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RESUMO

A Doenga de chagas ¢ caracterizada como uma doenga tropical negligenciada e ¢ causada
pelo protozodrio Trypanosoma Cruzi, proveniente de triatomineos infectados. Essa
doenca afeta principalmente paises de clima tropical e subdesenvolvidos e, devidos aos
baixos indicadores socioecondmicos, possui indicadores inaceitaveis para seu tratamento
e controle. Outro fator para os baixos indices de tratamento sdao investimentos reduzidos
na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos. O tratamento carece de
desenvolvimento de novos farmacos com melhor aplicacdo na fase crénica e que exibam
menos efeitos adversos. Um dos principais alvos moleculares para o desenvolvimento de
farmacos com atividade tripanocida ¢ a enzima cruzaina, uma cisteino protease do 7.
cruzi, envolvida na nutri¢do, metaciclogénese e diferenciagcdo celular, digestdo intra e
extracelular e no fator de viruléncia do parasita. Mediante estudos computacionais como
ancoramento (docking) molecular, estudos farmacocinéticos envolvendo Administragao,
Distribui¢do, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade (ADMET) e andlise do perfil de
bioatividade, estruturas de bases de Schiff foram investigadas, para as quais as andlises
se deram de forma comparativa com os farmacos comerciais. As bases de Schiff
estudadas neste trabalho possuem esqueleto carbonico  constituido de
diaminomaleonitrila ou alguns aminodacidos, variando-se a por¢ao carbonilada. As bases
de Schiff foram escolhidas para este trabalho, pois sdo acessiveis do ponto de vista
sintético, além de permitirem o estudo das relagdes estrutura-atividade, devido ao grande
nimero de derivados passiveis de sintese. Uma vez realizado o estudo prévio
computacional, bases de Schiff selecionadas foram sintetizadas, caracterizadas e testadas
in vitro contra a cisteino-protease cruzaina e também contra a forma amastigota do 7.
cruzi. Trés dos compostos da série de diaminomaleonitrila apresentaram atividade
moderada contra cruzaina, e duas das quatro estruturas sintetizadas derivadas de
aminoacidos apresentaram atividade moderada, demonstrando que o planejamento
racional de farmacos pode ser uma ferramenta de grande utilidade na sele¢do de
compostos ~ mais  potentes. A estrutura 5 ((2Z2)-2-amino-3-{(E)-[(2-
clorofenil)metilideno]amino } but-2-enedinitrila) que possui um substituinte cloro em orto
apresentou-se como mais ativa da série na inibi¢do da cruzaina. As mesmas estruturas
mais ativas na inibi¢ao da cruzaina foram as mais ativas no ensaio de concentracdo Unica
contra a forma amastigota do 7.cruzi, corroborando com a literatura como principal via
de acdo. Estes resultados sdo muito promissores para o desenvolvimento de farmacos em
uma area que representa um grande problema de saude publica mundial.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Bases de Schiff; Bioinformatica; Cruzaina;

Diaminomaleonitrila.



ABSTRACT

Chagas disease is characterized as a neglected tropical disease and is caused by the
protozoan Trypanosoma Cruzi, originating from infected triatomines. This disease affects
mainly tropical and developing countries and, due to low socioeconomic indicators, has
unacceptable indicators for its treatment and control. Another factor for the low rates of
treatment are reduced investments in research and development of new drugs. The
treatment lacks the development of new drugs with better application in the chronic phase
and that exhibit fewer adverse effects. One of the main molecular targets for the
development of drugs with trypanocidal activity is the enzyme cruzain, a cysteine
protease from 7. cruzi, involved in nutrition, metacyclogenesis and cell differentiation,
intra and extracellular digestion and in the parasite's virulence factor. Through
computational studies such as molecular docking, pharmacokinetic studies involving
Administration, Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicity (ADMET) and
bioactivity profile analysis, Schiff base structures were investigated, for which the
analyzes were given in a comparative way with commercial drugs. The Schiff bases
studied in this work have a carbon backbone consisting of diaminomaleonitrile or some
amino acids, varying the carbonyl compounds. The Schiff bases were chosen for this
work, as they are accessible from the synthetic point of view, in addition to allowing the
study of structure-activity relationships, due to the large number of derivatives that can
be synthesized. Once the previous computational study was carried out, selected Schiff
bases were synthesized, characterized and tested in vitro against the cruzain cysteine
protease and also against the amastigote form of 7. cruzi. Three of the compounds from
the diaminomaleonitrile series showed moderate activity against cruzain, and two of the
four synthesized amino acid-derived structures showed moderate activity, demonstrating
that the rational design of drugs can optimize the selection of more active compounds.
Structure 5 ((2Z)-2-amino-3-{(E)-[(2-chlorophenyl)methylidene]amino } but-2-
enedinitrile) which has a chloro substituent in ortho was the most active of the series in
the attraction of cruzain. The same most active structures in the cruzain sequence were
the most active in the single concentration assay against the amastigote form of 7.cruzi,
corroborating the literature as the main route of action. These results are very promising
for the development of drugs in an area that represents a major public health problem
worldwide.

Keywords: Chagas disease. Schiff base. Bioinformatics. Cruzain.

Diaminomaleonitrile.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA
1.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS (DTN)

As doencas negligenciadas sdo oriundas de parasitas ou agentes infecciosos e
sdo consideradas endémicas em populacdes de baixa renda. Tais doengas sdo, em sua
maioria, de ocorréncia tropical como, por exemplo: dengue, esquistossomose, malaria,
leishmaniose e doenga de chagas (HOTEZ et al., 2008; LINDOSO; LINDOSO, 2009).
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saade (OMS), estas enfermidades estdao
intrinsicamente relacionadas a pobreza e a condi¢des sanitarias precarias, sendo que mais
de 1,7 bilhdo de pessoas estdo contaminadas com ao menos uma dessas doengas (WHO,
2022).

Os paises com menores indices de desenvolvimento humano sdao mais afetados,
sendo que o Brasil ocupou a 84% posicao em 2019, com a pontuagao 0,765, de acordo com
o Human Development Report 2020. Apesar da posicao, o indice do Brasil ¢ considerado
alto pelo mesmo documento (>= 0,800: muito alto; 0,700 - 0,799: alto; 0,550 - 0,699:
médio e < 0,550: Baixo), entretanto ha criticas na literatura quanto as consideragdes dos
indicadores sintéticos, que levam em consideragdo, por exemplo, progresso e
urbanizag¢do, avaliando apenas as médias e ignorando extremos de pobreza e desigualdade
social (GUIMARAES; JANNUZZI, 2005). Uma das dificuldades mais severas em
relacdo a Gestdo de Saude Publica e as DTN esta em obter dados estatisticos ¢ de
mapeamento atualizados e confiaveis. Poucos sdo os dados correlacionados a essas
doencas na literatura e por afetar sobretudo populagdes marginalizadas, acarreta o
problema de subnotificagdes (SALAAM-BLYTHER, 2011). Acredita-se que para cada
caso relatado em coleta de dados, quarenta outros casos nao sao relatados (MUSGROVE;
HOTEZ, 2009).

De acordo com a OMS existem 17 DTN que sdo consideradas prioritarias: Além
da doenca de Chagas, estdo na lista equinococose, trematodose, esquistossomose, dengue,
leishmaniose, hanseniase, filariose, oncocerose, cisticercose, helmintiase, oncocerose,
tracoma, raiva, tlcera de Buruli, treponematose e tripanossomiase africana (WHO, 2009,
2010, 2013). A malaria apresenta uma maior atengdo da comunidade cientifica
internacional, recebendo também uma maior quantidade de recursos e, por isso alguns
grupos podem considerd-la como ndo negligenciada (HOTEZ et al., 2006, 2011;
OSARUMWENSE et al., 2022; PHAM; HOTEZ, 2022), entretanto no Brasil ainda ¢
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considerada negligenciada pelo Ministério da Saide (BRASIL, 2010). Juntamente da
tuberculose, essas doencas sdo alvos da OMS pelo Programa dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel, que visa erradicar as epidemias de malaria e tuberculose
até¢ 2030 (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019).

Entre 1975 e 2004, dos 1556 novos medicamentos registrados no mundo apenas
21 foram para tratamento de doencas negligenciadas, ou seja 1,3%, sendo que juntas,
essas doencgas causam cerca de 750 mil 6bitos anualmente, com um grupo de 13 doencas
sendo responsavel por cerca de 57 milhdes de anos de vida perdidos por ano. A vacinacao
também poderia ser utilizada como forma de controle, tanto isoladamente, quanto
combinada de outros farmacos. Porém, a maior dificuldade que se tem no controle ¢ que
grande parte das DTN sdo zoonoses de mamiferos, sendo necessario também o
desenvolvimento de vacinas veterinarias para controlar a transmissdo (HOTEZ et al.,
2007, 2009).

Boa parte dessas doencas estdo presentes no territdrio brasileiro, com maior
incidéncia em regides de maior pobreza (LINDOSO; LINDOSO, 2009) e,
consequentemente, menor IDH regional como, no norte e nordeste. H4 ocorréncia em
praticamente todo o territorio brasileiro de dengue, tuberculose, hanseniase e
leishmaniose. J4 outras DTN ocorrem em surtos peridodicos, como a oncocercose, que se
limita & area dos indigenas Yanomami (regido norte), e a filariose linfatica, que ocorre
apenas na regido metropolitana do Recife (PE). Outro problema relacionado a essas
doengas ¢ a infeccdo conjunta com HIV (do inglés, Human Immunodeficiency Virus, ou
Virus da Imunodeficiéncia Humana) que pode facilmente se transformar em casos graves
e até morte. (HOTEZ et al., 2008).

Algumas caracteristicas podem ser mapeadas em relag@o a incidéncia das DTN
em todo o mundo. Predominantemente ocorrem onde o sistema publico de satide ndo ¢
consolidado ou ndo recebe aporte financeiro, afetam populagdes que nao sao
representadas politicamente, o que promove como consequéncia a incapacidade de tomar
decisdes de governo ou administrativas para solucionar os problemas de satide e possuem
majoritariamente solugdes efetivas para o tratamento. Infelizmente, devido condigdes
socioecondmicas fragilizadas, essas doengas possuem indicadores inaceitaveis de
tratamento e controle, concomitante com investimentos reduzidos em pesquisa e

desenvolvimento de novos candidatos a fdrmacos. Uma parcela consideravel da
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populacdo enferma com estas doencas permanece sem atendimento, por ndo possuirem
recursos financeiros para o tratamento (WHO, 2010; WHO; UNICEF, 2012).

De acordo com o Laboratorio de Demografia e Estudos Populacionais (LADEM)
da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), a longo prazo o Brasil vem diminuindo
a taxa de pobreza da populacdo, que chegou a ser proxima de 70% em 1970 e ficou em
torno dos 10% em 2010 (ALVES, 2018). Mas essa diminuic¢do ndo ¢ linear: a pandemia
da COVID-19 impactou significativamente na desigualdade social brasileira, superando
o0s 24% em 2020, o que poderia ter chegado em até 32% se nao fossem os beneficios dos
programas de reducdo de desigualdade social, de acordo com o Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatistica (IBGE, 2021).

1.2 DOENCA DE CHAGAS

A doenga de Chagas foi descoberta hd 113 anos em um feito unico na histéria da
medicina, pelo médico brasileiro Carlos Chagas, que ndo apenas identificou o agente
etiologico, como também o vetor e o modo de transmissao da doenga (DIAS et al., 2009).
E causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, parasito que possui um complexo ciclo
biologico (HOARE; WALLACE, 1966; RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Afeta
aproximadamente 8 milhdes de pessoas no mundo e cerca de 25 milhdes vivem em areas
de risco de infecgio (RETANA MOREIRA; RODRIGUEZ SERRANO; OSUNA, 2019).

A transmissao do protozodario ocorre através das fezes do inseto Triatoma, sendo
0 vetor mais comum o 7riatoma infestans, também conhecido como barbeiro. Quando se
alimentam do sangue do hospedeiro, podem contaminar o local da picada, possibilitando
que o parasita chegue até a corrente sanguinea. Geralmente, o enfermo ndo manifesta
sintomas nos anos iniciais da doenca (fase aguda), podendo permanecer assintomatica por
dezenas de anos. O diagndstico muitas vezes ¢ feito apenas na fase cronica, com
tratamentos limitados e com elevados efeitos adversos. A fase cronica, que usualmente
se prolonga pelo resto da vida do hospedeiro, ¢ a mais grave da doenga, na qual pode se
apresentar na forma cardiaca ou na forma digestiva (CLAYTON, 2010). A forma cardiaca
¢ caracterizada pela cardiomegalia que leva a insuficiéncia cardiaca, enquanto a forma
digestiva ¢ caracterizada pelo megaeso6fago ou megacolon, ocasionando problemas na

ingestdo dos alimentos e na defecacdo, respectivamente (RASSI; RASSI; MARIN-
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NETO, 2010). Os dois casos levam a baixa qualidade de vida e morte precoce do paciente
(LINDOSO; LINDOSO, 2009).

