de HIV em novos casos de TB no mundo em
2013. Fonte: WHO.
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Na terapia atual, a TB nunca é tratada com um (nico agente
antimicrobiano. Os farmacos disponiveis para o tratamento podem ser
divididos em duas grandes categorias, com base em sua seguranca e
efetividade: os agentes de primeira escolha e os agentes de segunda
escolha.?®

Os agentes de primeira escolha, que associam alto nivel de eficécia
a um grau aceitavel de toxicidade, incluem a isoniazida, a rifampicina, o
etambutol e a pirazinamida (Figura 22). Estes farmacos representam custo
relativamente baixo que varia de US$ 10 a 20, para um periodo de seis
meses de tratamento.?®

Figura 22. Farmacos de primeira escolha utilizados no tratamento da
tuberculose.
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Os farmacos de segunda escolha, utilizados em casos de resisténcia
aos medicamentos anteriormente citados, incluem a amicacina,
capreomicina, ciprofloxacino, cicloserina, etionamida, canamicina,
ofloxacino, éacido p-aminosalicilico e protionamida (Figura 23). No
entanto, a utilizacdo desses farmacos também apresenta desvantagens,
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como maiores efeitos colaterais, maior duragdo no tratamento (que varia
de 18 e 24 meses), e um alto custo em relacdo aos medicamentos de
primeira escolha (varia entre US$ 1500 e 3000).28

Figura 23. Farmacos de segunda escolha utilizados no tratamento da
tuberculose.

S HO.__O
| NH OH H,N O
g I
NH
o
NH,

Etionoamida Acido

p-aminosalicilico Cicloserina
HO HO
(0]
HO 2 TN
H,oN 2

(0]
R HO H,N HO o)
o o] NH
O HO HO HOZZZ7 N 2
HO WNH2 s o N
HO™™ Li>0” N, R NH, OH
Canamicina Amicacina

AR=NH, R'=OH

CR=OH R'=NH, _< -N

H
@) NH,
S
R1
Q H Tiacetazona
HoN N
2 \ﬁj\u IRZ
NH SN S
NW/K/N NH, Capreomicina IA = R'= OHB; R2= -Lys
© Capreomicina IB = R'= Hp; R?=-Lys
NHO o Capreomicina llA= R'= OH; R2= NH,
Capreomicina IIB= R'=H;  R?=NH,
N NH

O entendimento dos processos metabdlicos e intracelulares do Mth
tém demonstrado que a viruléncia do Mth estd associada ao seu
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mecanismo de invaséo celular no hospedeiro, e que a intercomunicacdo
entre a bactéria e 0 macréfago é essencial para sua sobrevivéncia in vivo.%
Isso permite o desenvolvimento de estratégias para a sintese de novos
compostos, que possam agir por mecanismos diferentes daqueles
conhecidos para os fArmacos atuais, inibindo enzimas como por exemplo
as enzimas tirosina fosfatases PtpA e PtpB.

5.2.Enzimas tirosina-fosfatase: PtpA e PtpB de M. tuberculosis

As proteinas tirosina fosfatases (PTPs) compdem uma grande
familia de enzimas que sdo responsaveis pela hidrélise dos grupamentos
fosfato ligados a residuos de tirosina em proteinas. S&o estruturalmente
diversas, incluindo a tipo citoplasmatica e tipo receptor, com a capacidade
de transmitir sinais diretamente a enzimas de membrana e citoplasma,
controlando diversos processos celulares.%

Estudos cinéticos e estruturais detalhados das subfamilias das
PTPs revelaram um mecanismo quimico comum para reacdes catalisadas
por estas enzimas. Estes estudos sugerem que todas PTPs compartilham
um mecanismo comum para efetuar catalise, utilizando a cisteina do sitio
ativo como nucleofilo na formacdo de um intermediario tiofosforil
(enzima-fosfato). O residuo de arginina na sequéncia tem fungdo de se
ligar ao substrato, estabilizando o estado de transicdo. Tanto a etapa de
formacdo do complexo fosfoenzima, quanto a sua hidrélise, sdo
auxiliadas pelo residuo acido aspartico presente no sitio ativo (Figura
24).%8

Figura 24. Mecanismo de catélise das proteinas tirosina fosfatase. Fonte:
Adaptado de Aoyama et al., 2003.
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Estudos com bactérias patogénicas revelaram que a acdo de
fosfatases, em particular PTPs, tem um importante papel na determinacao
da patogenicidade das micobactérias, interferindo na sinalizagéo celular
do macr6fago mediada por fosforilagdo/desfosforilacdo  de
fosfotirosinas.*®-101

Um dos maiores problemas relacionados ao Mth é que, ao ser
fagocitado pelos macréfagos humanos, ele é capaz de sobreviver no
interior dos mesmos.1%? Estudos mostram que a viruléncia do Mtb esta
associada ao seu mecanismo de invasdo no hospedeiro, e que a
intercomunicacdo entre a bactéria e o macréfago é essencial para sua
sobrevivéncia.®°

A publicagdo da sequéncia gendmica do Mtb permitiu a
identificacdo da presenca de genes de duas proteinas tirosina fosfatase:
PtpA e PtpB.? A PtpA ¢é classificada como uma proteina de baixo peso
molecular (LMW PTP),% que desfosforila especificamente residuos de
tirosina,*%* enquanto a PtpB se enquadra como uma fosfatase com tripla
especificidade (TSP), que catalisa a desfosforilacdo de residuos tirosina,
serina/treonina e fosfoinositideos.'%>1% Demonstrou-se que essas duas
enzimas sdo secretadas pelo Mth em macréfagos humanos infectados, e
estdo envolvidas em sua sobrevivéncia no hospedeiro.®® 107

A proteina citoplasmatica VPS33B foi identificada como substrato
da PtpA. A PtpA ¢ internalizada no hospedeiro, onde desfosforila a
VPS33B, inibindo a maturagdo de fagossomos, e impedindo a fusdo
destes com lisossomos, mecanismo pelo qual os macréfagos promovem
sua atividade microbicida. A VPS33B fosforilada promove a fusdo dos
fagossomos infectados com os lisossomos, como resposta a0 processo
infeccioso. Assim, a PtpA é reconhecida como essencial para a
persisténcia intracelular bacteriana, sugerindo que a inativagdo desta
enzima atenua o crescimento do M. tuberculosis em macréfagos
humanos.1%®

Os primeiros inibidores da PtpA foram descritos na literatura por
Manger e colaboradores, que identificaram analogos dos produtos
naturais estevastelinas, roseofilinas e prodigiosinas, com valores de 1Csp
entre 8,8 e 28,7 UM (Figura 25).19
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Figura 25. Inibidores da PtpA de Mtb: (a) andlogo da estevastelina, (b)
analogo da roseofilina, (c) analogo da nonilprodigiosina.

(a) ICso= 8,8 + 5,9 uM (b) ICs0= 9,4+ 2,1 uM (€) IC5o= 28,7 £9,7 uM

No que diz respeito aos inibidores da PtpB, Grundner e
colaboradores'!? descreveram a sintese da (oxalilamino-metileno)-tiofeno
sulfonamida (OMTS), que apresentou especificidade e seletividade para
esta proteina em comparagdo com outras PTPs, com ICso de 0,44 uM. A
estrutura cristalina do complexo OMTS-PtpB mostra que a enzima sofre
uma alteracdo conformacional, permitindo que o inibidor se ligue no
fundo do sitio ativo, na forma de dimeros. Também foram identificados
derivados indol[2,3-a]quinolizidinas,*** outras sulfonamidas'? e
tiazolidinonas fusionadas com indolinonas!'® como inibidores seletivos
desta proteina. Derivados isoxazolicos também apresentaram inibicéo
competitiva da PtpB,** entre eles o inibidor mais potente descrito na
literatura atual (Figura 26).1°
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Figura 26. Inibidores seletivos de PtpB de Mth: (a) OMTS, (b) derivado
indolico, (c) indol [2,3-a]quinolizidina, (d) sulfonamida, (¢) tiazolidinona
fusionada com indolinona e (f) derivado isoxazélico.
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Recentemente, nosso grupo de pesquisas observou importante
inibicdo da PtpA provocada por chalconas sintéticas derivadas do 1- e do
2-naftaldeido (Figura 27), com valores de ICso de até 8,4 uM,* que foram
identificadas como inibidores competitivos e seletivos para esta
proteina.®” Estudos da relacdo estrutura-atividade revelaram que a
presencga de um anel B hidrofdbico e de grupos que possam fazer ligacoes
hidrogénio com residuos de aminoacidos da enzima no anel A parecem
ser essenciais para a atividade destes compostos.3®

Figura 27. Chalconas ativas em PtpA.
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No mais recente trabalho do grupo, foi avaliada uma biblioteca de
100 chalconas, que levou a identificacdo de pequenas séries como
inibidores competitivos da PtpA (b, e e f) e da PtpB (a, ¢ e d). Os
inibidores de PtpA ndo foram melhores que os anteriormente
publicados,®"*® porém identificou-se um inibidor potente e seletivo (c)
para PtpB, quando comparado a PTP1B humana (Esquema 12).%°

Esquema 12.Chalconas potenciais inibidores de PtpA e PtpB e
Mtb
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a >100 51+ 8 23+ 2 05
b 45+ 6 >100 107+ 2 2,4
c >100 12+ 2 3090+ 168 258
d >50 25+6 29+ 2 1,2
e 32+ 4 >50 100+ 5 3,1
f 15+ 4 >100 263+ 3 18

5.3. Peste, infec¢des entéricas e YopH

Trés espécies de bactérias do género Yersinia provocam doencgas
em humanos, Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis causam infec¢des
entéricas, caracterizadas por febre, diarréia, dor abdominal, ulceragdes e
inflamacdo do intestino.3* Y. pestis é 0 agente causador das pestes
bubdnica, pneumdnica e septicémica, onde as bactérias se espalham pelo
sistema linfatico, pela corrente sanguinea, e assim, para todos o0s
6rgdos.18117 Se o paciente ndo for tratado com altas doses de antibi6ticos
(estreptomicina ou tetraciclina) durante os cinco primeiros dias da
infeccéo, desenvolve-se uma septicemia, que é frequentemente fatal 8
Apesar de existirem vacinas,!'°120 e Yersinia geralmente ser sensivel aos
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antibidticos, a forma pneuménica da doenca € dificil de diagnosticar,
causando morte em muitos casos.?!

Reservatdrios naturais da Y. pestis ainda existem em ratos
silvestres e outras populacdes de roedores em partes da Africa, sul da Asia
e sudoeste dos Estados Unidos,*? e aproximadamente 2000 casos de peste
em humanos ainda ocorrem todos os anos.® Fica evidente, assim, que
novas abordagens para combater esta doenga sdo necessarias.

A proteina tirosina fosfatase YopH esta presente nas trés espécies
de Yersinia patogénicas para 0 homem. A introducdo desta enzima em
células fagocitarias do hospedeiro causa a inibicdo da resposta
inflamatoria a bactéria, através de um processo que envolve a quebra de
adesdes focais, inibicdo da fagocitose, liberacdo de fator de necrose
tumoral a (TNF- a) e resposta oxidativa. A YopH também impede a
funcgdo dos linfécitos B e T prevenindo a resposta imune adaptativa, que
é crucial para a sobrevivéncia da bactéria nos nodulos linfaticos do
hospedeiro.?

Poucos estudos da atividade de compostos como inibidores da
YopH de Yersinia spp. sdo encontrados na literatura (Figura 28).
Tripeptideos'?®1?* e derivados do furanil-salicilato apresentaram
importante atividade inibitdria desta enzima, sendo identificados como
inibidores competitivos.®® Hu e Stebbins'?® construiram modelos de
interacdo YopH-inibidor e estudaram relagdes de 3D-QSAR com
compostos organicos contendo o grupo oxalil, e mais recentemente, foram
construidos modelos de interacdo com oximas como ligantes bivalentes
no sitio ativo da YopH.1?

Devido a patogenicidade de Yersinia spp. estar estreitamente
relacionada a atividade da YopH, esta enzima aparece como um alvo
promissor para intervengdes terapéuticas contra bactérias deste género.
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Figura 28. Inibidores da YopH de Yersinia spp.: (a) tripeptideo, (b) e (c)
furanilsalicilatos, (d) composto organico com grupo oxalil e (e) ligacdo

bivalente.
/\ Q
OH
J
}A ﬁ/ Sy 0‘ OH
HN (o]
J—NH OH
S

(b) K= 0,145 + 0,029 uM

1C50=1,8 1,0 uM
(2) ICs0= 1,8+ 1,0 pl OH (c) Kj= 0,208 + 0,047 uM

HOOC APLON _O. =
]@AN [CHlE N“@\

@w
[¢]
(0]
HO O
1
o © N O (€) ICsg= 24 uM

(6]

HO

o (d) pIC50=6,298 M

Nosso grupo observou importante inibicdo competitiva da proteina
YopH conferida por quatro chalconas sintéticas, com ICso variando de
9,92 a 38,55 UM (Figura 29).4°

Figura 29. Chalconas ativas em YopH.

el ot

IC5o= 38,55 + 0,6 uM ICso= 9,92 + 2,19 uM

o O
° DORAGS
O,N 0

IC50= 15,08 £ 1,12 uM IC5= 20,29 + 1,11 uM
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5.4. Pirazolinas

Existem inimeras moléculas biologicamente ativas com anéis de
cinco membros contendo dois heterodtomos. Pirazolinas sdo exemplos
importantes que podem ser associadas a varias atividades bioldgicas.*

As pirazolinas sdo heterociclicos que tém um atomo de nitrogénio
na posicdo 1, um atomo de nitrogénio na posicdo 2 e uma dupla ligacéo
entre o nitrogénio 2 e o carbono 3 (Figura 30).1%

Figura 30. Estrutura geral das pirazolinas.

Estes compostos apresentam forte fluorescéncia, devido as
caracteristicas fotoelétricas do anel pirazolinico. No sistema conjugado (-
N1-N2-C3-) do anel pirazolinico, o &tomo de nitrogénio da posi¢do 1 e o
atomo de carbono da posicdo 3 sdo, respectivamente, eletrodoador e
eletroretirador, sistema esse altamente eficiente na transferéncia
intramolecular de elétrons, caracteristica esta responsavel pela
fluorescéncia observada.*?®

5.4.1. Sintese de pirazolinas

A reagdo de chalconas o,B-insaturadas com fenilhidrazinas em
acido acético e refluxo, tornou-se o método de prepara¢do mais usual para
a sintese de derivados 2-pirazolinicos, porém, na literatura sdo descritas
outras metodologias utilizadas na sintese desses heterociclos.

Estudos realizados por Safaei-Ghomi'?® mostram a sintese de 10
pirazolinas utilizando K>COs; 10% (método B) no lugar do acido acético
comumente utilizado (método A). Foram obtidos maiores rendimentos
utilizando o método B quando comparados com o0 método A. Os autores
explicam que ocorre 0 aumento da polaridade das moléculas na presenga
de K>COs; em solvente polar prético, levando assim a uma maior
reatividade do nucledfilo na reacdo de adicdo de Michael. Isso €
consistente com 0 mecanismo da reacdo que envolve um estado de
transicdo polar estabilizado por solventes polares préticos (Esquema
13)_129
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Esquema 13. Sintese de pirazolinas utilizando KCOs.

Método A ou

O = O Método B
X Y

i. NaOH, EtOH, t.a.

Método A: Fenilhidrazina, Acido Acético, Refluxo 43
Método B: Fenilhidrazina, K;CO3, EtOH, Refluxo
X Y Método A Método B
Tempo Rendimento Tempo Rendimento
(min) (%) (min) (%)
4a H H 110 65 80 80
4h ClI H 45 65 14 85
4c H Cl 40 58 12 80
4d ClI Cl 30 87 5 95
4 H Br 45 70 15 90
4f CI Br 38 78 10 93
49 H CHs 140 43 100 64
4h ClI CHs 87 53 60 76
4i H N(CHs); 155 28 120 45
4j Cl N(CHs)2 105 53 70 70

Li e colaboradores®® descreveram em 2007 a sintese de
pirazolinas utilizando radiacdo ultrassénica. Os autores realizaram um
estudo comparativo entre a sintese convencional e a sintese com o uso de
ultrassom. Utilizando a metodologia convencional, foi necessaria
temperatura de 108°C e tempo de 4h e se obteve um rendimento de 76%.
Ja com a metodologia ultrassonica a reacdo ocorreu em 2h, a temperatura
ambiente, proporcionando rendimento de 96%.

Azarifar e Ghasemnejad'®! descreveram a sintese “one-pot” de
pirazolinas derivadas do 2-acetilnaftaleno utilizando micro-ondas
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(esquema 14). A reacdo entre o 2-acetilnaftaleno e benzaldeidos
substituidos ocorreu na presenca de KOC;Hs/EtOH, formando as
chalconas intermediarias, que sofreram ciclizagdo rapida com hidrazinas
a 80°C em 2-12 minutos, sendo obtidas com rendimentos variaveis entre
82 e 99%.

Esquema 14. Sintese de pirazolinas utilizando micro-ondas.

0 R
OHC
SOOI
R2
1 l i 2
o} R!
=
I 7 L, R
R? 4f-h

3a-e
a.R'=H, R?= CH, f.R3=H
b.R'= Cl, R?= CH, g.R3= Ph
c.R'=H,R?>=Cl h.R3= CONH, Saf-eh

d.R'=H, R?= OCH;,4
e.R'= H, R?= N(CH,),

i. KOH, EtOH, MW.
ii. AcOH, MWI, 80°C

Zangade e colaboradores'®? relataram uma reacdo simples e verde
entre 2-hidroxichalconas e hidrato de hidrazina em 2-metoxietanol, na
presenca de quantidade catalitica de &cido acético, sob irradiacéo de luz
de tungsténio, para a formacdo de pirazolinas (Esquema 15). Esta
metodologia permitiu a formacéo de produtos em um curto intervalo de
tempo, com bons rendimentos, mostrando-se altamente econdmica e
eficiente.
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Esquema 15. Sintese de pirazolinas sob irradiacdo de luz de
tungsténio.

o NH,NH,, 2-metoxietanol Ar
acido acético
)J\/A N/
Ar Ar' N Ar'
H

Irradiacéo de
luz de tungsténio

OH R!
a OO e Ar' = [ j:RZ
OHC R3
R
R R? R? R3 Tempo Rendimento
(min) (%)
H H OCH3 H 32 82
H OCHs3 OCHs Br 28 86
Br OCHz3 OCHs Br 25 92
| H OCH3 H 30 84
H H F H 28 88
H H Cl H 30 85
| OCHz3 OCHs Br 26 90

5.4.2. Pirazolinas e atividade biolégica

Sdo descritas na literatura diversas atividades bioldgicas
envolvendo pirazolinas, como por exemplo antimalarica,** anti-
inflamatoria (seletiva para COX-2),*” antitumoral,*® antioxidante* e
antimicrobiana (Figura 31).46
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Figura 31. Pirazolinas com diferentes atividades biolégicas.