Por ser uma DTN, afeta principalmente populagdes pobres, como na América
Latina, onde causa aproximadamente 10.000 mortes por ano e ¢ considerada endémica
(BONNEY, 2014). No Brasil, 72% dos 6bitos relacionados a DTN estdo relacionados
com a Doenca de Chagas (MELO, 2015). Um estudo, considerando todos os estados em
condi¢do endémica, foi feito entre 1989 e 1999, contando com a participagdo de criancas
do ensino fundamental de dez estados brasileiros, sendo eles: Goias, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Sdo Paulo ¢
Tocantins, sendo certificados pela OPAS (Organizacao Pan-americana de Saude) pela
interrupcao da transmissao da doenca de Chagas por Triatoma infestans. Ja nas regioes
amazonicas, a diversidade de territorios silvestres ¢ urbanos favorecem a manifestagao de
T. cruzi selvagens, sendo necessarias agdes especificas para este tipo de local (BELTAO
et al., 2009). Estudos demonstram que hé relagdo direta entre o consumo de acai, que ¢
uma fruta tipica da regidio amazonense ¢ a ocorréncia de doenca de Chagas (NOBREGA
et al., 2009), o que ¢ observado também no consumo de caldo de cana, devido a
contaminagdo destes alimentos com 7. infestans e/ou suas fezes (STEINDEL et al., 2008).

Comercialmente, o tratamento da doenca foi/é feito com compostos
nitroheterociclicos comerciais, como benzonidazol e nifurtimox (Figura 1), os quais
apresentam resultados satisfatorios apenas na fase aguda e causam efeitos adversos
(SALES JUNIOR et al., 2017). Entretanto o nifurtimox teve sua comercializagao proibida
no Brasil por elevada toxicidade, podendo causar alteracdes na estrutura do tecido
cardiaco (PAULAI; SERRANO; TAVARES, 2009), sendo o benzonidazol a tunica
alternativa atualmente disponivel, mas com efic4cia apenas na fase aguda (COURA;
CASTRO, 2002; DIAS et al., 2009). Ha relatos na literatura de reagdes adversas também
para o benzonidazol, que pode afetar cerca de 87,5% da populagdo tratada. Prurido,
erupcdo cutanea, formigamento dentre outros efeitos foram presentes no tratamento de
pacientes no estado do Ceara (PONTES et al., 2010). Outro estudo apontou que, em uma
populacao de até 2854 pessoas, 38% apresentaram pelo menos uma reagdo adversa, sendo
a mais comum a erupcao cutanea (FERREIRA et al., 2019).

Tanto o Nifurtimox como o Benzonidazol agem como pro-farmacos, ou seja,

possuem administracdo em sua forma inativa e, quando metabolizados, se transformam
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em seu derivado, o que pode aumentar a seguranga do farmaco (MAZZETI et al., 2019).
Entretanto, ambos sdao pouco eficazes na fase cronica da doenca, o que, somado ao grande
desinteresse da industria farmacéutica, geram uma urgéncia no desenvolvimento de novos
medicamentos para o tratamento da doenga de Chagas (COURA; BORGES-PEREIRA,
2011). A forma indeterminada (que nao apresenta sintomas) que geralmente ¢ descoberta
apenas na fase cronica da doenca, apresenta cerca de 8% de indice de cura, mas o
tratamento na fase aguda apresenta cerca de 70% de indice de cura para o tratamento com

benzonidazol e 46,6% para o nifurtimox, quando ainda utilizado (FERREIRA, 1990).

Figura 1 — Estruturas quimicas dos fArmacos comerciais, da esquerda para a direita:
benzonidazol e nifurtimox.
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Fonte: O Autor (2022).

1.3 CRUZAINA

A Cruzaina (EC 3.4.22.51) consiste na principal cisteino-protease do 7. cruzi, e
¢ amplamente conhecida na literatura como alvo biolégico validado para estudos
envolvendo a Doenga de Chagas (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2017). A enzima
participa de inimeros processos, tendo como fungdes principais a nutri¢do e a evasao do
sistema imunolégico do 7. cruzi, sendo presente em todo o ciclo de vida do parasito
(BRANQUINHA et al., 2015; SAJID et al., 2011; SAJID; MCKERROW, 2002). Além
disso, possui propriedades antigénicas, o que a torna alvo ideal para o desenvolvimento

de vacinas ou biomarcadores (HERRERA-MAYORGA et al., 2019). A cruzaina ¢
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constituida de dois dominios, sendo um de predominio de folhas-P antiparalelas e outro
de hélices-a, sendo que o sitio catalitico se d4 na interface entre os dois dominios,

conforme demonstrado na Figura 2 (MCGRATH et al., 1995).

Figura 2 — Representacao da cisteino-protease cruzaina. Em amarelo, o dominio de
predominancia de folhas-f antiparalelas. Em rosa, dominio formado
predominantemente por hélices-a. O sitio catalitico ¢ representado pela seta e encontra-
se na interface entre os dominios.

Sitio Catalitico

Fonte: PDB Viewer (ID PDB: 3KKU, 2022).

Seu sitio catalitico ¢ constituido de quatro partes, chamadas S1, S2, S3 e S1°,
sendo a triade catalitica formada pelos residuos Cys25, His162 e Asnl182, fundamentais
para a catélise nucleofilica. O subsitio S2, por ser menos exposto ao solvente, ¢
responsavel pela especificidade da enzima, tendo preferéncia pelos grupos hidrofobicos
do ligante. Entretanto, o residuo Glu208, por possuir carga negativa, pode trazer
interagdes mais polares ou eletrostaticas para a regido.

E fundamentado na literatura que a inibi¢do da cruzaina pode reduzir
consideravelmente cargas parasitarias da doenga, pois parasitas com baixas concentragoes
de cruzaina perdem a capacidade de invadir células do hospedeiro (FERREIRA et al.,

2014). Os principais residuos de aminoécidos sdo — S1: GInl9, Gly23 e Cys25, de S2
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Leul60, Glu208 e Met68, de S3 Leu67, Gly66 Ser64 e Ser61 e de S1° Trp184, Asnl82,
His162 e Aspl6l.

Boa parte dos inibidores da cruzaina sao inibidores peptidicos irreversiveis, que
fazem ligagdes covalente com a enzima (JUDICE et al., 2001). O uso de técnicas
computacionais para o desenvolvimento de farmacos como, por exemplo, a triagem
virtual (VS — sigla em inglés para virtual screening), as relagdes quantitativas de
estrutura-atividade (QSAR - sigla em inglés para Quantitative Structure-Activity
Relantionship) e a ancoragem molecular (AM), possibilitaram a identificacdo de
inibidores potentes ndo-peptidicos, incluindo compostos com interagdes mais fracas que
as covalentes (BORCHHARDT et al., 2010; MOTT et al., 2010). Proteinas como a
cruzaina estdo comumente presentes em bancos de dados, como o Protein Databank
(PDB), onde ¢ possivel baixa-las gratuitamente e realizar os estudos computacionais

necessarios (HUANG; BRINEN; ELLMAN, 2003).

1.4 PLANEJAMENTO DE FARMACOS AUXILIADO POR COMPUTADORES

Na quimica medicinal, as técnicas de modelagem molecular tém sua utilizagao
no Planejamento de Farmacos Auxiliado por Computadores (CADD, do inglés Computer
Assisted Drug Design). Como qualquer procedimento que utiliza computadores, o CADD
depende do uso de programas especificos, alguns disponibilizados comercialmente e
outros que podem ser baixados ou utilizados gratuitamente em sitios de acesso publico na
Internet, como por exemplo o Molinspiration e o SwissADME, que serdo descritos
posteriormente (BARREIRO; FRAGA, 2014).

Majoritariamente, os softwares de modelagem partem de uma proposta inicial,
que pode ser instruida ao programa de diversas maneiras. Estas propostas iniciais podem
ser combinadas com uma pré-otimizacdo da forma desenhada, com a construcdo da
entrada (ou input) em matriz, com o codigo SMILES (do inglés, Simplified Molecular
Input Line Entry System) da molécula, dentre outras formas.

A notagdo SMILES ¢ a comumente mais utilizada em programas de Quimica
Computacional e consiste na representacdo linear de uma molécula ou fragmento
quimico. Foi relatada pela primeira vez em 1983 por Ronald Read, da Universidade de
Waterloo no Canadd e que foi especialmente desenvolvida para programas de

computadores utilizados pelos quimicos, com a principal caracteristica no aumento de
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velocidade de importagdo e exportagdo de estruturas entre distintas plataformas, mas
sempre mantendo a informacgao estrutural da molécula (READ, 1983). O SMILES entao
foi projetado para ser intuitivo ao computador: apods a entrada da férmula estrutural no
programa desejado, a propria maquina recodifica essa estrutura para um esquema de
caracteres linear, que pode ser compreendido por praticamente qualquer outro programa
que venha a ser utilizado posteriormente.

Entretanto, ¢ relativamente dificil para uma pessoa nomear uma molécula em
notagdo SMILES, devido sua economia excessiva de caracteres e uso excessivo de regras
hierarquicas com base no tamanho da notagdo final, mas o poder computacional
disponivel atualmente resolve a tarefa designada em poucos segundos (WEININGER,
1988). Alguns exemplos de significados das notagdes SMILES podem ser observadas no

Quadro 1.

Quadro 1- Exemplos de notacdes SMILES utilizadas para construg¢ao de estruturas em
softwares de quimica computacional.

Significado Simbolo Exemplo

Ligacdo dupla | = (igual) C=C

Ligacdo tripla | # (cerquilha) C#N que corresponde a C=N

Ciclo 1 para atomo inicial e 1 para | CICCCCC1 representa 0
atomo final ciclohexano

Aromaticidade | Representacdo do ciclo em | clcceecl representa o benzeno
caracteres minusculos*

* Possui outros tipos de representagdes. Fonte: O Autor (2022).

Partindo-se das informagdes de entrada entdo, predominantemente, procura-se o
minimo de energia; quanto mais perto do minimo o modelo inicial for, mais facilmente e
rapidamente o software ird convergir, ou seja, encerrar a tarefa (BARREIRO; FRAGA,
2014). Diversas aproximagodes podem ser feitas nestes calculos, entdo o relevante ¢ saber
o resultado almejado e qual sua precisdo. Alguns célculos sdo feitos considerando a
molécula no vacuo; ja outros consideram o possivel solvente. Em outras situagdes, porém,
¢ interessante o estudo de moléculas em estados de maior energia, por exemplo, para o

estudo de um estado de transi¢cao ou reacao quimica. Na quimica medicinal, estes estudos
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podem ser interessantes por trazerem a tona andlogos de estados de transi¢do

(BARREIRO; FRAGA, 2014).

1.4.1 ADMET - Absorcio, distribuicio, metabolismo, excrecio e toxicidade

O estudo do metabolismo de farmacos compreende parametros farmacocinéticos
diretamente ligados a eliminagdo dos mesmos, essenciais para investigar o transporte por
barreiras fisiologicas, a sua distribui¢do nos oOrgdos-alvo e consequentemente sua
aplicabilidade terapéutica (BOYER et al., 2007). Os estudos de ADMET sao de grande
relevancia na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, sendo fundamentais para
total compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos nos referidos processos, para
os quais os estudos podem ocorrer por vias in vivo, in silico € in vitro. As vantagens da
utilizacdo de metodologias in silico, como ¢ um dos objetos de investigagdo desta
pesquisa, estdo atreladas a investigagdo de forma inicial, de inumeros farmacos,
descartando limitacdes tanto de caracteristicas farmacocinéticas quanto de toxicidade,
tornando mais previsivel o potencial uso terapéutico (BOYER et al., 2007; EKINS et al.,
2006).

Quanto ao estudo farmacocinético das moléculas candidatas, a identificagdo de
inibidores P450 faz-se necessario. O citocromo P450 ¢ uma familia de hemoproteinas
responsavel por diversas atividades bioldgicas, como biossintese de antibidticos,
catalisadores e metabolismo de drogas em mamiferos (DANIELSON, 2002). Mais de 30
citocromos P450 ja foram identificados em humanos e os seis principais (CYP1AZ2,
CYP2C19, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 e CYP3AS) sdo responsaveis por metabolizar
mais de 90% dos farmacos (WU et al., 2019). Devido tal importancia, identificar inibigdes
em CYP ¢ altamente desejavel. Como os ensaios experimentais de inibi¢ao de citocromos
sdo demorados e custosos, modelos in silico vém sendo utilizados e desenvolvidos nos
ultimos anos, com modelos que chegam a atingir precisdes superiores a 96% (LI et al.,
2018).

Uma plataforma online e gratuita que vem sendo bastante utilizada na etapa in
silico, para célculo de propriedades metabdlicas, ¢ o SwissADME. Esta ¢ caracterizada
por ser de uso facil e robusto, para a qual € possivel predizer diversas propriedades como

lipofilicidade, solubilidade, druglikeness, caracteristicas de administragao oral do
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candidato, dentre outras. Na Figura 3, ¢ possivel observar o calculo das propriedades

ADME para o farmaco Benzonidazol.

Figura 3 - Exemplo de calculo de propriedades metabolicas do farmaco Benzonidazol
utilizando a ferramenta SwissADME.
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Fonte: SwissADME (2022).

Os modelos computacionais ADMET podem ser classificados em duas
categorias principais: empiricos € mecanisticos (YU; ADEDOYIN, 2003). Nos modelos
empiricos, ferramentas estatisticas sdo utilizadas para explorar relagdes, lineares ou ndo
lineares, entre os descritores estruturais e os parametros observados (CLARK, 1999; LIU;
SUN; SO, 2001). Por serem mais simples matematicamente em relacio ao modelo
mecanistico, sdo responsaveis pela maioria dos modelos disponiveis atualmente. Esses
modelos requerem um custo computacional muito baixo e, como consequéncia, t€ém alto
rendimento de até milhares ou milhdes de moléculas por hora, sendo o suficiente para
atender as necessidades mais exigentes (YU; ADEDOYIN, 2003). Por outro lado, os
modelos mecanisticos, usam métodos de mecanica quantica para calcular as interagdes

atdmicas entre pequenas moléculas e macromoléculas, por exemplo, enzimas ou proteinas
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transportadoras, que estdo envolvidas em um determinado processo (JONES;
KORZEKWA, 1996; JONES; MYSINGER; KORZEKWA, 2002). Eles requerem
estruturas 3D de ligantes e macromoléculas e, portanto, sio bem mais custosos que os

modelos empiricos.

1.4.1.1 Toxicidade via ProTox-II

A toxicidade dos candidatos a firmacos pode ser estimada na etapa in silico via
ProTox-II, uma ferramenta Web que, através de propensdes de fragmentos, cria um
modelo empirico preditivo baseado em dados in vitro e in vivo (BANERJEE et al., 2018).
E mensurada via LDso (mg kg™'), que é a dose letal na qual 50% dos individuos morrem
apds exposi¢ao ao composto.

As classes de toxicidade sdo baseadas no ranking GHS (Globally Harmonized
System) do Departamento de Trabalho dos Estados Unidos, o qual possui seis niveis
distintos de classificacdo: Classe 1: fatal se ingerido (LDso < 5 mg kg!) Classe 2: fatal se
ingerido (5 mg kg! < LDso < 50 mg kg'!) Classe 3: téxico por ingestdo (50 mg kg™! <
LDso < 300 mg kg™!) Classe 4: prejudicial se ingerido (300 mg kg™! < LDso <2000 mg kg’
1) Classe 5: pode ser prejudicial se ingerido (2000 mg kg™ < LDso < 5000 mg kg™!) Classe
6: ndo toxico (LDso > 5000 mg kg') (UNITED STATES DEPARTMENT OF LABOR,
1994). Dentro da ferramenta, além das classificagdes de toxicidade, ¢ possivel observar
também a acurdcia da predi¢do, a similaridade média e a comparagdo da molécula de
entrada com a base de dados em relagdo a massa molar e ao valor de LDso, como pode

ser observado na Figura 4.
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Figura 4 - Exemplo de calculo de toxicidade do farmaco Benzonidazol no ProTox-II.
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1.4.2 Bioatividade

Quando se planeja uma nova potencial molécula candidata a farmaco,
compreender o comportamento dos grupos funcionais ¢ necessario. O conhecimento
destes grupos pode apontar mais facilmente para uma estrutura de sucesso e,
consequentemente, otimizar tempo de trabalho. Tanto conhecimento de grupos
farmacoforicos quanto auxoforicos sdo interessantes, juntamente de um arranjo espacial
conveniente (BLANN, 1995; GOODFORD, 1984; HOLLENBERG, 1990).

Para estas caracteristicas, alguns niveis de complexidade sdo sugeridos. Por
exemplo, fatores como massa molecular, temperatura de fusdo e constante dielétrica sao
simples de serem obtidos. Enquanto para fatores bidimensionais (2D), como isomeria e
estereoquimica, apresentam um nivel intermediario na dificuldade de obten¢ao. Questdes
relacionadas aos fatores tridimensionais (3D), como conformagdo e interacdo com o

biorreceptor, sdo mais complexos de serem obtidos (BARREIRO; FRAGA, 2014). Estas
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caracteristicas em comum, que um farmaco precisa ter para o tratamento de determinada
doenga, influencia em sua bioatividade, que pode ser mensurada quantitativamente.

No programa Molinspiration, que foi utilizado neste trabalho para calculos de
bioatividade, ndo se utiliza de uma Unica pontuacdo para todas as classes de farmacos,
mas concentra-se em classes de farmacos especificos e no desenvolvimento de uma
pontuagdo de atividade especifico para cada uma dessas classes. O método utiliza
estatisticas Bayesianas sofisticadas para comparagao de estruturas de ligantes bioativos
em um determinado alvo com estruturas de moléculas para identificar propriedades
estruturais e fisico-quimicas. Cada tipo de firmaco possui uma curva de pontuagdo
especifica, conforme observado na Figura 5. O programa ¢ bastante conceituado na

literatura, tendo até a realizagao deste trabalho cerca de 5000 citagoes.
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Figura 5 - Curva em vermelho: conjunto de milhares de compostos e sua respectiva
pontuacado para inibi¢cdo da protease, grupo qual a cruzaina se encaixa; em cinza:
pontuagdo do conjunto geral de cerca de 100.000 moléculas para inibi¢do da protease.
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Fonte: Molinspiration (2011).

Conforme Verma et al., quando a pontuagdo ¢ inferior a -0.5, o candidato pode
ser considerado inativo. Entre -0.5 e 0, pode ser considerado moderadamente ativo e
pontuagdes superiores a 0.5, os candidatos sdo considerados mais propensos a possuirem

atividades biologicas (VERMA, 2012).

1.4.3 Ancoragem Molecular

A ancoragem molecular (AM), ou docking molecular consiste na definicdo da
orientacdo e conformacao (denominada pose) do ligante perante o receptor. Em inimeros
casos, a estrutura cristalografica do receptor estd disponivel em bancos de dados on-line
e gratuitos, como o Protein Databank (PDB), juntamente de um ligante cocristalizado,
conforme exemplo da Figura 6. Com isso, a pose inicial ¢ facilitada, sendo a mais préxima
possivel da realidade (BARREIRO; FRAGA, 2014). O desenvolvimento dos bancos de
dados cristalograficos também afeta diretamente a progressdo da ancoragem molecular e
de outras técnicas in silico para o estudo de candidatos a farmacos, com um ntimero cada
vez maior de proteinas e com melhores resolucdes (BERMAN et al., 2000).

No docking, o objetivo ¢ buscar os ligantes que possuem atributos

estereoquimicos e eletrostaticos para se alcancar altas afinidades de interagao com o alvo
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(FERREIRA et al., 2015). Em geral, sdo aplicados filtros prévios para uma pré-selecao
antes do procedimento de AM, que t€ém como base o calculo de propriedades fisico-
quimicas e/ou farmacoldgicas, como por exemplo ADMET e bioatividade, ou da
similaridade com compostos ativos conhecidos, entre outros (BARREIRO; FRAGA,
2014).

Um dos maiores desafios relacionados com a AM consiste na consideracao das
aguas cristalograficas. Muitas vezes, essas moléculas de agua estdo presentes proximas
ao sitio ativo da proteina, interagindo com bolsdes e interferindo na analise de AM.
Estima-se que cerca de 65% das estruturas depositadas em bancos de dados possuem ao
menos uma molécula de dgua no sitio ativo da proteina, o que faz com que seja necessario
considera-las como parte da estrutura a ser inibida ou permitir seu deslocamento pelos
ligantes ancorados (BISSANTZ; KUHN; STAHL, 2010; KLEBE, 2006) .

A partir de 1980, o docking molecular foi uma ferramenta crucial para o a
descoberta e compreensao de novos farmacos. As formas com que os ligantes interagem
com o receptor, até a compreensdo dos sitios e subsitios cataliticos foram possiveis
através desta técnica. Além disso, fungdes de pontuacdo podem prever energias de
ligacdo, de acordo com termos correlacionados associados ao algoritmo (HUANG; ZOU,

2010; LOPEZ-VALLEJO et al., 2011).
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Figura 6 - Exemplo de ancoragem molecular realizada no programa Hermes — GOLD,
utilizando a proteina 3KKU do PDB com o ligante Benzonidazol (10 melhores poses
utilizadas). Imagem gerada no Dyscovery Studio Visualizer v21.1.0.20298.

Fonte: O Autor (2022).

Existem dois tipos de métodos para se buscar a melhor pose no docking
molecular: o método estocastico e 0o método sistematico. No método sistematico, o ligante
¢ dividido em varios fragmentos que sdo otimizados e sequencialmente adicionados até
que se forme a estrutura completa. Sofwares como Surflex e DOCK utilizam desse
método (FERREIRA et al., 2015). J4 no método estocastico, geralmente utilizam-se
algoritmos genéticos, que codificam os parametros de uma estrutura em um cromossomo
o qual ¢ representado por um vetor. A partir de uma populacao inicial de cromossomos,
cada vez ela ¢ mais adaptada e possui favoravel existéncia (energia mais baixa, por
exemplo) (KROVAT; STEINDL; LANGER, 2005). Programas como o AutoDock e o
Gold, utilizado neste trabalho, utilizam o método estocéastico (GOODSELL; MORRIS;
OLSON, 1996; JONES et al., 1997).

Uma vantagem da AM perante outras técnicas como Dindmica Computacional
¢ o tempo mais curto dos calculos e a necessidade de maquinas mais simples. Isso
acontece porque a proteina ¢, dentro dos calculos de AM, considerada tipicamente rigida,
0 que ¢ chamado de ancoramento rigido. Entretanto, alguns grupos podem ser
flexibilizados para melhorar a acurdcia do calculo, como os grupamentos amino e

hidroxila, no chamado ancoramento semirrigido. A segunda razao da rapidez do AM ¢ o
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uso de algoritmos altamente eficientes para a busca de solugdes de problemas que

envolvem muitas variaveis (JONES et al., 1997).

1.4.3.1 Grdfico de Ramachandran

O grafico de Ramachandran foi proposto pelo mesmo e Sasisekharan em 1968
com o objetivo de fornecer um método matematico para se avaliar a conformagao de
proteinas e polipeptideos (RAMACHANDRAN; SASISEKHARAN, 1968). A forma
encontrada de se fazer isso foi utilizando os chamados “parametros internos”, que
correspondem a relagdes entre atomos que compdem a macromolécula, as quais deram
origem aos termos phi e psi, que correspondem respectivamente, aos angulos de Ci-1-Ni-
Caifa)i-Ci € Ni-Caifa)i-Ci-Ni+1. Estes angulos representam as conformagdes mais favoraveis
(de mais baixa energia) devido ao efeito estéreo, ou seja, a correlacdo entre esses angulos
pode fornecer o quiao conformacionalmente correta estd uma proteina ou polipeptideo
(KLEYWEGT; JONES, 1996). Quando uma estrutura cristalografica ¢ obtida, os
principais problemas podem ser: baixa resolucdo, informacdes de difracdo incorretas,
moléculas de aguas indevidas e orientagdes incorretas e o grafico de Ramachandran
permite que esses equivocos sejam localizados para posteriores corregdes.

A construgdo do grafico basicamente divide-se em quatro regides: favorecida,
adicionalmente permitida, generosamente permitida e proibida, sendo que uma boa
estrutura deve possuir a maior parte dos residuos na regido favorecida e poucos residuos
naregido proibida (KLEYWEGT; JONES, 1996). A popularidade deste mapa tem relacao
direta com o lancamento do programa ProCheck, o qual facilitou a sua construgao

consideravelmente (LASKOWSKI et al., 1993).

1.4.4 Teoria do Orbital Molecular (TOM)

A teoria do orbital molecular descreve tendéncias a um comportamento de uma
densidade eletronica em uma molécula matematicamente, através da combinacdo de
orbitais atdmicos, que sdo denominadas fun¢des de onda, explicando como consequéncia
as ligagdes covalentes (JEAN; VOLATRON; VOLATRON, 1993). Essas combinagdes
formam os denominados orbitais moleculares, que possuem esta nomenclatura pois
pertencem a molécula toda e ndo representam apenas um atomo em si. Assim como um

orbital atobmico, o orbital molecular descreve uma regido espacial na qual os elétrons
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possuem maior probabilidade de serem encontrados (MCMURRY, 2008). Além das
ligacdes covalentes, a TOM explica o comportamento de sélidos de maneira geral, como
por exemplo em ligagdes metalicas e inclui uma extrapolacao para o modelo i6nico de
ligagdo (ANDERSON; BURDETT; CZECH, 1994; PIMENTEL, 1951).