=

-N
NH, '\/‘
<°1©§
o ~" "COOCH;§
0,S.
NH, H;CO OCHj
o B ) OCHjz
Antimalarica Anti-inflamatério o
ICso = 0,0272 + 0,005 uM COX-1 ICsy = >100 uM Agentes citotoxicos
COX-2 ICs = 0,85 + 0,005uM ICsp=1,0a19pM
SCH;
S
X N
O N
Cl N
Arg&oggiz;;te Antimicrobiano
’ MIC = 6,25 pg/mL NO,

5.4.2.1. Pirazolinas como potenciais agentes tuberculostaticos

Manna e colaboradores* sintetizaram diferentes pirazolinas
derivadas de benzofuranos, contendo anéis piridinicos e quinolinicos, e
avaliaram sua atividade tuberculostatica in vitro e in vivo (Esquema 16).
Os compostos sintetizados sdo uma 6tima combinacdo heterociclica de
pirazolina, benzofurano e piridina ou quinolina. A molécula contendo R
= 2-COOH da série 2 foi a mais ativa frente a cepas multirresistentes de
M. tuberculosis, com valor de 3,2 pg/mL.
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Esquema 16. Pirazolinas com atividade tuberculostéatica.
O

H._O AN

i s
HoN" O NH
(o]
S
L.
N
CoHs
N N
Be
N /‘N
x
(o]
(e}
A
(o]
N R 2
) N
N—N
(6]
Série 1 Série 2
7
N=c,Hy )
N

R= 2-OH, 2-OCHg 4-N(CHj3), 2-COOCH,
3-NO,, 4-OH, 4-Cl, 2-Cl, 2-NO, 4-OCHg
H, Furano.

i. EtOH, 10% KOH/20% NaOH sol., M.W.10-25 min. ii. CH3COOH. 6-10 h. iii. CH3COOH,
M.W., 12-22 min.

Considerando o que foi exposto, e dando continuidade ao trabalho
desenvolvido por nosso grupo de pesquisas, foi proposta a ciclizagéo das
chalconas mais ativas frente as proteinas tirosina fosfatase (PtpA, PtpB e
YopH) obtidas anteriormente,®”-*° a fim de encontrar inibidores ainda
mais potentes e seletivos para essas proteinas.
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6. APRESENTAGAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Seré apresentado, inicialmente, a numeragdo e a nomenclatura dos
compostos sintetizados nesse capitulo do trabalho. Em seguida, sera
apresentada a metodologia sintética, onde serdo discutidas as condi¢des
reacionais, purificacdo e caracterizacao das moléculas propostas. Por fim,
serdo apresentados os resultados dos testes bioldgicos. Todos o0s
resultados serdo apresentados, na forma de tabelas e esquemas.

6.1. Apresentacdo dos compostos

6.1.1. Sintese das chalconas

As chalconas que foram ciclizadas fizeram parte de trabalhos ja
publicados, e também da Dissertacdo de Mestrado da Dra. Alessandra
Mascarello e da Tese de Doutorado da Dra. Louise Domeneghini
Chiaradia Delatorre. A sintese das chalconas foi realizada seguindo o
“know how” do grupo de pesquisas, que se baseia ha condensacéo aldélica
entre aldeidos e acetofenonas, metodologia descrita por Vogel em 1989.87

6.1.2. Numeragdo e nomenclatura dos compostos
A nomenclatura dos compostos sintetizados segue as regras
designadas pelo Chemical Abstracts e esta descrita na Tabela 4 assim

como a humeragao adotada ao longo da tese.

Tabela 4. Nomenclatura das pirazolinas sintetizadas.

Nomenclatura

8a 1-fenil-3-(2,5-dimetdxifenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-

pirazol

8b 4-(1-fenil-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il)-2-
metoxifenol

8c 1-fenil-3-(3,4-dimetoxifenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-

pirazol
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Tabela 4. Nomenclatura das pirazolinas sintetizadas
(continuacéo).
3-(5-clorotiofen-2-il)-1-fenil-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-

8d pirazol
8e 3-(4-bromofenil)-1-fenil-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-
pirazol

8f  1-fenil-3,5-di(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol

8 5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-fenil-3-(3-nitrofenil)-4,5-
g dihidro-1H-pirazol
5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-fenil-3-(4-nitrofenil)-4,5-
dihidro-1H-pirazol
1-fenil-3-(3,4,5-trimetdxifenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-
1H-pirazol

8h
8i

8]  1-fenil-3-(naftalen-2-il)-5-(3-nitrofenil)- 4,5-dihidro-1H-pirazol

1-fenil-5-(3-(trifluorometil)fenil)-3-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-

8k 1H-pirazol

8l  5-(3-clorofenil)-1-fenil-3-(naftalen-2-il) 4,5-dihidro-1H-pirazol

8m 1,5-difenil-3-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol

5-(4-cloro-3-(trifluorometil)fenil)-1-fenil-3-(naftalen-2-il)-4,5-
dihidro-1H-pirazol
5-(4-(benziloxi)-3-metoxifenil)-1-fenil-3-(2,4-dimetoxifenil)-
4,5-dihidro-1H-pirazol
1-fenil-3-(2,5-dimetoxifenil)-5-(naftalen-1-il)-4,5-dihidro-1H-
pirazol

8 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-5-(5-(2-cloro-5-

q (trifluorometil)fenil) furan-2-il)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol
1-fenil-3,5-dimetdxi-2-(5-(3-nitrofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-
3-il)fenol

Acido 1-fenil-4-(3-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-
il)benzoico

8n

80

8p

8r

8s




101

Tabela 4. Nomenclatura das pirazolinas sintetizadas
(continuacéo).
8t 1-fenil-3-(3,4-dimetoxifenil)-5-(3,4,5-trimetdxifenil)-4,5-

dihidro-1H-pirazol
5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-fenil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-
4,5-dihidro-1H-pirazol
1-fenil-3-(3,4-dimetoxifenil)-5-(2,3,4-trimetoxifenil)-4,5-
dihidro-1H-pirazol

8u
8v

8w  1-fenil-3-(5-(naftalen-1-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il)fenol

1-fenil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-5-(naftalen-1-il)-4,5-dihidro-
1H-pirazol
1-(3-(2,5-dimetoxifenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-
pirazol-1-il)etanona
1-(3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-
pirazol-1-il)etanona
1-(3-(3,4-dimetoxifenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-

8x

9a

9b

% pirazol-1-il)etanona

9d 1-(3-(5-clorotiofen-2il)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-
pirazol-1-il)etanona

9e 1-(3-(4-bromofenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-

il)etanona
of 1-(3,5-di(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)etanona
1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(3-nitrofenil)-4,5-dihidro-1H-

% pirazol-1-il)etanona

9h 1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro-1H-
pirazol-1-il)etanona

oi 1-(3-(3,4,5-trimetoxifenil)-5-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-
pirazol-1-il)etanona

oi 1-(3-(naftalen-2-il)-5-(3-nitrofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-

! il)etanona
9k 1-(5-(3-trifluormetil)fenil)-3-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-

pirazol-1-il)etanona
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Tabela 4. Nomenclatura das pirazolinas sintetizadas
(continuagdo).
9l 1-(5-(3-clorofenil)-3-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
il)etanona

9m  1-(5-fenil)-(3-naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)etanona

1-(5-(4-cloro-3-(trifluormetil)fenil)-3-(naftalen-2-il)-4,5-
dihidro-1H-pirazol-1-il)etanona
1-(5-(4-(benziloxi)-3-metoxifenil)-3-(2,4-dimetoxifenil)-4,5-
dihidro-1H-pirazol-1-il)etanona
1-(3-(2,5-dimetoxifenil)-5-(naftalen-1-il)-4,5-dihidro-1H-
pirazol-1-il)etanona
1-(3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-5-(5-(2-cloro-5-
(trifluormetil)fenil) furan-2-il)-dihidro-1H-pirazol-1-il)etanona
1-(3-(2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil)-5-(3-nitrofenil)-4,5-dihidro-

9n
90
9p

9q

or 1H-pirazol-1-il)etanona

9s Acido-4-(1-acetil-3-(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-il)
benzéico

ot 1-(3-(3,4-dimetoxifenil)-5-(3,4,5-trimetoxifenil)-4,5-dihidro-
1H-pirazol-1-il)etanona

9u 1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-4,5-
dihidro-1H-pirazol-1-il)etanona

9v 1-(3-(3,4-dimetoxifenil)-5-(2,3,4-trimetoxifenil)-4,5-dihidro-
1H-pirazol-1-il)etanona

9w 1-(3-(2-hidroxifenil)-5-(naftalen-1-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
il)etanona

9x 1-(3-(3,4,5-trimetoxifenil)-5-(naftalen-1-il)-4,5-dihidro-1H-

pirazol-1-il)etanona

6.2. Sintese das pirazolinas

As 1,3,5-triaril-2-pirazolinas obtidas nesta pesquisa foram
sintetizadas seguindo a metodologia de Lévai e Jekd.1*3 A reacdo ocorreu
entre a chalcona e a fenilhidrazina, em proporgéo 1:3, em refluxo de 4cido
acético por 3 horas. Apds esse tempo de reacdo, o produto bruto foi
vertido no gelo, e o precipitado formado filtrado a vacuo. Todos 0s
compostos foram recristalizados em etanol. Foram obtidas 24 1,3,5-
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triaril-2-pirazolinas (Esquema 17), sendo 20 inéditas. Os compostos 8e,
8f, 8m e 8t foram previamente citados na literatura.’3*13 Os compostos

foram obtidos em bons rendimentos, variando de 63 a 98%.

Esquema 17. Sintese das 1,3,5-triaril-2-pirazolinas 8a-x. a) KOH 50%
p/v, metanol, r.t., 24 h; b) fenil-hidrazina, acido acético, refluxo, 3h.

o]

(0] (e} ‘ anelAW‘ anel B‘
+ HJ\ — aneIA)J\/\ ool B ,tj,N
Ta-x 8a-x @
. . Rendimento  Ponto de
Pirazolina Anel A Anel B (%) fusio (°C)
2,5-diOCH3s- . 147-148
8a fenila 2-naftila 93
3-OCHgs, 4-OH- . 166-166,5
8b fenila 2-naftila 89
8¢ 3,4-d|QCH3- 2-naftila 76 168-169
fenila
8d 2-Cl-tiofen-2-ila  2-naftila 64 148-150
8e 4-Br-fenila 2-naftila 71 197-198
8f 2-naftila 2-naftila 98 192-192,5
3,4- 79 177-180
89 3-NO,-fenila OCH0-
fenila
3,4- 63 186-187
8h 4-NO,-fenila OCH0-

fenila
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Esquema 17. Sintese das 1,3,5-triaril-2-pirazolinas 8a-x. a) KOH 50%
p/v, metanol, r.t.,, 24 h; b) fenil-hidrazina, acido acético, refluxo, 3h
(continuagdo).

8i

8)

8k

8l

8m

8n

80

8p

8q

3,4,5-
triOCHs-
fenila

2-naftila

2-naftila

2-naftila

2-naftila

2-naftila

2,4-diOCHzs-
fenila

2,5-diOCH3-
fenila

3,4-OCH,0-
fenila

2-naftila

3-NO3-
fenila

3-CFs-
fenila

3-Cl-
fenila

Fenila

3-CF3-4-
Cl-fenila

3-OCHz3,4-

Obenzil-
fenila

1-naftila

(2-Cl-5-
CFs-
fenil)-

furan-2-ila

91

79

76

91

189-190

188-189,5

143,5-144

181,5-182

222-222,5

139-140

147,5-148,5

185,5-186

188-189
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Esquema 17. Sintese das 1,3,5-triaril-2-pirazolinas 8a-x. a) KOH 50%
p/v, metanol, r.t.,, 24 h; b) fenil-hidrazina, acido acético, refluxo, 3h
(continuacéo).

8r

8s

8t

8u

8v

8w

8x

2-OH-4,6-
diOCHs-
fenila

2-naftila

3,4-diOCHg3-
fenila

3,4,5-
triOCHs-
fenila

3,4-diOCH3-
fenila

2-OH-fenila

3,4,5-
triOCHs-
fenila

3-NO;-
fenila

4-COOH-
fenila

3,4,5-
triOCH3-
fenila

3,4-
OCH0-
fenila

2,3,4-
triOCH3-
fenila

1-naftila

1-naftila

76

86

73

68

86

76
83

189-191

199-200

128,5-129

145-146

191-191,5

179-180
207-208

De maneira analoga, foram sintetizadas vinte e quatro 1-acetil-3,5-
diaril-2-pirazolinas seguindo também a metodologia de Lévai e de Lévai
e Jekd.133 A reacdo ocorreu entre a chalcona e o hidrato de hidrazina, em
proporcdo 1:3, em refluxo de acido acético por 3 horas. Apés esse tempo
de reagdo, o produto bruto foi vertido sobre gelo, e o precipitado formado
filtrado a vacuo. Quando necessario, os compostos foram recristalizados
em etanol. Foram obtidas 24 1-acetil-3,5-diaril-2-pirazolinas (Esquema
18), sendo 16 inéditas e 9e, 9f, 9g, 9h, 9j, 9m, 9r e 9t ja publicadas na
literatura.*3-140 Os compostos foram obtidos em bons rendimentos,
variando de 60 a 94%.
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Esquema 18. Sintese das 1-acetil-3,5-diaril-2-pirazolinas 9a-x. a) KOH
50% p/v, metanol, r.t., 24 h; b) hidrato de hidrazina, &cido acético,
refluxo, 3h.

0] o] o ‘ anel A‘W‘ anel B‘
a b \
)J\ + Hk ‘ anel A‘)J\/\‘ anel B‘ NiN)ﬁo
Ta-x 9a-x

Pirazolina Anel A Anel B Rendimento  Ponto de

(%) fusdo (°C)
%a 2,5-d|QCH3- 2-naftila 80 157-158
fenila
9% 3—OCH3,_ 4-OH- 2-naftila 87 188-189
fenila
3,4-diOCH3- . 88 115-116
9c fenila 2-naftila
9d 2-Cl-tiofen-2-ila 2-naftila 62 141-142
9e 4-Br-fenila 2-naftila 73 124-125
of 2-naftila 2-naftila 94 225-226
. 3,4-OCH-0- 85 143-144
99 3-NO2-fenila fenila
. 3,4-OCH-0- 80 199-200
9h 4-NOy-fenila fenila
oi 3,4,5-tr|_OCH3- 2-naftila 91 171-172
fenila
9j 2-naftila 3-NO2-fenila 81 152-153
9k 2-naftila 3-CFs-fenila 75 130-131
9l 2-naftila 3-Cl-fenila 84 132-133
Im 2-naftila Fenila 80 158-159
9n 2-naftila 3-CF3-_4-CI- 68 127-128
fenila
9% 2,4-diOCHzs- 3-OCHg3,4- 88 124-125

fenila Obenzil-fenila
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Esquema 18. Sintese das 1-acetil-3,5-diaril-2-pirazolinas 9a-x. a) KOH
50% p/v, metanol, r.t., 24 h; b) hidrato de hidrazina, &cido acético,
refluxo, 3h (continuacao).

9 2,5-d|O_CH3- 1-naftila 90 182-183
fenila
2-Cl-5-CF3- 81 168-170
34-0CH,0- %
9q fenila fenll)—_furan—2—
ila
2-OH-4,6- . 60 227-228
O iOCHsfenila S NOzfenila
9s 2-naftila 4-COOH-fenila 62 240-241
ot 3,4-diOCH3-  3,4,5-triOCH3- 83 197-198
fenila fenila
9u 3,4,5-triOCH3-  3,4-OCH,0- 91 161-162
fenila fenila
9v 3,4-diOCH3-  2,3,4-triOCHs- 90 145-146
fenila fenila
9w 2-OH-fenila 1-naftila 86 198-199
9x 3,4,5-tr|_OCH3- 1-naftila 75 178-179
fenila

6.2.1. Identificagdo dos compostos obtidos

Todas as pirazolinas foram submetidas a analise de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de *H e 13C e espectroscopia de massas de alta
resolucdo para confirmagdo das estruturas.

6.2.1.1. Espectroscopia de RMN 'H e *C dos compostos 8a-x e
9a-x

Primeiramente, devido a melhor solubilidade, as analises dos
compostos 8a-x de RMN foram realizadas utilizando cloroférmio
deuterado (CDCl3s) como solvente. Entretanto, foi observado uma alta
integracdo (cerca de 40 hidrogénios) entre 6-8 ppm (aromaticos) nos
espectros. Observou-se também a alteracdo da cor da solucdo dos tubos
de RMN, inicialmente amarelo esverdeado (tubo 1, Figura 32), passando
para tons escuros (tubos 2a e 2b, Figura 32), indicando a possivel
degradacgdo destes heterociclos nesse solvente.
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Figura 32. Degradacdo das amostras em CDCls.
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Os espectros de RMN *H e 13C dos compostos 8a-x foram obtidos,
entdo, em dimetilsulféxido (DMSO-ds) ou em acetona deuterada, em
tubos de 5 mm, utilizando tetrametilsilano como referéncia interna. Os
compostos 9a-x ndo degradaram em CDClI; e foram obtidos em CDCl; ou
DMSO-ds. Os parametros de aquisicdo dos espectros estdo descritos na
Parte Experimental. Os dados de RMN 'H e '*C dos compostos estdo
apresentados na parte experimental.

Todos os espectros de RMN analisados mostram claramente a
formacdo do produto, observada pela presenca de trés dubletos de
dubletos caracteristicos dessas moléculas. No espectro de RMN H do
composto 8k (Figura 33) podemos observar os sinais dos hidrogénios
aromaticos caracteristicos na faixa de 6,76 a 8,22 ppm. Os trés dupletos
de dupletos, caracteristicos do anel pirazolinico, que comprovam a
formag&o do produto, aparecem em 5,66, 4,12 e 3,33 ppm.
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Figura 33. Espectro de RMN de *H do composto 8k.
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Os hidrogénios aromaticos do composto 8k podem ser melhor
visualizados na Figura 34, que mostra uma amplia¢do da regido onde se
encontram estes sinais.

Figura 34. Ampliacéo do espectro de RMN de *H do composto 8Kk.
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Analisando a regido dos hidrogénios Ha, Hb e Hc, que esta
ampliada na Figura 35, verifica-se que o primeiro sinal, em 5,66 ppm é
referente ao Hc, com constantes de acoplamento caracteristicas de Je» =
12,0 Hz e Jca = 6,0 Hz que mostram o acoplamento desse hidrogénio com
os dois hidrogénios diasterotépicos (Ha e Hb, respectivamente). O
préximo sinal, em 4,12 ppm, é referente ao Hb, com Jya = 17,1 Hz do
acoplamento com Ha e Jyc = 12,0 Hz do acoplamento com Hc. O sinal em
3,33 ppm representa o hidrogénio metilénico Ha, que acopla com outro
hidrogénio metilénico Hb com um Ja, = 17,1 Hz, e com o hidrogénio Hc
com Jic = 6,0 Hz (figura 35).

Figura 35. Ampliagdo do espectro de RMN de *H do composto 8k.
Ha
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No espectro de RMN de 3C do composto 8k podem-se observar
0s sinais do metileno em 42,9 ppm, do metino em 63,5 ppm, os carbonos
aromaticos na regido entre 113-145 ppm, e o carbono quaternario do anel
pirazolinico mais deslocado em 147,3 ppm (Figura 36).
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Figura 36. Espetro de RMN de **C do composto 8k.
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Os espectros de 'H e '3C das acetil-pirazolinas 9a-x mostram um
padrdo similar. Os trés dupletos de dupletos confirmam a formacéo das
pirazolinas.