O orbital molecular formado pela combinagdo linear de orbitais atdbmicos que
possui menor energia que os mesmos orbitais atdmicos afastados ¢ chamado de orbital
molecular ligante. O que caracteriza este tipo de orbital ¢ que a densidade de
probabilidade ¢ maior tempo na regido entre os dois nucleos, o que faz com que esses
atomos se unam, apresentando menor energia. Quando a combinagao de orbitais atdmicos
for fora de fase, encontram-se afastados e denominam-se orbitais moleculares
antiligantes, fazendo com que os elétrons se distribuam fora da regido internuclear,
apresentando maior energia devido a fendmenos de repulsdo interorbitais. Essas
combinagdes fazem com que combinagdes de orbitais atdmicos aditivas e subtrativas
formem como resultado novos orbitais, Unicos para a estrutura, denominados orbitais
moleculares (MCMURRY, 2008).

Quando orbitais atomicos do tipo s, por exemplo, se combinam, podem formar
dois tipos de orbitais moleculares: orbital molecular sigma ligante (o) e orbital molecular
sigma antiligante (o*). O orbital atobmico de formato esférico da origem ao orbital
molecular oval (ligante) e ao orbital com formato de haltere alongado (antiligante).
Quando orbitais do tipo p interagem, devido seu formato de haltere, as combina¢des mais
comuns sdo feitas lateralmente, formando os orbitais moleculares do tipo pi ligante () e
pi antiligante (m*). Quando apresentam os lobulos com mesmo sinal algébrico
direcionados (mesma fase), apresentam o orbital molecular do tipo & ligante. Ja quando
l6bulos com sinais algébricos distintos estdo direcionados (fases distintas), os orbitais sdo
chamados de = antiligante, conforme exemplo do butadieno demonstrado pela Figura 7.
Elétrons nos orbitais mais proximos ao nucleo, ou seja, orbitais de mais baixa energia,
nao influenciam significativamente nas ligagdes quimicas, tratando-se de orbitais nao
ligantes (JEAN; VOLATRON; VOLATRON, 1993).

As fungdes de onda podem informar a probabilidade de se encontrar um elétron
em qualquer regido especifica, a afinidade eletronica, a energia de ionizagdo,

comprimentos e angulos de ligacao dentre outras propriedades. Estas propriedades sao
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calculadas a partir de modelos que realizam célculos de estrutura eletronica, que serdo

abordados na proxima secao, através de computadores que manipulam essas fungoes.

Figura 7 - Diagrama de nivel de energia dos orbitais moleculares do butadieno
(Estruturas calculadas e imagens produzidas usando HF/6-31G* em Spartan '04 Student
Edition ¢ ChemDraw Ultra 11.0).
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Fonte: Wikipedia Commons (2009); Autor: Ben Mills.

1.4.5 Calculos de Estrutura Eletronica
Como nao sdo conhecidas solugdes analiticas para a equacao de Schrodinger em
sistemas de muitos elétrons, métodos aproximativos sdo utilizados para resolvé-la. A
obtencdo da energia eletronica oriunda desta solucdo permite que propriedades
moleculares sejam estudadas com uma exatidao satisfatéria, dependendo do método a ser
utilizado. Mecanismos de reacdo e estados de transi¢do também podem ser estudados,
sendo possivel a obtengao de informagdes importantes acerca da reatividade quimica e
energia de ativacao de um sistema (FREITAS; OLIVEIRA, 2018).
Dentre os modelos mais utilizados para representar a estrutura eletronica de
sistemas microscopicos pode-se citar o Hartree-Fock (HF) e o DFT. O Hartree-Fock

possui como solugdo aproximada da equacdo de Schrodinger a combinagdo linear de
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orbitais atdmicos. Ja o DFT, de acordo com o primeiro teorema de Hohenberg e Kohn,
possui a energia potencial v(r) em um campo externo como funcional da densidade
eletronica. A principal limitacdo do método HF consiste em considerar uma combinagao
linear das fungdes de onda para cada elétron, na chamada aproximagao orbital, entretanto
essa aproximacdo ndo considera a interacdo elétron-elétron, ndo descrevendo
adequadamente o sistema nesse quesito. Os métodos pds-HF buscam resgatar a energia
de correlagdo com a maxima acuracia possivel, como por exemplo métodos de interagao
de configura¢des (do inglés, Configuration Interation; CI) que usam a combinagao linear
dos determinantes de Slater e métodos de muitos corpos, que pode ser perturbativo (Ex.:
Moller—Plesset de segunda, terceira, quarta ordem, etc.) ou cluster acoplado (do inglés,
coupled-cluster; CC), que trata o sistema como varios pequenos aglomerados com uma

quantidade limitada de elétrons (MORGON; CUSTODIO, 2001).

1.4.5.1 Teoria do Funcional da Densidade

O DFT (do inglés, Density Functional Theory), ¢ um método de calculo de
estrutura eletronica que se baseia nos teoremas de Hohenberg e Kohn, propostos pelos
mesmos em 1964 (HOHENBERG; KOHN, 1964). O primeiro teorema diz que a energia
potencial em um campo externo (v(r)) € funcional da densidade eletronica, ou seja, ao
invés de resolver uma funcao de onda para cada elétron, utilizam-se as densidades
eletronicas (¥?) para se obter a energia da estrutura (HASSAN et al., 2015). A densidade
eletronica ¢ entdo expressa como uma combinagdo linear de fungdes de bases, onde cada
orbital atobmico ¢ descrito por um coeficiente denominado base, e um conjunto de bases
pode representar a densidade eletronica de molécula. Ja o segundo teorema de Hohenberg
e Kohn considera que, quando muito préximo ao nucleo, o elétron possui funcao de onda
semelhante ao orbital atdmico desse atomo. Por exemplo, se um elétron esta préximo do
nucleo de um atomo de carbono, este possuird funcdo de onda similar a um orbital 1s.

Walter Kohn e Lu Jeu Sham, desenvolveram, em 1965 a primeira forma de
resolver aproximadamente a equacdo de Schrodinger com muitos elétrons, nas
conhecidas equacdes de Kohn-Sham, utilizando-se o funcional da densidade (KOHN;
SHAM, 1965). O operador, chamado operador de Kohn-Sham, ¢ dado pela seguinte

equacao:
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Com Vy tratando-se do funcional de troca e correlagdo, discutido em 1.4.6.2.
Os termos em (n) apresentam-se em fungdo da densidade e (r) em fungédo da posigdo. r' é
oriundo do principio variacional, calculando-se a variagdo em r. Assim como o método
HF, o DFT também ¢ um método iterativo, ou seja, gera solugdes cada vez mais proximas
através de um campo auto consistente onde as iteragdes sao executadas, até¢ um limite de
truncamento estipulado pelo usudrio. Considera-se que o calculo convergiu quando o
limite estipulado pelo wusuario ¢ atingido. Quando se realiza o ensaio
computacionalmente, utiliza-se de um procedimento no qual a energia ¢ minima no estado
fundamental, representada pela densidade O(r), calculando-se a primeira energia potencial
de Kohn-Sham. Este potencial ¢ entdo inserido no operador de Kohn-Sham que, quando
solucionados, ddo origem aos orbitais atdmicos, moleculares e energias correspondentes.
Com os orbitais obtidos, calcula-se a proxima densidade n(r), calculando-se nova energia
potencial de Kohn-Sham e inserindo-a no operador de Kohn-Sham, assim

sucessivamente, até o ponto de convergéncia (ALCACER, 2007).

Em relagdo ao tratamento do nticleo, o método DFT trabalha com a aproximagao
de Born-Openheimer, a qual considera o nucleo estatico. O operador hamiltoniano
originalmente representado por H = Tx + Tk + Ve + Vee + Vnn, onde T representa a
energia cinética e V representa a energia potencial e os subescritos N nucleo e E elétron,
passa a ser Hg = Tg + Vng + Vi e portanto Hg ¥k = E W, originando o denominado

hamiltoniano eletronico (TRZESNIAK, 2002).

Além de estudos envolvendo comprimentos de ligagdo, angulos de ligagdo,
orbitais moleculares, pardmetros termodindmicos e calculos de frequéncia dentre outros

diversos (MORGON; CUSTODIO, 1995), atualmente estudos de DFT sao utilizados
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também para estudar a correlagdo estrutura-atividade de candidatos a farmacos (DE
OLIVEIRA et al., 2022; TAVARES, 2022). Entretanto, apdés décadas de
desenvolvimento, o método DFT nao foi capaz de resolver problemas utilizando um tinico
funcional, o que faz com que para se utilizar o modelo com eficiéncia, o conjunto de bases
e funcionais deve ser adequado (BECKE, 2014). Bibliotecas como LibXC e Basis Set
Exchange (BSE) estao disponiveis publicamente para consultas tanto de funcionais

quanto de bases.

1.4.5.2 Funcionais
Ao utilizar o método de separacdo de variaveis, obtém-se a equagdao de

Schrodinger independente do tempo, de acordo com a equagao abaixo:

[~ 72+ V()| w0 = R ()

Em que r é o vetor posi¢cdo, o termo entre colchetes representa o operador
hamiltoniano e V (nabla) representa o operador Laplaciano, que ¢ descrito por:
l72=ii(rzi>+—1 i(sené’i)+—1 o
r2or\ 0dr/ r?senf 06 08)  r?sen 26 d0¢?
Em que r, 6 e ¢ representam as coordenadas esféricas, onde r representa a
contribui¢do radial e 6 e ¢ as contribuicdes angulares. A equagdo de Schrodinger

independente do tempo para um dtomo multieletronico (Ex.: Hélio) ¢ dada por:

2 h? 2
-2 V2 — V2 Y (R, 7,7
< oM 2m, 't 2m, 2) (R,11,77)

< 2e? 2e? e?

=3 — =3 — + — —
deg IR—7 | 4meg IR -7, || 4meo Ty =13 |l
= E¥(R,7,73)

)wﬁﬁﬁ)

Onde M ¢ a massa do nucleo, m, ¢ a massa do elétron, R & o vetor posicdo do
nucleo de Hélio, 77 e 7, vetores posi¢do dos dois elétrons, €, € o fator de amortecimento,
V2 é o operador Laplaciano em relagdo a posi¢do do nucleo, VZ e V# é o operador
Laplaciano em relacio a posicdo dos elétrons e e é a carga elementar (1,6 x 10'° C). O
termo destacado em negrito trata-se da energia potencial de repulsdo intereletronica, o
qual ndo possui solucao analitica e ¢, talvez, uma das dificuldades mais acentuadas

quando tratam-se de calculos de estrutura eletronica (MCQUARRIE; SIMON, 1997).
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Para buscar valores proximos aos reais, a energia potencial de repulsdo
intereletronica ¢ obtida pelo termo de troca e correlagdo, o qual ¢ aproximado pelo
funcional de troca e correlagdao. Existem alguns tipos de aproximagdes possiveis, como
por exemplo a LDA (do inglés, Local Density Aproximation) e a GGA (Generalized
Gradient Aproximation). A aproximagdo LDA utiliza a solugdo analitica de um gas de

densidade eletronica homogénea, de acordo com a equagao abaixo:

Exc = B¢ = [ n(M[e(n(1) + ec(n(r)] dr
Onde ¢, € a energia de troca do gas, o qual possui solucdo analitica e &, ¢ a
energia de correlagdo, a qual ¢ calculada. Um exemplo de funcional LDA ¢ o K-ZLP, o
qual possui contribuicdo da energia cinética da estrutura (FUENTEALBA; REYES,
1995). J& a aproximacao do tipo GGA (do inglés, Generalized Gradient Aproximation)
propde que o funcional de troca e correlagdo seja definido em termos de densidade e

variagdo espacial, conforme equacgdo abaixo:

Exc = ECh = [ f(n(r), Vn(r)) dr
Onde n(r) ¢ a densidade e Vn(r) a variacdo espacial da densidade. Funcionais
como BLYP e PBE sdo exemplos de op¢des de funcionais para a fung¢do f. Outros
funcionais mais robustos como meta-GGA (Ex.: TPSS) e hyper-GGA (Ex.: B3LYP)
também podem ser utilizados, sendo que o funcional B3LYP atualmente ¢ o de maior

uso em DFT devido sua possibilidade de parametrizagdo (VARELA JUNIOR, 2011).

1.4.5.3 Bases

A representacdo de uma fun¢do matematica que descreve um orbital molecular

pode ser chamada de funcdo de base, que pode ser descrita da seguinte forma:
Vi = .Cijpj

onde c;jj representa o coeficiente da funcdo, @;j representa a funcdo que descreve
os orbitais atdbmicos e ; representa o orbital molecular, resultante da combinacao linear
de orbitais atomicos.

A um grupo de bases da-se o nome de conjunto de bases, com cada fungao de
base representando a descrigdo de um orbital atdmico. A necessidade de grandes
conjuntos de bases relaciona-se com a representacdo da distribuigdo eletronica em orbitais

mais internos. Podem ser utilizadas técnicas para se substituir os elétrons de “carogo” por
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funcdes potenciais que representem esses elétrons, sem utilizar fun¢des de onda para
representar a regiao (TELLO, 2016).
As bases podem ser do tipo gaussianas (GTO) ou de Slater (STO). As bases de

ar_que faz com que as regioes

Slater sao construidas através de funcdes do tipo ¢(r) =e~
mais proximas do nicleo sejam mais bem descritas. Todavia, a utilizacdo desse tipo de
funcdo apresenta um custo computacional mais alto, o que faz com que as fungdes do tipo
GTO sejam mais difundidas. As fungdes do tipo GTO (¢p(r) = e~ %"2) apresentam
integrais mais simples e de menor custo computacional, além de ser possivel combina-las

linearmente para se aumentar a acurdcia do sistema, conforme Figura 8 .

Figura 8 — Em laranja: funcdo GTO-2G (combinacao linear onde nG representa o
nimero fun¢des combinadas). Em azul: GTO-4G. Em vermelho: GTO-6G. Em verde:
funcao do tipo STO.

% B =2 0 2 7 6

Fonte: GeoGebra (2022).

Diferentes bases podem apresentar diferentes valores de energia para um mesmo
sistema, devido a ponderacdes particulares em cada uma delas. Por exemplo, o conjunto
de bases def2-SVP apresenta seis fungdes para descrever o atomo de carbono, atingindo
até o orbital d. Para uma fungao do tipo def2-TZVP, onze fung¢des descrevem o atomo de

carbono, sendo possivel descrever até o orbital . J4 uma fun¢do do tipo def2-TZVPP
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apresenta 17 fungdes que descrevem o atomo de carbono, sendo possivel descrever até o

orbital g (WEIGEND; AHLRICHS, 2005a).

1.4.6 Dinamica Molecular

Dinamica molecular (DM) trata-se de um conjunto de metodologias de
simulagcdo computacional utilizadas para resolver sistemas de mecanica estatistica, onde
estudam-se o movimento das particulas envolvidas com a utilizagdo de campos de forca
(MARTINEZ; BORIN; SKAF, 2007). Estudos em uma determinada faixa de tempo de
uma estrutura quimica pode fornecer propriedades interessantes, como ligacdes de
hidrogénio estaveis, difusdo, RMSD, dentre outros.

As conformacdes obtidas via DM baseiam-se na solugdao da segunda Lei de
Newton, fazendo parte do conjunto de métodos classicos de quimioinformatica, em
oposi¢cdo aos métodos quanticos ja descritos. Para descrever o movimento através da
segunda lei, € necessario que se conhega a massa ¢ a forca aplicada sobre cada atomo. A
forca vem da temperatura, que fornece a energia necessaria para que os atomos sejam
deslocados, mas como dificilmente um atomo encontra-se isolado e sim, interagindo com
outros através de ligacdes quimicas ou interagdes intermoleculares, sdo necessarios
conjuntos de equagdes para realizar a descricdo completa. A este conjunto de equagdes
denomina-se campo de for¢a (VERLI, 2014).

A descricao do solvente nas andlises por DM ¢ relevante e frequentemente
utilizada. Dois grupos sdo majoritariamente descritos na literatura: solvatacao explicita e
solvatacao implicita. Enquanto a solvatagdo explicita apresenta os atomos fisicamente no
sistema, a solvatacdo implicita apresenta o solvente através de cargas pontuais utilizando
sua constante dielétrica, economizando significativamente o custo computacional do
calculo. Atualmente a caixa clbica de solvatagdo ¢ a mais utilizada, mas caixas
octaédricas e dodecaédricas também sao comuns e podem simplificar o calculo devido a
possuirem 77% e 71%, respectivamente, do volume da caixa ctubica (VERLI, 2014).

E comum a combinagio de DM com outras ferramentas como o docking
molecular para o planejamento racional de fArmacos, investigando-se fung¢des bioldgicas
de biomoléculas e seus respectivos complexos proteina-ligante (NAMBA; DA SILVA;

DA SILVA, 2008). Diversos programas estao disponiveis para realizagdo de simulagdes
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DM, como por exemplo AMBER (CASE et al., 2008), GROMACS (ABRAHAM et al.,
2015) e CHARMM (BROOKS et al., 2009).

1.5 BASES DE SCHIFF

A reagao de formagao de bases de Schiff, foi relatada inicialmente na literatura
em 1864, por Hugo Schiff (DA SILVA et al., 2011). As bases de Schiff sdo compostos
sintetizados a partir da reacdo de condensacdo de uma amina primaria (ou amonia) com
um composto carbonilico ativo, resultando na estrutura R.C=NR' (R' # H) (Figura 9),
grupo organico relevante dentro das classes de compostos semelhantes as carbonilas,
sendo comumente utilizadas como ligantes em complexos metalicos (COZZI, 2004). Por
terem suas propriedades estéreas e eletronicas modificadas, podem ser muito versateis,
alterando-se os substituintes no anel dos compostos carbonilados aromaticos ou os
substituintes na cadeia alifatica de carbonilas ativas e as aminas apropriadas (GHOSH et

al., 2019; LARROW et al., 1994).

Figura 9 - Mecanismo de reagao da formacgao de bases de Schiff em presenga de acido

protico.
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Ao variar os possiveis substituintes dos derivados do aldeido ou cetona e de uma
amina, ¢ possivel se obter inimeros compostos, obtendo-se diferentes propriedades
estéreas e eletronicas. Somando-se a facilidade de obtencdo sintética com o majoritario
baixo custo de reagentes, ¢ possivel observar a grande versatilidade de tais compostos,
sendo essa uma caracteristica fundamental para o desenvolvimento de farmacos
(LARROW et al., 1994). Por conseguinte, as bases de Schiff sdo amplamente estudadas,
devido a sua bioatividade, como agentes antitumorais (SUN et al., 2021; WANG et al.,
2001), antibacterianos (BORUAH et al., 2021; DHUMWAD; GUDASI; GOUDAR,
1994), antifungicos (GULERMAN; ROLLAS, 2001; WEI et al., 2021), antivirais
(REDDY; REDDY; BABU, 2000; WANG et al., 2018) entre outras (JARRAHPOUR et
al., 2007; KACZMAREK et al., 2018; QURAISHI; JAMAL, 2000) além de serem
importantes intermedidrios na sintese de compostos bioativos como as [-lactamas
(VENTURINI; GONZALEZ, 2002). Bases de Schiff derivadas de diaminomaleonitrila
ja foram reportadas na literatura como sendo promissoras para o desenvolvimento de
farmacos tripanocidas (OLIVEIRA et al., 2021) e reconhecidas na literatura por
apresentar andlogos com propriedades terapéuticas relevantes (DABOUN; ABDOU;
KHADER, 1983). Ja os aminoacidos tém sua utiliza¢do explorada em firmacos devido a
baixa toxicidade de modo geral (SILVA et al., 2002).

Os aminoacidos, utilizados como grupos amina na sintese de bases de Schiff,
possuem uma contribui¢io de carbonos sp® consideravel que pode facilitar a
administracao oral da base de Schiff, levando-se em consideracao as fracdes aromaticas
provenientes das cetonas ou aldeidos. Usualmente possuem baixa toxicidade, com
algumas presentes em alimentos e outros presentes no metabolismo, sdo essenciais para
regulagdo energética, equilibrio redox e como suporte biossintético, além de constituirem
a estrutura das proteinas (LIEU et al., 2020).

As bases de Schiff ou iminas, estdo constantemente presentes na execucao de
atividades bioldgicas, ocorrendo em biomoléculas e participando de inimeros processos
enzimaticos como, por exemplo, no crosslink ou ligagdes cruzadas da elastina,
hemoglobina, coldgeno, dentre outros (MEDEIROS, 1986). Sugere-se inclusive que sua
presenga ¢ imprescindivel para a atividade biologica (ZOUBI, 2013). Entretanto, sdo

poucos os relatos sobre as Bases de Schiff como potenciais agentes para doencas como
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malaria (RAZAKANTOANINA; PHUNG; JAUREGUIBERRY, 2000), leishmaniose
(AL-KAHRAMAN et al., 2010) e doenga de Chagas (CUNHA ALMEIDA et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2021; SALES JUNIOR et al., 2017), o que demonstra a possibilidade
de novas pesquisas para o tratamento das referidas doencas.

Além da conhecida atividade biologica, bases de Schiff com o grupo fenolato
mimetizam o grupo tirosinato presente em sistemas bioldgicos enquanto o grupo imina
apresenta alguma similaridade com a “ligacao imidazol” postulada em enzimas (CRUZ
JUNIOR, 2014). Algumas caracteristicas desejaveis, porém, ndo obrigatorias, para
compostos potenciais farmacos incluem: carga neutra, baixa massa molecular e
estabilidade termodinamica e hidrolitica, caracteristicas estas que permitiram que tais
farmacos sejam capazes de atravessar membranas bioldgicas, tanto para sua absorcao pelo
organismo quanto para atingir o alvo bioldgico (SCHWIETERT; MCCUE, 1999;
THOMPSON et al., 1999; THOMPSON; ORVIG, 2001). Bons rendimentos sintéticos e
baixo custo de producao também sdo caracteristicas desejaveis.

Para possuir as caracteristicas supracitadas, a pesquisa ¢ desenvolvimento de
medicamentos modernos geralmente combina métodos de planejamento baseado na
estrutura do receptor (SBVS, ou mais comumente SBDD — siglas em inglés para
Structure-based drug design), como por exemplo técnicas de ancoragem molecular e de
dinamica molecular, e planejamento baseado na estrutura do ligante (LBVS ou, mais
comumente LBDD - siglas em inglés para Ligand-based drug design), como por exemplo
técnicas de QSAR 2D e 3D. Algumas outras técnicas além destes dois grupos majoritarios
também podem complementar consideravelmente a triagem virtual (CUNHA ALMEIDA
et al., 2018). Neste estudo, sera utilizada uma estratégia combinada de SBDD-LBDD
para um compilado de dados de bases de Schiff provenientes das diversas analises
computacionais explicitadas no topico anterior, levando-se em consideracao as estruturas
tanto do ligante quanto do receptor, suas caracteristicas farmacocinéticas e seu
metabolismo no organismo, ou ADMET (absorcao, distribui¢do, metabolismo, excre¢ao
e toxicidade), sua bioatividade e seus orbitais de fronteira. Com isso, torna-se possivel
um melhor planejamento da sintese das bases de Schiff mais promissoras e seus testes em
bancada, melhorando a compreensdo daquelas que tiverem resultados satisfatorios na

triagem virtual.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar através de técnicas computacionais e in vitro, bases de Schiff derivadas de

aminoacidos e da diaminomaleonitrila frente suas respectivas propriedades tripanocidas.

2.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS

- Estudar e quantificar, por analises computacionais como ADMET, bioatividade e
ancoragem molecular possiveis candidatos a inibidores da cruzaina;

- Sintetizar as bases de Schiff de melhor desempenho na triagem virtual;

- Caracterizar as bases de Schiff sintetizadas utilizando diferentes métodos de analise;

- Avaliar a atividade de inibicao da cruzaina in vitro dos compostos sintetizados;

- Estabelecer relagdes de estrutura e atividade com base nos resultados dos ensaios in

silico e in vitro.
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PROVAVEIS ESTRUTURAS E IDENTIFICADORES DAS BASES DE SCHIFF
DERIVADAS DE AMINOACIDOS
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 REVISAO DAS BASES DE DADOS

Para analisar o panorama das moléculas a serem estudadas em relacdo ao que ja
consta na literatura, foram feitas buscas nos bancos de dados ChemSpider, SciFinder,
PubChem e ChEMBL.

O ChemSpider ¢ um banco de dados que possui mais de 100 milhdes de
estruturas na web, mantido pela Royal Society of Chemistry (“ChemSpider | What is
ChemSpider?”, [s.d.]). O SciFinder possui mais de 161 milhdes de substancias registradas
e mais de 126 milhdes de mecanismos de reacdes, com a possibilidade de se obter
informacgdes sobre distribuidores de produtos quimicos com centenas de catdlogos
disponiveis (VOGEL, [s.d.]). O PubChem ¢ um banco de dados aberto, mantido pelo
Instituto Nacional de Satide dos Estados Unidos (em inglés, National Institute of Health),
o qual possui mais de 280 milhdes de moléculas além de diversos ensaios biologicos e
descritores fisico-quimicos (“About PubChem”, [s.d.]). J& o ChEMBL ¢ uma base de
dados focada exclusivamente para moléculas bioativas e/ou que possuem propriedades
de fArmaco. Seu banco de dados conta com aproximadamente 3 milhdes de moléculas e

o banco ¢ mantido pelo Instituto Europeu de Bioinformatica (“ChEMBL Database”,

[s.d.]).