No espectro de RMN 'H do composto 9k (Figura 37) podemos
observar os sinais dos hidrogénios aromaticos caracteristicos na faixa de
7,43 a 8,11 ppm. Os trés dupletos de dupletos, caracteristicos do anel
pirazolinico, que comprovam a ciclizagdo, aparecem em 5,68, 3,90 e 3,28
ppm. Por fim, em 2,49 ppm o simpleto caracteristico da metila do grupo
acetil.
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Figura 37. Espectro de RMN de *H do composto 9k.
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Analisando a regido dos hidrogénios Ha, Hb e Hc, que esta
ampliada na Figura 38, verifica-se que o primeiro sinal, em 5,68 ppm é
referente ao Hc, com constantes de acoplamento caracteristicas de Jep =
12,0 Hz e Jca = 4,9 Hz que mostram o acoplamento desse hidrogénio com
os dois hidrogénios diasterotopicos (Hb e Ha, respectivamente). O
préximo sinal, em 3,90 ppm, é referente ao Hb, com Jya = 17,6 Hz do
acoplamento com Ha e Jyc = 12,0 Hz do acoplamento com Hc. O sinal
em 3,28 ppm representa o hidrogénio metilénico Ha, que acopla com
outro hidrogénio metilénico Hb com um Js, = 17,6 Hz, e com o hidrogénio
Hc com Jac = 4,9 Hz (figura 38).
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Figura 38. Ampliacdo do espectro de RMN de *H do composto 9k.
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No espectro de RMN de *3C do composto 9k (Figura 39) podem-
se observar os sinais da metila do grupo acetil em 21,9 ppm, do metileno
em 42,2 ppm e do metino em 59,6 ppm. Os carbonos aromaticos na regido
entre 122-153 ppm, o carbono quaternario do anel pirazolinico mais
deslocado em 153,7 ppm e a carbonila em 169,0 ppm (Figura 39).

Figura 39. Espectro de RMN de **C do composto 9K.
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6.2.1.2. Espectroscopia de massas de alta resolucdo dos
compostos 8a-x e 9a-x

Todos os compostos foram caracterizados também por andlise de
espectrometria de massas de alta resolugcdo (HRMS). Para a série 8a-x foi
utilizado fonte de ionizacdo eletrospray (EPI), o ion molecular dos
compostos foi obtido como cation, sendo que, para exemplificar, o
composto 8k, com férmula molecular CasH19F3N2 0 [M*] calculado foi
416,1494 e o encontrado, 416,1500 (Figura 40).

Figura 40. Espectro de massas de alta resolu¢do do composto 8k.

0 ze0a

Para a série 9a-x foi utilizado fonte de fotoionizacdo (APPI), o ion
molecular dos compostos foi obtido com adi¢do de um proton, sendo que,
para exemplificar, 0 composto 9k, com férmula Cz2H17FsN2O o [M+H]
encontrado foi de 383,1363, e o valor teérico calculado é de 383,1366
(Figura 41).
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Figura 41. Espectro de massas de alta resolu¢do do composto 9k.
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6.2.2. Mecanismos propostos para a sintese das pirazolinas

Existem duas propostas para o mecanismo de formacdo das
pirazolinas (Esquema 19). Na primeira proposta a hidrazina € adicionada
primeiramente ao carbono carbonilico formando uma hidrazona que sofre
ataque do nitrogénio 1 ao carbono B. A segunda propde que ocorra
inicialmente o ataque nucleofilico do nitrogénio 1 da hidrazina ao carbono
B da chalcona. Em seguida, ocorre ciclizagdo através do ataque do
nitrogénio 2 a carbonila, seguida da eliminacdo de uma molécula de agua,
formando o anel de cinco membros. No caso das acetilpirazolinas ocorre
acetilagdo (solvente acido acético) formando N(C=0)CHs 4!
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Esquema 19. Mecanismo proposto para a sintese de pirazolinas.

Mecanismo 1: Adicao a carbonila (Adicao 1,2)
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Mecanismo 2: Adicdo de Michael (Adigéo 1,4)
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6.3. Atividade bioldgica

A atividade inibitéria das 1,3,5-triaril-2-pirazolinas 8a-x e 9a-x foi
avaliada in vitro frente & PtpA e PtpB de Mtb e YopH de Yersinia
enterocolitica. Os testes biolégicos foram realizados no CEBIME,
coordenado pelo Prof. Dr. Hernan Terenzi, e fizeram parte das Teses de
Doutorado da Dra. Angela Camila Orbem Menegatti e Dra. Priscila
Graziela Alves Martins e da pesquisa de Pés-Doutorado da Dra. Louise
Domeneghini Chiaradia.

A proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B) desempenha um papel
critico na regulacdo da homeostase glicémica e do peso corporal por sua
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acdo chave como reguladora de caminhos de sinalizagdo de insulina e
leptina.’#? Esta proteina, por ser humana, foi utilizada para ensaios de
seletividade dos compostos.

A porcentagem de inibicdo foi calculada em uma U{nica
concentracdo (25 pM) para cada composto usando p-nitrofenilfosfato
(PNPP) como substrato (Tabela 5).

Tabela 5. Atividade inibitdria das pirazolinas 8a-x a 25uM.

Pirazolina PtpB c/incub  PtpA c/incub  YopH c/incub
8a 96,12+11,81 102,02+11,16 101,88 +16,87
8b 58,81 + 4,42 68,87 +£11,35 45,67 +0,35
8c 31,91 +3,08 40,45 +6,41 1297 +1,14
8d 40,83 + 3,66 74,32 £ 12,09 69,55 + 3,27
8e 45,95 £ 0,57 113,81 £ 5,77 40,04 £ 6,80
8f 35,21 +1,29 65,10 + 10,56 20,95 £5,83
8¢ 55,29 + 4,26 102,75 + 2,80 69,51+ 4,41
8h 77,29 £ 0,47 84,02 + 13,46 69,32 £5,45
8i 58,22 + 3,44 85,59 £ 10,19 48,13 + 6,04
8j 36,88 + 3,23 53,96 + 3,87 39,69 £ 5,64
8k 76,86 + 7,09 92,07 £9,08 67,5+8,79
8l 72,03+2,75 93,01 +7,38 70,64 £ 2,93
8m 76,39 + 8,99 80,92 + 14,62 59,78 + 6,88
8n 74,40 £10,15 86,50 + 10,60 63,98+ 1,44
80 79,63 +6,13 94,56 + 12,03 89,90 £ 3,97
8p 41,63 + 8,80 56,53 + 0,83 29,90 £ 7,09
8q 54,10 + 4,12 64,94 + 3,91 63,53 £ 2,26
8r 88,69 + 4,76 76,18 + 1,69 70,69 £7,91
8s 88,50 + 10,92 38,57 £0,91 69,28 £ 6,57
8t 86,72 + 5,37 82,04 + 2,48 122,35+9,20
8u 102,99 +1494  82,52+1,37 105,67 + 3,23
8v 93,40 +7,80 85,10 £ 0,63 90,00 £ 2,95
8w 73,66 + 8,86 69,02 + 8,13 46,17 £ 5,63
8x 82,74 + 7,33 83,16 + 3,50 84,78 £2,10

Os resultados sdo apresentados como média + DP (desvio padréo)
de pelo menos trés experimentos independentes.

Baseando-se no screening inicial, foram determinados os valores
de ICso frente as proteinas PtpA e PtpB de Mth e YopH de V.
enterocolitica para os compostos que apresentaram inibicdo >30%,
quando comparados com o controle, usando ao menos sete diferentes
concentracdes de cada composto e pNPP como substrato (Tabela 6).
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Tabela 6. Valores de ICsp das chalconas (7a-x) e pirazolinas (8a-x) frente a YopH de Yersinia enterocolitica, PtpA e
PtpB de Mycobacterium tuberculosis.

1Cso 1Cso I1Cso I1Cso
Chalcona  YopH | S®PIPB 1C0PPA - prpig pirazolina  vopH S0 PIDS 1S PIPA - prpyp

um+pp MV = W= uM = SD um +pp HVIEPE HMEEDR 04 5p
7a >100  >100¢  84x09* poo | 8a  584%86  nd >100 nd
7b 5100  >100% 537+13* 1233621 8b 21,8439 632+08 584+95 28.1+7.9
7c >100  >100* 231+16* >1000* | 8 8826 17,1%6,1 37,6+33 12.1+10
7d >100 572+45' 32,1+4,0' 1%052 1 8d  273+08191+101 >100 25122
7e nd  252+60' >500 288+21f 8  31,8+16 239+16 66,7+119 21.3%4.0
7 Zf’f&i ndt  933+57"  nd 8f 131409 137+31 365+53 21.8+37
79 99+228& >100' 44,7+65' 1027;5 1 8y 41,2407 392+15 71,7+82 27.9+0.7
T TOLE 514x820 61789 234241 8h  330+19 461%48 >100 358+19
7i nd nd nd nd 8i  282+27 250+40 979+43 20021
7j 1212%?&1 >100 nd  724+26| 8 172409 164401 37,9456 17.6+3.1
7k nd nd nd nd 8k 359+44 nd nd 459+05
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Tabela 6. Valores de ICsp das chalconas (7a-x) e pirazolinas (8a-x) frente a YopH de Yersinia enterocolitica, PtpA e
PtpB de Mycobacterium tuberculosis (continuacéo).