3.2 TRIAGEM IN SILICO E ESTUDOS TEORICOS

3.2.1 ADMET - Absorc¢ao, distribuicao, metabolismo, excrecio e toxicidade

Os célculos de ADME foram executados na plataforma on-line SwissADME, do
Swiss Institute of Bioinformatics, utilizando os codigos SMILES dos conjuntos de bases
de Schiff. Foram obtidos valores de aceitagdo para administragao oral, propriedades
fisico-quimicas, lipofilicidade, solubilidade, farmacocinética, semelhanca com outros
farmacos e alertas estruturais de quimica medicinal. Para toxicidade, foi utilizada a
ferramenta ProTox-II, inserindo as estruturas via SMILES. Os resultados foram

comparados com os padrdes comerciais Nifurtimox e Benzonidazol.
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3.2.2 Bioatividade

Os célculos de bioatividade foram executados na plataforma online
Molinspiration Chemioinformatics, utilizando os coédigos SMILES dos conjuntos de
bases de Schiff. Foram obtidas, além de propriedades fisico-quimicas, pontuagdes de
ligante GPCR, modulador i6nico de canal, inibicdo de quinase, ligante de receptor
nuclear, inibicdo de protease e de inibicdo enzimdatica (“Molinspiration
Cheminformatics”, [s.d.]). Os resultados foram comparados com os padrdes comerciais

Nifurtimox e Benzonidazol.

3.2.3 Ancoragem Molecular

Para realizacao da ancoragem molecular, foi utilizado o software Hermes GOLD
(Genetic Optimization for Ligand Docking, versdo 1.10.5) baseando-se na metodologia
de Verdonk et. al. (2005) (VERDONK et al., 2005), o qual utiliza um algoritmo do tipo
genético para interagdo entre ligante e receptor. A estrutura do alvo juntamente do ligante
cocristalizado utilizada escolhida foi a 3KKU, depositada no PDB, por possuir alta
resolucdo (1,28 A).

A proteina foi preparada utilizando a ferramenta Wizard do GOLD, excluindo as
moléculas de dgua ndo pertencentes ao sitio ativo, o ligante cocristalizado e duplas
conformagdes. Atomos de hidrogénio foram adicionados e o sitio ativo foi configurado
selecionando-se os grupos de moléculas (A:Z22217, 3KKU) e (A:B95216, 3KKU). O
preparo da proteina foi realizado no software APBS Biomolecular no pH 5,5 (JURRUS
et al., 2018). A estrutura cristalografica preparada foi entdo submetida a avaliacdo de
qualidade via servidor online ProCheck para confec¢ao do grafico de Ramachandran, no
qual foi possivel observar a coeréncia entre os angulos phi e psi e, consequentemente, a
presenga dos residuos em regides favorecidas, permitidas e pontos fora da curva
(LASKOWSKI et al., 1993). A cavidade do sitio ativo foi configurada selecionando-se
4tomos em uma esfera de 5 A a partir da cavidade do ligante cocristalizado. Restante das
configura¢des foram mantidas em padrao.

Para o desenho das bases de Schiff, utilizou-se o software ChemSketch 2021.1.1
(“ChemSketch Freeware”, [s.d.]), no qual foram gerados os cédigos SMILES para gerar
a estrutura tridimensional no Avogadro 1.2.0 (HANWELL et al., 2012). No Avogadro

1.2.0, realizou-se uma pré-otimizacao utilizando-se o campo de for¢a Ghemical, até que
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AE < 10 kJ mol!. A configuragio dos ligantes foi realizada no MarvinSketch 22.11
(CSIZMADIA, 1999), utilizando-se a ferramenta de distribui¢ao de microespécies/pKa e
configurando-se o pH do reservossomo do 7. cruzi (5,5 +/- 0,1), com o restante das
configuracdes em padrdo. O ancoramento foi realizado utilizando as funcdes de
pontuacdo GoldScore, ChemScore, ASP e ChemPLP com os resultados sendo
comparados aos padrdes comerciais Nifurtimox e Benzonidazol. As solucdes foram
inspecionadas visualmente para analise de padroes de ligacdo, interagdes

intermoleculares e posicionamento do ligante no sitio.

3.2.4 Calculos de estrutura eletronica

As estruturas foram desenhadas no software Avogadro 1.2.0 onde foi feita uma
pré-otimizagdo com o campo de forca Ghemical até dE < 10 kJ mol™!. A otimizacgdo e
a frequéncia foram calculados no Orca 5.0.2 (NEESE, 2012), utilizando o conjunto de
bases def2-SVP (WEIGEND; AHLRICHS, 2005b) ¢ o método de DFT no vacuo. O
campo autoconsistente restrito foi configurado para uma acuracia de nivel Tight (padrao
para otimizacdes de estruturas; truncamento em 107 a.u ou 2,72 10”7 eV), com funcional
B3LYP e malha de nivel 5 (LEE; YANG; PARR, 1988). Utilizou-se o modulo %pal de
paralelismo, utilizando os 6 nticleos do processador Ryzen 5 5600G e 18 Gb de RAM a
3000 MHz. A energia das estruturas otimizadas foi calculada utilizando o modulo de
ponto unico (do inglés, Single Point Energy).

O espectro de infravermelho foi gerado com a base def2-TZVPP, ocorrendo em
fase gasosa. De acordo com os fatores pré-computados da biblioteca NIST (JOHNSON
I11, 1999) (do inglés, National Institute of Standards and Technology), o fator de corre¢ao
do funcional B3LYP e o conjunto de bases em def2-TZVPP ¢ de 0,963 +- 0,044, o qual
foi inserido no espectro infravermelho calculado (Scale Factor). Além disso, utilizou-se
as seguintes configuragdes: Line shape (suavizacao; corpo de linha): gaussian type; Peak
width (largura de pico): 36 e Treshold (identificagdo de picos) com transmitancias
inferiores a 90%. Os orbitais moleculares foram gerados no Chemcraft 1.8 (ZHURKO;

ZHURKO, 2005).
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3.2.5 Dinamica Molecular

Para estudo de Dinamica Molecular, selecionou-se a base de Schiff 5 (derivada de
diaminomaleonitrila e 2-clorobenzaldeido) em conjunto com a cisteino-protease cruzaina,
formando o complexo proteina-ligante. A proteina selecionada foi a 1ME4, depositada
no Protein Data Bank. Proteina e ligante foram pré-otimizados no CHARMM-GUI (JO
et al., 2008).

A caixa de solvatagao utilizada foi um cubo de 2 nm de didmetro com o modelo de
solvatagdo implicita SPC/E (BERENDSEN et al., 1981), resultando em 8833 moléculas
de 4gua. 13 fons Na" foram adicionados para neutralizagdo do sistema. Para a proteina,
utilizou-se o campo de forca OPLS-AA (JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES,
1996). O tempo de trajetoria gerada foi de 1500 ps.

3.3 SINTESE DAS BASES DE SCHIFF

Os compostos mais promissores na triagem virtual possuem como estruturas
genéricas das iminas derivadas de diaminomaleonitrila e dos aminoacidos acido
glutdmico, acido aspartico, glicilglicina e metionina, conforme demonstrado na Figura
10.

Figura 10 — Estruturas genéricas das bases de Schiff. 1) Derivados da
diaminomaleonitrila; 2) Derivados de acido glutamico; 3) Derivados de acido aspartico;
4) Derivados de glicilglicina; 5) Derivados de metionina.
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3.3.1 Sintese das bases de Schiff derivadas de diaminomaleonitrila

Para derivados de diaminomaleonitrila, a sintese foi baseada segundo
procedimento de FELICIO et al. (1999). Realizada em um béquer de 100 mL, dissolveu-
se cerca de 5 mmol das cetonas ou aldeidos escolhidos em 30 mL de etanol e adicionou-
se cerca de 5 mmol das amina primdria de interesse e a solu¢do foi mantida sob refluxo e
agitacdo constante por aproximadamente 2 horas (FELICIO et al., 1999). Apds reduzir o
volume da solu¢do para aproximadamente 5 mL, esta foi resfriada até temperatura
ambiente e entdo adicionou-se 50 mL de dgua destilada, o que ocasionou a formagao de
um precipitado. O so6lido foi filtrado em funil de placa sinterizada e lavado com etanol
gelado e seco em dessecador sob vacuo. As diaminas, bem como os aldeidos e cetonas,

todos de procedéncia Aldrich foram utilizados sem tratamento prévio.

3.3.2 Sintese das bases de Schiff derivadas dos aminoacidos

Para derivados de aminoacidos, a sintese foi adaptada dos artigos de Zishen
(1993), Joseyphus (2008) e Singh (2012) (SELWIN JOSEYPHUS; SIVASANKARAN
NAIR, 2009; SINGH; RAJOUR; PRAKASH, 2012; ZISHEN; ZHIPING; ZHENHUAN,
1993). Em um béquer de 100 mL, dissolveu-se 250 mg do aminoacido correspondente
em 40 mL de uma solugdo de agua/etanol (1:3; v/v), juntamente de uma quantidade
equimolar de hidroxido de potéssio a 50 °C. Uma quantidade equimolar do aldeido foi
adicionada em outro béquer de 100 mL com 20 mL de etanol e apods solubilizagdo
completa, adicionou-se esta solu¢do gota a gota a solu¢do contendo a base e o aminoacido.
Deixou-se o béquer em aquecimento por cerca de 2 horas a 50 °C e reduziu-se o volume
até 5 ml, adicionando-se 20 mL de etanol formando o precipitado. O precipitado formado
foi removido por filtragcdo a vacuo e lavado com etanol, sendo posteriormente seco em
dessecador sob vacuo. Os aminoacidos, bem como os aldeidos e cetonas, todos de

procedéncia Aldrich foram utilizados sem tratamento prévio.

3.4 CARACTERIZACAO DAS BASES DE SCHIFF
3.4.1 Medidas de Temperaturas de Fusao

Os valores das temperaturas de fusao ou de degradagao foram determinados em
um equipamento Microquimica MQAPF - 302324. Para tanto, foi utilizada uma taxa de

aquecimento de 4 °C por minuto, com o limite maximo de temperatura de 350 °C.
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3.4.2 Testes de Solubilidade Qualitativa

A solubilidade dos compostos foi determinada de forma qualitativa, utilizando
uma série de solventes polares e apolares: dgua, dimetilsulfoxido (DMSO), acetonitrila
(CH3CN), metanol (MeOH), etanol (EtOH), cloroférmio (CHCIl3), alcool isopropilico
(C3H70H), hexano (CeHi2), tetrahidrofurano (THF) e dimetilformamida (DMF).
Utilizou-se aproximadamente 1 mg de amostra para cada 1 mL de solvente, em

temperatura ambiente (~25°C).

3.4.3 Condutividade

As bases de Schiff derivadas de aminoécidos sintetizadas foram submetidas a
analise de condutividade. Foi utilizado um condutivimetro Tecnopon modelo Luca-150,
em conjunto com um eletrodo de vidro e placas de platina (K=1), utilizando-se solugdes

do analito na concentracio de 1 x 10 mol L! em solvente DMF.

3.4.4 Voltametria Ciclica

As voltametrias ciclicas foram medidas através do potenciostato DropSense, no
programa DropView 8400, fornecido pelo LAEES — Laboratério de Eletroquimica,
Eletroanalitica e Sensores no campus UFSC — Blumenau, usando uma célula de trés
eletrodos: Ag/AgCl; como eletrodo de referéncia e Pt como eletrodo auxiliar e, como
eletrodos de trabalho usou-se eletrodo de carbono vitreo. Todas as andlises foram
executadas usando hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0,05 mol L™ como eletrélito,
em 5 mL de acetona. Para os ensaios eletroquimicos da detec¢ao de compostos fenolicos
com os eletrodos modificados, usou-se 10 ml de eletrdlito, e como analito fenodlico,
solucdo de catecol 1 x 10~ mol L™!. A velocidade de varredura utilizada foi de 0,5 Vs e
a faixa de varredura foi de -2,0 a 2,0 V. Utilizou-se o software PSTrace 4.7.4 para anélise

e tabulagao dos dados.

3.4.5 Espectroscopia de absorc¢io na regiao do ultravioleta-visivel
Os espectros eletronicos foram obtidos via espectrofotdmetro SHIMADZU UV-
1800. As solugdes dos ligantes e complexos, com concentragdo 1 x 103 mol L', 1 x 10

mol L' e 1 x 10 mol L}, serdio preparadas utilizando como solvente dimetilformamida.
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Para as medidas utilizam-se cubetas de quartzo com caminho Optico de 1,0 cm e
obedecendo sempre a faixa de transparéncia do solvente utilizado no preparo das

amostras. As medi¢des foram realizadas na faixa de medicao de 190 nm até 1100 nm.

3.4.6 Espectroscopia Vibracional na regido do infravermelho
Os espectros vibracionais foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro Perkin Elmer Frontier IR, com medidas realizadas na regiao de 4000

a 450 cm™!, utilizando-se pequena massa pura dos compostos sintetizados.

3.4.7 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de 'H e '*C RMN foram obtidos pelo Laboratorio Multiusuario de
Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da UFSC, utilizando-se
um equipamento BRUKER AVANCE DRX 400 MHz, utilizando os solventes de acordo
com o quadro 3. Como solvente utilizou-se Acetona-ds para os compostos 5, 6, 8, 10, 13,
14b e 14c, e DMSO-ds para os compostos 3,4, 7,9, 11, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 27,
32e37.

3.5 ENSAIOS DE BIOATIVIDADE IN VITRO
3.5.1 Cinética Enzimatica

Inicialmente, realizou-se ensaio de concentragdo tnica de 100 uM para a triagem
inicial dos compostos contra a cruzaina. Os compostos que inibiram a atividade da
cruzaina, numa faixa superior a 50% nessa concentracdo foram selecionados para
determinagao de valores de ICso. O ensaio foi realizado com 1,0 nM de cruzaina e 5,0 uM
de substrato (Km = 1 uM), em tampao de 0,1 M NaAc, pH 5,5, na presenga de 5 mM de
DTT e 0,01% de Triton X-100. As leituras foram realizadas durante 300 s, em temperatura
constante de 29 °C, em placas pretas de 96 pogos, utilizando um espectrofluorimetro de
marca Molecular Devices, modelo Gemini™. A atividade catalitica da cruzaina foi
medida com base na clivagem do substrato Z-Phe-Arg-AMC (benzoiloxicarbonil-
fenilalanina- arginina-aminometilcumarina), que ao ser clivado gera o grupo reporter 7-
amino-4-metilcumarina. Para monitoramento da fluorescéncia foram utilizados os
comprimentos de onda de 355 nm para excitacao e 460 nm para emissao. A capacidade

de inibi¢do dos compostos ¢ expressa como a concentragdo necessaria para inibir em 50%
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a atividade catalitica da enzima (ICso). Os resultados destas leituras foram analisados e
interpretados com auxilio do software GraphPad Prism 8.01. Ensaios realizados em

triplicata.

3.5.2 Ensaios in vitro contra a forma intracelular Amastigosta

Os ensaios in vitro contra a forma intracelular amastigosta de 7. cruzi foram
realizados em placas de cultura de tecidos de 96 pocos (Becton Dickinson). Fibroblastos
humanos serdo semeados a 2 x 10° células por pogo em 80 pL de meio de cultura RPMI
1640 sem vermelho de fenol e incubados até proximo dia. No dia seguinte,
tripomastigotas expressando B-galactosidase (cepa Tulahuen lacZ) serdo adicionados a
4,0 x 10* por poco em 20 pL de meio RPMI 1640 sem vermelho de fenol. Inicialmente
foi executado ensaio de dose unica com 100 uM para cada composto, 24h apos infec¢do
com parasita. A partir de 50% de inibicao, selecionou-se os candidatos para realiza¢do de
ensaio de 1Cso.

Para realizacao de ensaio de ICso, apds 24 h, as bases de Schiff foram adicionadas
em diluigdes seriadas de 50 pL, cobrindo uma faixa de 0,125 a 64 uM. Cada concentragdo
de composto foi avaliada em duplicata. As solu¢des-estoque foram preparadas em DMSO
e diluidas em RPMI 1640 sem vermelho de fenol. Ap6s 96 h de incubacao, as placas
foram inspecionadas em um microscopio invertido para assegurar o crescimento dos
controles e esterilidade das culturas. Em seguida, 50 pL do substrato, contendo CPRG e
Nonidet P-40 (concentracdo final de 0,1%), sendo adicionados a cada um dos pocos.
Parasitos viaveis apresentam atividade B-galactosidase e sdo capazes de metabolizar o
substrato adicionado, tornando o meio de amarelo para vermelho. A fim de quantificar
essa atividade remanescente apos a incubagao com os compostos teste, as culturas foram
submetidas a leitura em espectrofotometro com leitor de placas automatico utilizando-se
um comprimento de onda de 570 nm. Os dados obtidos foram transferidos para o software
SigmaPlot para determinacao dos valores de ICso. O farmaco benzonidazol foi utilizado
como controle positivo neste ensaio e culturas de parasitas ndo submetidas a incubac¢do

com os compostos teste foram utilizadas como controle negativo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 REVISAO DAS BASES DE DADOS
De acordo com o Quadro 2 abaixo, ¢ possivel analisar o panorama dos

compostos que foram estudados neste trabalho, de acordo com as bases de dados

ChemSpider, SciFinder, PubChem e ChEMBL.

Quadro 2 — Panorama das estruturas nas bases de dados ChemSpider, SciFinder,

PubChem e ChEMBL.
ChemSpider SciFinder PubChem ChEMBL _
ID | Sintese | Caracterizagio | Base | Literatura | Base | Literatura | Patente Bi:j::;de 1“";:?3‘0
Cruzaina
1 X X X X
2 X X X X
3 X X X X X X
4 X X X X
5 X X X X X
6 X X X X
7 X X X
8 X X X X
9 X X X
10 X X X X
11 X X X X X
12
13 X X X X X
14b X X X X X
l4c X X X X X
15
16
17
18 X X
19 X X X X
20
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ChemSpider

SciFinder

PubChem

ChEMBL

ID

Sintese Caracterizagio

Base Literatura

Base

Literatura | Patente

Inibigdo

da

Bioatividade

em geral
Cruzaina

21

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

* Artigo de 1947, caracterizado apenas com analise elementar. Fonte: O Autor (2022).

Conforme observado, nenhuma das bases de Schiff idealizadas para este trabalho

foram testadas para inibi¢cdo da cruzaina e apenas uma delas foi estudada para outros tipos

de doenca. Os derivados de aminodcidos, apesar de relatados na literatura, ainda nao

foram amplamente explorados (cerca de 3 a 5 artigos encontrados), com o composto 37

possuindo apenas o relato de 1947 (MCINTIRE, 1947) e o composto 42 apenas o trabalho
de Al-Masoudi e colaboradores (AL-MASOUDI; AL-DIWAN; MOJBAL, 2015). Das 42
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moléculas estudadas, 16 possuem carecteristica de ineditismo completo (ndo foram
relatadas na literatura, sendo que destas, 6 foram possiveis de sintetizar (12, 15, 16, 17,
20 e 21). No total, 22 bases de Schiff foram sintetizadas, as quais estdo identificadas no

Apéndice A.

4.2 TRIAGEM IN SILICO

Para a triagem in silico, os ensaios foram desenvolvidos levando-se em
considera¢do as duas séries propostas no trabalho: derivados de Diaminomaleonitrila
(secao 4.1.1) e derivados de aminoacidos (secdo 4.2.2). A proteina utilizada para os
estudos in silico de ancoragem molecular (cruzaina, PDB ID: 3KKU) apresentou 84,2%
das orientagdes dos residuos na regido mais favorecida, apenas 15,3% em regides
adicionais permitidas e 0% na regido generosamente permitida. Apenas um residuo

apresentou angulos conformacionais em regido proibida (Figura 11).
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Figura 11 — Gréfico Ramachandran para a estrutura cristalografica da Cruzaina (PDB
ID: 3KKU) apos preparo para andlises de ancoragem molecular via Hermes GOLD
1.10.5.

PROCHECK

Ramachandran Plot
SaveSs

A
THR 183 (A) >

Psi (degrees)

-135° —H| ,_I’ v |

2180 -135 90  -45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)
Fonte: ProCheck (2022).

4.2.1 Derivados de Diaminomaleonitrila

Os derivados de Diaminomaleonitrila (DAMN) que tiveram atividades
biologicas in silico estudadas possuem identificadores de 1 a 21. As analises contemplam
caracteristicas de ADME (secdo 4.1.1.1), Toxicidade (se¢ao 4.1.1.2), Bioatividade (se¢do

4.1.1.3) e Ancoragem molecular (secdo 4.1.1.4).

4.2.1.1 ADME — Absorc¢do, distribuicdo, metabolismo, excrecdo
Os estudos de propriedades ADME dos derivados de diaminomaleonitrila
(DAMN) demonstraram que as moléculas planejadas como candidatas a farmaco
possuem diversas caracteristicas preditas que sdo adequadas para uma boa distribui¢ao

oral: nimero de ligagdes rotaveis, solubilidade em agua, area de superficie polar (do
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inglés, Topological Polar Surface Area — TPSA), tamanho e lipofilicidade foram
caracteristicas respeitadas em toda a série DAMN, com exce¢ao do composto 21 que
possui area de superficie polar superior ao adequado. Entretanto, todos os compostos
apresentaram quantidades de insaturagdes elevadas, ou baixa fragdo de carbonos sp’,
conforme exemplo da Figura 12. Para o descritor PAINS, que apresenta classes estruturais
problematicas para o desenvolvimento de fairmacos, apenas as bases de Schiff 9 e 21
apresentam alerta (catecol) (BAELL; HOLLOWAY, 2010).

Apenas a CYPIA2 e CYP3A4 foram inibidas pela maior parte do grupo de
moléculas, entretanto, as moléculas de 17 a 21 inibiram CYP2C9 e de 3 a 5 inibiram
CYP2C19, de acordo com modelo da plataforma, fornecendo um alerta de atencao para
uma possivel toxicidade elevada para estes compostos. A acessibilidade sintética, que
possui pontuagdo que varia de 1 (muito facil) até 10 (muito dificil), apresentou pontuacao
mais alta de 3.23 na molécula 21, o que corrobora com as descri¢des de acessibilidade

sintética amplamente relatada na literatura (COZZI, 2004; OLIVEIRA et al., 2021).
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Figura 12 - Biodisponibilidade oral dos candiadatos 1 e 21, respectivamente, utilizando
a ferramenta SwissADME.

LIPO

N N FLEX SIZE
—_— INSATU POLAR
HoN N
INSOLU
LIPO
FLEX SIZE
INSATU POLAR

INSOLU

Fonte: SwissADME (2022).

Quanto as regras de semelhanca com farmacos (em inglés, druglikeness) de
Ghose, Veber, Egan, Muegge e Lipinski, quase todos os derivados de DAMN respeitaram
as descrigdes. As excecdes ficaram por conta da TPSA elevada em 7, 12 e 21 e massa
molar abaixo de 200 g mol! da molécula 1. Outro ponto a ser discutido trata-se da
presenga de nitrilas como um alerta estrutural de Brenk, que pode tornar as moléculas
derivadas de DAMN potencialmente toxicas, reativas, instaveis ou promover queda nos
parametros farmacocinéticos (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). O restante dos

dados obtidos foram tabulados e podem ser consultados no Apéndice A.

4.2.1.2 Bioatividade
Como a cruzaina ¢ classificada como uma cisteino-protease, o modelo utilizado

para analise dos resultados ¢ o Protease inhibitor. Todos os derivados de DAMN de 1 até
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16 possuem pontuagdo abaixo de -0,50, que podem ser considerados inativos para
inibicao da cruzaina. As moléculas 17, 19 e 20 possuem pontuacao entre -0,50 e 0, sendo
consideradas moderadamente ativos. Ja as moléculas 18 e 21 possuem pontuagdes
superiores a 0, sendo as mais propensas a apresentarem atividades de inibi¢ao de acordo
com este modelo. A Tabela 1 apresenta os valores de inibi¢do da protease para os

compostos de 17 a 21.

Tabela 1 - Pontuagdes de inibi¢ao da protease para as moléculas mais ativas da série de
derivados de diaminomaleonitrila

Pontuacao
Identificador SMILES g; inibigao
protease
17 Oclcc(cccI\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clcccecl)OC -0,01
18 OclcceccI\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clcccecl 0,02
19 N#CC(\N)=C(/C#N)\N=C\clc2ccccc2ecclO -0,47
20 Oclcceccl1C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)/CCclcccccl -0,07
21 Oclcec(\C(=NC(\C#N)=C(/N)C#N)c2ccccc2)c(0)c10 0,03
Benzonidazol C1=CC=C(C=C1)CNC(=0)CN2C=CN=C2[N+](=0)[0O-] -0,05
Nifurtimox CC1CS(=0)(=0)CCN1IN=CC2=CC=C(02)[N+](=0)[0-] -0,81

Fonte: Molinspiration (2022).

As bases de Schiff de 17 a 21, apresentaram pontuagdes superiores ao
Nifurtimox e as bases 17, 18 e 21 apresentaram pontuagdes superiores aos dois padrdes
comerciais, sendo um indicio de possivel atividade bioldgica. Outros modelos e outros

compostos da série podem ser acessados no Apéndice A.