7l nd nd nd  2393+14] 8  537+24 868+33 nd  428+16

mo R0 nd nd nd gm  391+53  Nd nd  39.9+33

7n nd nd nd nd 8n  321+39 872435 nd  475+12

70 >100  >1000 151420 “P0F | g0 54926 Nd 100 nd

7p 328+64 >100* 395+11* 2%3521’ 8p  89+08 251408 22,0+19 156+ 10

7q 33’?5 nd? 1;2'3;—’ 525+129 8q  39,5+07 352+47 352+06 254+4.0

Tr nd nd nd nd 8r 49,8 +0,7 Nd nd nd
3090.3 +

7s >100 119+16' >1000 s 8  368+18 637+08 269+27 368+ 14

Tt >100 nd nd nd 8t nd Nd nd nd

7u nd nd nd nd 8u nd Nd nd nd

v nd ndf 83,2+ 17,2% nd 8v nd Nd nd nd
1585 +

w >100  >100%  502%21% o 8w  20,0+33 362+7,0 452+35 26.2+0.4

X nd nd nd nd 8X >100 Nd nd nd

Os resultados sdo apresentados como média £ DP (desvio padrdo) de pelo menos trés experimentos independentes; nd
= ndo determinado ( ndo mostraram inibi¢do da fosfatase >30% a 25 uM); *mostrado anteriormente nas referéncias 37
e 38;  mostrado anteriormente na referéncia 39; & mostrado anteriormente na referéncia 40. nd = ndo determinado.
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Comparando os valores de ICsp das chalconas previamente obtidas
com os valores de 1Cso das pirazolinas pode-se observar:

No que diz respeito a PtpA de Mtb, as chalconas com melhores
atividades foram 7a, 7c, 7d e 70 (ICso = 8,4-32,1 puM). Entre as
correspondentes 1,3,5-triarilpirazolinas, 8a, 8c, 8d e 80 nenhuma
apresentou inibigéo superior as chalconas (ICso = 37,6 a >100 uM). Entre
todas as pirazolinas avaliadas, 8f (ICso = 36,5 uM), 8p (ICso = 22,0 uM),
8q (ICso = 35,2 uM), 8s (ICsp = 26,9 uM) e 8w (ICsp = 45,2 uM) foram
mais ativos que as chalconas correspondentes.

Frente a PtpB de Mtb, as chalconas com melhor atividade inibitoria
foram 7e (ICsp = 25,2 uM) e 7s (ICso = 11,9 uM), ambas com o grupo 2-
naftila em um dos anéis. Suas 1,3,5-triarilpirazolinas correspondentes, 8e
e 8s, ndo mostraram atividade inibitdria significativamente melhor do que
as chalconas (ICso = 23,9 UM e 63,7 UM, respectivamente). Analisando
todas as pirazolinas, 8¢ (ICsp = 13,7 uM), 8d (ICsp = 16,4 uM), 8f (ICs0 =
17,1 uM) e 8j (ICso = 19,1 uM) mostraram os melhores resultados de
inibicdo. E interessante notar que essas quatro moléculas também
possuem o0 grupo 2-naftila em comum em um dos anéis, de forma
semelhante as chalconas mais ativas. No entanto, suas chalconas
correspondentes, 7¢, 7d, 7f e 7j, apresentaram inibicdo da PtpB moderada
ou menos significativa (ICso = 57,2 uM a >100 uM).

Frente a YopH de Yersinia enterocolitica, os compostos com
melhor atividade inibitoria entre as chalconas foram 7f (ICso = 20,3 uM),
79 (ICs50=9,9 uM) e 7h (ICs0 = 15,4 uM). Entre as 1,3,5-triarilpirazolinas
correspondentes, 8f (ICso = 13,1 uM), 8g (ICso = 41,2 uM) e 8h (ICso =
33,0 uM), apenas 8f, que tm o grupo 2-naftila em ambos os anéis,
apresentou atividade inibitoria melhor que sua chalcona correspondente
7f. Dentre todas as pirazolinas avaliadas frente a YopH, os compostos 8b,
8c, 8f, 8j, 8p e 8w apresentaram os melhores resultados (ICso = 8,8-21,8
UM). E interessante observar que as chalconas correspondentes 7b, 7c, 7j,
7w ndo apresentaram inibicdo significativa frente a YopH (ICso = 50 >
100 puM), apenas 7f e 7p mostraram atividade moderada (ICso = 20,3 UM
e 32,8 UM, respectivamente).

As 1,3,5-triaril-2-pirazolinas, 8d, 8e, 89, 8h, 8i, 8k, 8l, 8m, 8n, 80,
8q, 8r e 8s apresentaram atividade inibitoria moderada frente a YopH
(ICs0 = 27,3-58,4 uM), enquanto 8t, 8u, 8v e 8x ndo mostraram atividade
significativa.

Estes resultados mostram que as pirazolinas sintetizadas, de modo
geral, foram mais ativas como inibidores de PTPs que as chalconas,
mostrando uma preferéncia por YopH de Y. enterocolitica. Assim, com
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base nos resultados de ICso das pirazolinas frente a YopH, foi feito um
estudo comparativo com a intengdo de estabelecer as caracteristicas
estruturais que sdo importantes para a atividade inibitéria das moléculas
testadas.

Entre as 1,3,5-triaril-2-pirazolinas que mostraram melhor atividade
inibitéria frente a YopH (8b, 8c, 8f, 8j, 8p e 8w, ICs = 8,8-21,8 uM),
todas tém o grupo naftila na posi¢do 1 ou 2. A maioria das moléculas
possui o grupo naftila no anel B, s6 8j tem o grupo naftila no anel A e 8f
tem o grupo 2-naftila em ambos os anéis.

As pirazolinas com o grupo 3,4-metilenodioxifenil no anel A ou B
(89, 8h e 8q) apresentaram atividade moderada (ICso = 33,0 - 41,2 uM)
ou nao significativa (8t, 8u e 8v).

As pirazolinas 8b, 8c, 8p e 8w possuem grupos doadores de
elétrons no anel A, que aumentam a densidade eletrénica, acompanhado
do grupo naftila no anel B. As demais pirazolinas com esta mesma
caracteristica eletrbnica no anel mostraram atividade moderada (8a e 8i,
ICs0 =58,4 UM e 28,7 UM, respectivamente) ou ndo significativa (8x, 1Cso
=>100 puM).

As pirazolinas com o grupo naftila em um dos anéis, acompanhado
por grupos retiradores de elétrons (que reduzem a densidade eletronica)
no outro anel, apresentaram, em geral, atividade inibitéria moderada (8d,
8e, 8Kk, 8l, 8n e 8s, ICsp = 27,3 - 53,7 uM), exceto 8j (ICsp = 17,2 uM),
gue mostrou boa atividade. Os compostos 8m, 80 e 8r (ICsp = 39,1 — 54,9
M) também apresentaram atividade moderada.

Através das discussfes da relacdo estrutura-atividade, percebe-se
que a presenca do grupo naftila é bastante importante para a atividade
inibitoria da YopH. E importante notar também que a substituicio de
grupos doadores de elétrons por grupos retiradores de elétrons é bem
tolerada. Pode-se observar que a modificacdo estrutural das chalconas
ativas como inibidores de PtpA e/ou PtpB de Mtb e de YopH de V.
enterocolitica, o qual tem uma estrutura flexivel e plana, para uma
estrutura mais rigida como a das pirazolinas, provocou perda da atividade,
guando comparada aos compostos correspondentes. Porém, foram
identificadas novas pirazolinas que mostraram atividade inibitéria
significativa frente as Ptps, principalmente para YopH de Y.
enterocolitica (8b, 8c, 8f, 8j, 8p e 8w).

Para analisar o efeito do anel N-fenil na atividade inibitoria, foram
sintetizados analogos dos melhores inibidores de YopH (8c, 8f, 8j, 8p e
8w): as 1-acetil-3,5-diaril-2-pirazolinas 9c, 9f, 9j, 9p e 9w. Esses
compostos foram testados in vitro frente a PtpA e PtpB de Mtb e frente a
YopH de Y. enterocolitica. Os compostos 9c, 9f, 9p e 9w, sem o anel N-
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fenil, ndo mostraram inibi¢ao >30% frente as fosfatases. Esses resultados
sugerem que o anel N-fenil é importante para a atividade inibitoria. No
entanto, o composto 9j, que possui um grupo retirador (NO2) no anel B,
mostrou uma inibigdo > que 40% e um valor de ICso de 25,5 + 0,7 uM.

Devido a este ultimo resultado, foram sintetizadas e avaliadas as
atividades de todos os analogos de 1-acetil-3,5-diaril-2-pirazolinas (9a,
9b, 9d, 9e, 9g, 9h, a 9i, 9k, 9, 9m, 9n, o, 9t, 9r, 9s, 9t, 9u, 9v e 9x,
Tabela 7). Dentre estes, cinco compostos (9e, 9K, 91, 9n e 9q) mostraram
uma atividade moderada frente a YopH (ICso = 21,0-30,3 M), mas néao
para PtpA, PtpB e PTP1B, indicando que, em alguns casos, o anel N-fenil
nao é essencial para a atividade frente a YopH, mas limita a atividade. No
caso dos compostos 9e, 9k, 9, 9n e 9q, a auséncia de anel de N-fenil
aumentou a atividade frente a YopH quando comparado com os seus
analogos 8e, 8Kk, 8l, 8n e 8q (Tabela 6). Coincidentemente, asl-acetil-3,5-
diaril-2-pirazolinas 9e, 9K, 91, 9n e 99, bem como 9j, possuem grupos
retiradores de elétrons nos anéis B (9K, 9j, 91, 9n e 9q) ou A (9e), diferente
dos compostos 9b, 9c, 9f, 9p e 9w, que possuem grupos doadores de
elétrons, o que pode ser uma explicacéo para a diferenca nas atividades.
No entanto, alguns compostos com grupos retiradores de elétrons em um
dos anéis ndo se mostraram ativos frente a YopH (9d, 9g, 9h e 9r).

Mas, de maneira geral, as l-acetil-3,5-diaril-2-pirazolinas se
mostraram menos ativas frente a PtpA e PtpB de Mth e a YopH de V.
enterocolitica.

Tabela 7. Valores de inibigdo e ICso das 1-acetil-3,5-diaril-2-pirazolinas
(9a-x) frente a YopH de Yersinia enterocolitica, PtpA and PtpB from
Mycobacterium tuberculosis.

YopH 1Cso PtpB 1Csgo PtpA 1Csgo
Inibicéo YopH inibicdo PtpB inibicdo  PtpA
% +DP uMzDP | % +DP UM + % +DP pM+

DP DP
9a 0 nd 0 nd 0 Nd
9b 0 nd 23.3+ nd 95+6.2 Nd

1.9
9c 0 nd 9.0+28 nd 8.1+3.6 Nd

9d | 255+29 nd 0 nd 0 Nd
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Tabela 7. Valores de inibicéo e ICsq das 1-acetil-3,5-diaril-2-pirazolinas
(9a-x) frente a YopH de Yersinia enterocolitica, PtpA and PtpB from
Mycobacterium tuberculosis.

9e | 55.2+55 29.2+0.2 0 nd 0 Nd

of | 105+6.3 nd 0 nd 111+ Nd
3.6

99 18.8 + >100 0 nd 0 Nd

135

9h | 6.1+4.9 nd 0 nd 0 Nd

9i | 19.3+26 nd 0 nd 0 Nd

9j | 41.6+£11 255%09 0 nd 15.1 + Nd
6.6

9k | 36.4+21 275+8.3 0 nd 10.2 + Nd
4.0

al 39.2+ 30.3+0.3 0 nd 0 Nd

14.0

9m | 80.3+1.1 nd 0 nd 75+6.9 Nd

9n 54.3 + 266+18 | 106+ nd 148 + Nd
11.9 3.8 1.5

90 16.4+8.7 nd 274 + nd 13.8 + Nd
2.3 7.1

9p | 15.1+17 nd 0 nd 143+ Nd
2.7

9g | 515+23 21.0+31 27.7 + nd 246 + Nd
1.8 9.0

or 0 nd 0 nd 0 Nd

9s 58+4.0 nd 0 nd 0 Nd

ot 41+39 nd 0 nd 0 Nd

Qu | 76%1.7 nd 0 nd 0 Nd

v 8.2+5.1 nd 0 nd 0 Nd

9w | 11564 nd 0 nd 110+ Nd
3.4

9x 74+43 nd 0 nd 0 Nd

nd = ndo determinado. Os resultados sdo apresentados como média + DP (desvio
padrdo) de pelo menos trés experimentos independentes; nd = nao determinado (ndo
apresentaram inibi¢do > 30% a 25 pM).

Como as pirazolinas 9a-x ndo apresentaram atividade significativa,
ndo foram realizados os testes frente a proteina PTP1B humana.
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6.3.1. Cinética enzimatica

Estudos de cinética enzimatica sdo frequentemente empregados
para determinacédo das propriedades de um inibidor. Os inibidores podem
afetar uma reacdo enzimética de duas formas: (i) inibidor reversivel —
pode ligar-se a enzima e ser liberado em seguida, deixando-a em sua
condicdo original; e (ii) inibidor irreversivel — reage com a enzima
resultando em uma modificacdo que a torna enzimaticamente inativa, de
tal forma que sua atividade original ndo pode ser regenerada, ou é
regenerada muito lentamente.'43

Dentre os inibidores reversiveis, duas classes podem ser
diferenciadas com base na enzima & qual se ligam, os inibidores
competitivos e os ndo-competitivos. Os primeiros podem ligar-se ao sitio
ativo e blogueiam o acesso do substrato a ele. A segunda classe inclui
inibidores que se ligam a enzima em um sitio diferente do ativo e
provocam mudanca na estrutura da enzima; assim o substrato ainda pode
ligar-se ao sitio ativo, mas a enzima ndo pode catalisar a reacéo.'**

Com base nos valores de 1Csp, foi investigado o mecanismo de
inibicdo dos seis compostos mais potentes (8b, 8c, 8f, 8j, 8p e 8w) frente
YopH de Y. enterocolitica, utilizando diferentes concentracfes de pNPP
como substrato. Os graficos de Lineweaver-Burk (Figura 42) foram
obtidos com trés concentragdes diferentes de inibidor: todas as linhas
convergem para 0 eixo X (L/Kmapp), €nquanto no eixo y (1/Vmax) a
interceptacdo varia com a concentracdo de inibidor. O valor constante de
Kmapp € 0 aumento dos valores de 1/Vmax (proporcional ao aumento da
concentracdo do inibidor) indicam que estes compostos sdo inibidores ndo
competitivos, com afinidade pela enzima livre e pelo complexo enzima-
substrato. Os valores de K (interagdo proteina-inibidor) obtidos variam de
2,7-15,8 uM (Tabela 8).

Os compostos 8c e 8p foram também os mais ativos em PTP1B
humana. Ento, os parametros cinéticos foram também determinados para
essa enzima (Tabela 8). Assim como para YopH, ambos os compostos
exibiram inibicdo ndo-competitiva frenta a PTP1B (Figura 43), com
valores de K; de 8,5 e 10,2 uM, respectivamente.



125

Figura 42. Perfil de inibicdo do compostos 8b, 8c, 8f, 8j, 8p e 8w frente
a YopH de Yersinia enterocolitica. Os experimentos cinéticos foram
conduzidos com concentragdo crescente dos inibidores: 0 uM (O), 4 uM
(@), 10uM (M), 12 pM (), 15 pM (<), 20uM (A), 25 uM (A), 30 pM
(@), 35 pM (X); pNPP foi utilizado como substrato em todos os
experimentos (UM). As analises foram feitas em duplicata em pelo menos
cinco experimentos independentes.

8b
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Tabela 8. Valores de K; dos inibidores frente YopH de Y. enterocolitica
e PTP1B humana.

. Ki
Composto Anel A Anel B KI'VIYfF[’)"P' PTP1B
WM = UM = DP
8b 2 O M pattila 6527 nd
8c 3,4-OCHs-fenila  2-naftila 45+0.7 8511
8f 2-naftila 2-naftila 27111 nd
8] 2-naftila 3-NO- 37411  nd
fenila e
8p 2,5-OCHs-fenila  1-naftila 98+38 102%16
8w 2-OH-fenila 1-naftila 15.8+3.0 Nd

Os resultados sdo apresentados como média + DP (desvio padrao) de pelo
menos trés experimentos independentes; nd = ndo determinado.

Figura 43. Perfil de inibicdo do compostos 8c e 8p frente a PTP1B
humana. Os experimentos cinéticos foram conduzidos com concentracdo
crescente dos inibidores: 0 uM (O), 4 uM (@), 10uM (M), 12 uM (0O0),
15 uM (<), 20uM (A), 25 UM (A), 30 uM (@), 35 uM (X); pNPP foi
utilizado como substrato em todos os experimentos. As analises foram
feitas em duplicate em pelo menos cinco experimentos independentes.
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6.4. Modelagem molecular

A modelagem molecular foi realizada pelo Dr. Mattia Mori e Dra.
Alessandra Mascarello na Universita La Sapienza, em Roma-Italia,
coordenado pelo Prof. Dr. Bruno Botta.

As 1,3,5-triaril-2-pirazolinas mais ativas, 8c e 8p, foram avaliadas
por docking molecular usando uma estrutura cristalografica da PTP1B
humana'*> e YopH“é de Yersinia depositadas no PDB. Uma vez que cada
molécula foi testada in vitro como mistura racémica, foram considerados
para o docking os enantidmeros R e S. Com base em previsGes de pKa e
valores de pH fisioldgicos, 8p e 8c foram modelados na sua forma neutra
n&do-protonada. Um experimento de docking preliminar foi realizado com
0 programa AutoDock4 para identificar o local de ligacdo mais adequado
para estas moléculas sobre toda a superficie dos alvos receptores. Entao
8p e 8c foram modelados dentro do possivel sitio de ligagdo por meio dos
programas AutoDock4, Gold e Fred.

Os complexos enzima-ligante tiveram as suas energias
minimizadas considerando agua como solvente. Uma vez que todos os
programas de docking geraram posi¢Ges muito similares, selecionamos 0s
resultados do programa Fred, pelo fato deste ser mais rapido entre todos
0s programas testados.

6.4.1. Docking molecular das 1,3,5-triaril-2-pirazolinas com
PTP1B

No experimento de docking dos compostos em PTP1B, foi
identificado um sitio de ligac&o para 8c e 8p proximo aos residuos Alal89
e Phe280 (numeragdo dos residuos segue o esquema da estrutura
cristalografica), que é cerca de 20 A de distancia do sitio catalitico. A
ligacdo de moléculas pequenas a este sitio ja foi mostrada com inibidores
alostéricos da atividade catalitica de PTP1B4°, e do mesmo modo, nossos
estudos cinéticos na PTP1B com as pirazolinas 8c e 8p revelaram este
padrdo, e isso comprova a confiabilidade das previsdes feitas por docking.

Ambos os enantiémeros de 8p e 8¢ foram docados dentros do sitio
alostérico da PTP1B utilizando os dados de maior precisdo de cada
programa de docking. Em geral, a ligacdo dessas pirazolinas parece ser
dirigida principalmente por interacBes hidrofébicas. O anel naftila se
encaixa perfeitamente dentro de um bolséo hidrofébico delimitado por
residuos de Pro188, Ala189, Leul92, Phel96, Leu232, Leu272, Gly277,
Phe280 e Ile281 formando uma espécie de “sanduiche” através de
interacdes do tipo m-m com Phe280 e Phel96, respectivamente (Figura
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44). Phe280 também interage com o anel N-fenil de 8c e 8p. O anel
fenilico substituido por metoxilas parece ndo participar na ligacdo a
proteina. Este modo de ligacéo, o qual € comum a ambos os enantiémeros,
bem como em ambas as pirazolinas, sugere que a configuracao
estereoquimica de 8c e 8p pode ndo ser relevante para a inibicdo da
PTP1B. Por fim, uma boa sobreposicdo entre os anéis naftilas de 8c e 8p
e 0 esqueleto benzofurano do inibidor alostérico da estrutura
cristalografica enfatiza a relevancia dos grupos hidrofobicos/aromaticos
das pirazolinas para a ligacdo com a PTP1B.

Figura 44. Modo de ligacdo dos compostos 8c e 8p dentro do sitio
alostérico da PTP1B, proposto por docking molecular. A proteina esta
representada pelo desenho verde. Os residuos com 6 A de distancia de 8c
e 8p estdo representados por tracos verdes. A proteina é mantida com a
mesma orientacdo em ambas as figuras. A) (R)-8p esta representada por
tragos amarelos, (S)-8p tragos laranjas. B) (R)-8c esta representado por
tracos azuis, (S)-8c tracos magenta. Hidrogénios ndo polares foram
omitidos para maior clareza da representacao.
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6.4.2. Docking molecular das 1,3,5-triaril-2-pirazolinas com
YopH

Ao contrario da PTP1B, o docking da estrutura cristalina da YopH
revelou dois possiveis sitios de ligacdo para as pirazolinas. No entanto, a
energia prevista por AutoDock para 8p e 8c é significativamente menor
para um dos sitios de ligagdo analisados nos experimentos de docking.
Este sitio esta localizado dentro de um bolsdo hidrofébico formado por
residuos de Thr254, Thr256, Val372, Ala376, Tyr383, Val391, Leu397,
Pro399, Leu413 e Metd17 a cerca de 25 A do sitio catalitico. As
possibilidades das pirazolinas se ligarem a um sitio alostérico corroboram
com 0 mecanismo de inibicdo ndo-competitivo observado in vitro. Os
residuos polares de Arg255, Asp373, Glu377, Arg380, Glu384, Asp394
e Arg423 completam o sitio de ligacdo na &rea acessivel ao solvente. Os
resultados de docking mostram que os compostos se ligam de maneira
muito semelhante. Como observado na PTP1B é provavel que a ligacdo
de 8p e 8c na YopH seja impulsionada principalmente pelas forcas
lipofilicas, com o anel naftila se encaixando muito bem no bols&o
hidrofdbico préximo aos residuos de Pro399, Thr256, Thr256 e Met417
promovendo uma interagdo cation-t com a cadeia lateral de Arg380
(Figura 45). O anel N-fenila é exposto ao solvente e bem estabilizado por
uma interagdo céation-t com a cadeia lateral de Arg423 (apenas o anel N-
fenil de (S)-8c parece ter uma orientacdo desfavoravel para este tipo de
interacdo do tipo catibn w). O anel fenila contendo os substituintes
metoxilas sdo incluidos em uma “sub-bolsa” formada por Leu397, Val391
e Arg255. Os grupos metoxilas de 8c fazem ligacdes de H com a cadeia
lateral da Arg255 (linhas tracejadas na Figura 45), enquanto que os de 8p
ndo, proporcionando assim uma possivel explicacdo estrutural para a
maior atividade inibidora in vitro de 8c em relacdo a 8p.
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Figura 45. Modo de ligacdo dos compostos 8c e 8p dentro do sitio
alostérico de YopH, proposto por docking molecular. A proteina esta
representada pelo desenho verde. Os residuos com 6 A de distancia de 8c
e 8p estdo representados por tracos verdes. A proteina é mantida com a
mesma orientagdo em ambas as figuras. A) (R)-8p esta representada por
tragos amarelos, (S)-8p tracos laranjas. B) (R)-8c esta representado por
tragos azuis, (S)-8c tracos magenta. LigacBes de hidrogénio sdo
representadas por linhas pretas. Hidrogénios ndo polares foram omitidos
para maior clareza da representacéo.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Capitulo 1:
Explorando o planejamento, sintese e avaliacdo bioldgica, este

trabalho conduziu a identificacdo de uma série de trinta e trés bis-
chalconas simétricas (dezoito inéditas), como inibidores da proteina
ABCG2. Foram identificados dois inibidores da proteina ABCG2, 3p e
6i, ambos contendo dois grupos metoxilas como substituintes em cada
anel das extremidades das bis-chalconas, confirmando assim o que ja
estava sendo observado nos trabalhos anteriores: grupos metoxilas em
posic¢des estratégicas sdo essenciais para a atividade.

Baseados nestes resultados e nos trabalhos ja publicados
anteriormente, como perspectivas desse trabalho, propde-se a sintese de
novas moléculas que possam conferir melhor atividade inibitdria frente a
proteina ABCG2 e a0 mesmo tempo, que ndo apresentem toxicidade para
0 ser humano.

Capitulo 2:

Explorando o planejamento, sintese e avaliacdo bioldgica, este
trabalho conduziu a identificacdo de uma série de vinte e quatro 1,3,5-
triaril-2-pirazolinas (vinte inéditas) e uma série de vinte e quatro 1-acetil-
3,5-diaril-2-pirazolinas (dezesseis inéditas), como inibidores de PTPs,
que, de um modo geral, foram mais ativas do que as suas chalconas
precursoras, principalmente frente a proteina YopH de Yersinia
enterocolitica. Foram identificados dois inibidores de PTPs promissores
(8c e 8p), que podem auxiliar na busca de agentes para o tratamento de
infeccOes provocadas por Yersinia sp. ou Mtb. Determinou-se também o
mecanismo de agdo destes inibidores em YopH através de estudos
cinéticos e modelagem molecular, concluindo-se que sdo inibidores nao
competitivos, que atuam em um sitio alostérico da proteina. Como
perspectiva do trabalho, pretende-se identificar o sitio alostérico da
YopH, separar os enantibmeros R e S dos inibidores 8c e 8p e avaliar sua
atividade inibitéria frente a proteina YopH.
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8. PARTE EXPERIMENTAL
8.1. Capitulo 1
8.1.1. Preparacao e caracterizacdo dos compostos 3a-q e 6a-p

As reacOes foram monitoradas por cromatografia de camada fina
(CCF), utilizando placas de aluminio com silica gel 60GF 254 da Merck,
visualizagdo em luz ultravioleta (A= 254 e¢ 366 nm) e revelagdo com
pulverizacao de vanilina sulfirica (3g de vanilina, 3 mL de &cido sulfdrico
em 100 mL de etanol).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de H (400
MHz e 200MHz) e de 3C (100 MHz e 50MHz) foram realizados em
equipamento VARIAN OXFORD AS-400 e Bruker Ac-200F, tendo
como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Foram utilizados
cloroférmio (CDCls), dimetilsulfoxido (DMSO-ds) e acetona deuterados
como solvente nas analises. Os pontos de fusdo ndo corrigidos dos
compostos foram determinados em aparelho digital de ponto de fuséo,
MGAPH-301, Microquimica Equipamentos Ltda. Os reagentes e
solventes utilizados nesta pesquisa foram das marcas comerciais: Aldrich,
Merck, Sigma, Fluka e Vetec. Os dados de espectro de massa de alta
resolucdo (HRMS) foram coletados em espectrémetro de massa Bruker
micrOTOF-QII, com fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APPI-MS) no
modo positivo. Todas as estruturas foram desenhadas no programa
ChemBioDraw Ultra e o0s espectros tratados no programa
ACD/SpecManager.

8.1.1.1. Procedimento geral para a sintese de chalconas 3a-p

Em um baldo de fundo redondo, de 50 mL e 1 boca, foram
adicionados 1 mmol do 1,4-diacetilbenzeno, 2 mmol do benzaldeido
correspondente em 20 mL de etanol. Apds a solubilizacdo dos reagentes,
sob agitacdo magnética, adicionou-se de 20 a 60 gotas de KOH 50% p/v.
A reacdo ficou sob agitacdo magnética e temperatura ambiente por 24
horas. Apos este periodo foi adicionado ao meio reacional agua destilada
para a precipitacdo do produto, neutralizou-se o0 meio com solucéo de HCI
10% v/v, e o precipitado foi filtrado a vicuo em funil de Biichner. Os
produtos foram recristalizados em etanol.
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Nomenclatura: (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(4-metoxifenil)prop-2-
en-1-ona) 3a.

Formula Molecular: CasH2204

Aspecto fisico: Sélido amarelo

Peso Molecular: 398,45 g/mol

Rendimento: 79%

Ponto de fusdo: 210-210,5°C

HRMS (APPI+) m/z: calculado para CzsH2204 [M+H]*: 399,1591
encontrado, 399,1594.

RMN *H (200 MHz, CDCls) 8/ppm: 8,10 (s, 4H, H2’, H3*, H5’, H6),
7,88 (d, 2H, HB, HB*’, J= 15,5 Hz), 7,63 (d, 4H, H2, H2’’, H6, H6*’, J =
8,8 Hz), 7,41 (d, 2H, Ho, Ha>, J = 15,6 Hz), 6,96 (d, 4H, H3, H3>, H5,
H5”’,J = 8,8 Hz), 3,87 (s, 6H, p-OCHjs).

RMN 13C (50 MHz, CDCls) 8/ppm: 190,1 (C=0), 161,9 (C4, C4”),
145,5 (CB, Cp’*), 1414 (C1°, C4*), 130,7 (C2, C2”’, C6, C6”°), 128,5
(C2’,C3°,C5,C6%),127,4(C1,C17°),119,6 (Ca,, Ca’*), 111,4 (C3,C3”’,
C5,C5%), 55,4 (p-OCHy).

Nomenclatura: (2E,2'E)-1,1'-(1,4-fenileno)bis(3-(3,4,5-
trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona) 3b.

Formula Molecular: CsoH300s

Aspecto fisico: Sélido amarelo

Peso Molecular: 518,55 g/mol

Rendimento: 82%

Ponto de fusdo: 223-224°C

HRMS (APPI+) m/z: calculado para CsoHsz0Os [M+H]*: 519,2013
encontrado, 519,2019.

RMN 'H NMR (400 MHz, CDClz) 8/ppm:. 8,12 (s, 4H, H2’, H3’, H5",
H6), 7,75 (d, 2H, HB, HB’, J = 15,6 Hz), 7,40 (d, 2H, Ho, Ha™>, J = 15,6
Hz), 6,89 (s, 4H