4.2.1.3 Ancoragem molecular
Para o redocking, utilizou-se a estrutura do ligante cocristalizado B95 ( N-[2-
(1H-benzimidazol-2-il)etil]-2-(2-bromofenoxi)acetamida), presente na estrutura da
3KKU. O RMSD (do inglés, Root Mean Square Deviation) encontrado foi de 2,234 A. O
valor de RMSD abaixo de 3 A indica que a ancoragem foi bem-sucedida
(VISHVAKARMA et al., 2022). Na Figura 13, pode ser observado o sitio ativo e o
redocking de B95, onde a estrutura em laranja representa o ligante cocristalizado e em

amarelo o respectivo redocking.
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Figura 13 — Redocking do ligante cocristalizado B95 na cisteino-protease cruzaina (PDB
ID:3KKU; em laranja = estrutura do ligante cristalizado; em amarelo = pose calculada).

Fonte: O Autor (2022).

Conforme os valores de bioatividade provenientes do Molinspiration indicaram,
os compostos derivados de DAMN que apresentaram maiores pontuagdes na ancoragem
foram de 17 a 21. As fun¢des de pontuacao utilizadas foram GoldScore, ChemScore, ASP
e ChemPLP, com a fun¢do GoldScore apresentando correlacdo (R) com as pontuacdes de
bioatividade do Molinspiration de 0,8138, de acordo com a Figura 14, o que pode ser
considerado um forte indicio de convergéncia de informacgdes interplataformas. Notou-se
um bom indicio de atividade biologica para os compostos do final da série, nos quais
compostos que obtiveram boas pontuacdes via GoldScore obtiveram também as maiores

pontuagdes via Molinspiration.
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Figura 14 - Correlagdo da fungdo de pontuagcdo GoldScore da ancoragem molecular via
GOLD com o modelo de inibi¢ao da protease do software Molinspiration.
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Fonte: O Autor (2022).

Todas as bases de Schiff de 17 a 21 apresentaram pontuacdes de inibigdo

superiores ao Nifurtimox e inferiores ao Benzonidazol para a pontuagao de GoldScore, o

que ocorreu de forma similar para a pontuacdo ASP, com o composto 20 sendo superior

aos dois padrdes comerciais. Todavia, na pontuacdo ChemScore, estes compostos

mostraram pontuacdes superiores tanto em relacdo ao Nifurtimox quanto ao

Benzonidazol de acordo com a Tabela 2. Cada composto da subsérie selecionada presente

na tabela sera discutido individualmente a seguir.
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Tabela 2 — Pontuagdes obtidas para os derivados de diaminomaleonitrila via ancoragem
molecular no programa GOLD: GoldScore, ChemScore e ChemPLP.

Identificador GoldScore ChemScore ChemPLP
17 50.69 31.97 53.22
18 50.55 33.49 61.20
19 52.46 3541 58.10
20 53.48 31.36 68.22
21 54.53 27.59 67.30
Benzonidazol 56.29 30.31 67.39
Nifurtimox 50.00 24.56 50.59

Fonte: GOLD 2021.3.0.

A molécula 17, de acordo com o diagrama 2D de interacdes ligante-receptor,

apresentou interagdes de van der Waals com Gly163 e ligagdes de hidrogénio com Gly23

e TRP26, com a hidroxila do anel aromatico oriundo da 2-hidroxi-4-metoxi-benzofenona.

Interacdes do tipo alquila foram observadas da Alal138 e Met68 com o grupo metoéxi do

derivado e também m-alquila foram observadas da Cys25 com ambos os anéis aromaticos,

conforme representado nas Figuras 15 e 16. Como proximo do sitio ativo o ligante

cocristalizado apresenta algumas moléculas de dgua, o atracamento ¢ afetado. Algumas

interacdes intermoleculares também podem ter ocorrido, como ligacdes de hidrogénio,

entretanto visualmente elas nao foram representadas.

Figura 15 - Diagrama 2D de interag¢des ligante-receptor da base de Schiff 17 com a

cisteino-protease cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).
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Figura 16 - Interacdes ligante-receptor da base de Schiff 17 com a cisteino-protease
cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).

Analisando as interagdes, € possivel observar com clareza as partes hidrofilicas
e hidrofobicas da cruzaina, com o ligante apresentando anel aromatico posicionado dentro
do bolsao hidrofébico S2, onde ocorre a interagdo do tipo alquila com Met68, de acordo
com a Figura 17. E possivel observar também a parte hidrofilica mais externa, com os
grupos nitrogenados apontando para as aguas e o grupo hidroxila apresentando as ligagdes
de hidrogénio com Gly23 e Trp26. O grupo metoxila tem a possibilidade de se encaixar
adequadamente no bolsao hidrofobico da cruzaina devido seu volume menor que os anéis

aromaticos presente no derivado.
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Figura 17 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 17 na cisteino-protease

cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolucdo: 1,28 A).
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Fonte: O Autor (2022).

O composto 18 possui ligacdo de hidrogénio com o residuo Ser64 através do
grupo amino remanescente. Além disso, interacdes do tipo m-alquila podem ser
observadas em ambos os anéis aromaticos da base de Schiff e os residuos Alal38 e Cys25
€ uma interacdo m-enxofre também acontece entre Met68 e o anel aroméatico que possui
hidroxila. O oxigénio da hidroxila possui interagdo carbono-oxigénio com o carbono do
residuo Aspl161. Semelhante a essa, Gly65 possui interacao carbono-nitrogénio, com o
nitrogénio da imina da base de Schiff, conforme Figura 18.

Figura 18 - Diagrama 2D de interag¢des ligante-receptor da base de Schiff 18 com a
cisteino-protease cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).



89

A base de Schiff 18 pode ainda possui interagdao intramolecular n-m devido a

posicdo da nitrila alinhada ao anel aroméatico que possui hidroxila, conforme Figura 19.

Figura 19 - Interacdes ligante-receptor da base de Schiff 18 com a cisteino-protease
cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).

A molécula 18, de acordo com a superficie de hidrofobicidade da enzima,
apresenta um dos anéis aromaticos para proximo do bolsao hidrofébico com interagdes
n-alquila esperadas e m-enxofre com Met68 do subsitio S2, com a hidroxila apontando
para fora do bolsao em dire¢do a parte mais hidrofilica da proteina, de acordo com a
Figura 20. Do outro lado, a parte derivada de DAMN também estd direcionada a uma

parte mais hidrofilica, fazendo a ligagao de hidrogénio prevista com Ser64.
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Figura 20 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 18 na cisteino-protease
cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolugdo: 1,28 A).
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Fonte: O Autor (2022).

A base de Schiff 19 possui ligagdes de hidrogénio com Trp26 e Cys25, entretanto
uma interacdo desfavoravel entre dois grupos doadores de hidrogénio ¢ observada entre
a hidroxila do grupo naftil da base de Schiff e Cys25, que possui como grupo tiol a

sulfidrila (-SH) (Figura 21).

Figura 21 - Diagrama 2D de interag¢des ligante-receptor da base de Schiff 19 com a
cisteino-protease cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).
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Além destas interacdes, observaram-se interagdes m-alquila (Leu67,
Alal38 e Leul60) e m-enxofre com a parte naftil do ligante (Figura 22). As interagdes
carbono-nitrogénio estdo presentes nas partes hidrofilicas da proteina enquanto as 7-

alquilas e m-enxofre estao presentes no bolsdao hidrofébico (Figura 23).

Figura 22 - Interacdes ligante-receptor da base de Schiff 19 com a cisteino-protease
cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 23 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 19 na cisteino-protease
cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolugdo: 1,28 A).
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Fonte: O Autor (2022).
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Na base de Schiff 20, optou-se por representar as aguas proximas do sitio ativo
devido ao nimero de interagdes no sitio ativo ser um pouco mais baixo (Figura 24),
resultando em uma menor polui¢cdo visual. As principais interagdes encontradas foram:
ligacdo de hidrogénio m-doadora de Cys25 com anel aromatico da propiofenona nao
substituido e m-enxofre/m-alquila do anel aromatico com substituinte hidroxila com

Met68 e Alal38, respectivamente (Figura 25).

Figura 24 - Diagrama 2D de interag¢des ligante-receptor da base de Schiff 20 com a
cisteino-protease cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 25 - Interacdes ligante-receptor da base de Schiff 20 com a cisteino-protease
cruzaina.
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93

O anel aromatico ficou direcionado ao bolsao hidrofobico com as interagdes
intermoleculares caracteristicas do subsitio S2 e a parte derivada de DAMN da molécula

proxima das partes hidrofilicas da proteina (Figura 26).

Figura 26 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 20 com as aguas
representadas na cisteino-protease cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolugdo: 1,28 A).

?

Fonte: O Autor (2022).

De acordo com a base de Schiff 21, quatro tipos de interagcdes foram observadas.
Na parte mais polar da molécula, foi observado uma liga¢do de hidrogénio convencional
entre Ser64 e o grupo amina remanescente do ligante, interagcdes de Van der Waals do
ligante com Leul60 e, por fim, interagdes hidrofobicas m-enxofre e n-alquila da fragdo

aromatica da base com Met68 e Cys25, respectivamente (Figuras 27 e 28).
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Figura 27 - Diagrama 2D de interag¢des ligante-receptor da base de Schiff 21 com a
cisteino-protease cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 28 - Interacdes ligante-receptor da base de Schiff 21 com a cisteino-protease
cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).

Na superficie de hidrofobicidade da cruzaina, foi possivel perceber a
aproximacao do anel aromadtico substituido do bolsdo lipofilico com as hidroxilas
interagindo com as aguas da superficie, com o outro anel posicionado na parte mais
externa do bolsdo e a parte derivada de DAMN posicionada na regido hidrofilica (Figura

29).
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Figura 29 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 21 com as aguas
representadas na cisteino-protease cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolugio: 1,28 A).
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Fonte: O Autor (2022).

As pontuacdes obtidas para os outros compostos da sé€rie encontram-se no

Apéndice A e as poses de ancoragem dos respectivos compostos no Apéndice B.

4.2.1.4 Toxicidade com ProToxII

A toxicidade oral das bases de Schiff derivadas de DAMN apresentaram-se mais
elevadas para os compostos menos propensos a serem bioativos, de acordo com os ensaios
de bioatividade e ancoragem molecular. Em geral, ¢ comum que moléculas com potencial
de inibicdo altos apresentem também toxicidades mais elevadas, devido a formagdo de
ligagdes covalentes de forma irreversivel (BELTRAO, 2006). As moléculas 2 e 13 foram
as que apresentaram os menores valores de LDsp, 500 mg kg' e 540 mg kg,
respectivamente. Contudo, mesmo sendo as que possuem tendéncias de maior toxicidade
da série, ainda pertencem a classe 4 do ranking GHS (300 mg kg! < LDso <2000 mg kg"
1. Além disso, a molécula 2 apresenta provavel potencial de toxicidade carcinogénica e
mutagénica.

Outra molécula que necessita atengdo ¢ a 7, que possui elevado potencial
mutagénico, conforme Tabela 3. Entretanto, como suas atividades preditas para inibi¢ao

da cruzaina ndo foram superiores aos padrdes comerciais, sua probabilidade como
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candidata a farmaco ¢ significativamente reduzida. A acuricia dos valores previstos foi

de 54,26% para a maioria das moléculas estudadas.

Tabela 3 — Previsdo de modelos adicionais de toxicidade para a estrutura 7.

Estrutura Alvo Previsao }’(;o)bablhdade
(1]
N N
N\ 7 o
Hepatotoxico Inativo 52
_ Carcinogénico Ativo 53
H,N N O . _
/  \,t_. Imunotoxico Inativo 99
N—0O
Mutagénico  Ativo 86
Citotoxico Inativo 68

Fonte: ProToxII (2022).

Entre os derivados de DAMN mais ativos (17 a 21) e com menor toxicidade oral,
destacam-se 17 e a 19, que apresentam LDso de 3550 mg kg' e 4340 mg kg,
respectivamente. A 17 apesar de possuir uma toxicidade um pouco superior a 19, ndo
possuiu nenhuma sinalizagdo de toxicidade dos modelos adicionais. A 19 ¢
moderadamente ativa em relagdo a mutagenicidade, de acordo com as Tabelas 4 ¢ 5,

respectivamente.

Tabela 4 - Previsdo de modelos adicionais de toxicidade para a estrutura 17.

Estrutura Alvo Previsao Porobabllldade
(%)
O Hepatotoxico Inativo 64
OH
Carcinogénico Inativo 53
N o .
Imunotdxico  I[nativo 75
H,N
X O  Mutagénico  Inativo 51
e
Il ® Citotoxico Inativo 76
N

Fonte: ProToxII (2022).
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Tabela 5 - Previsdo de modelos adicionais de toxicidade para a estrutura 19.
Probabilidade
(%)

HoN o ,
0 > —\ Hepatotoxico Inativo 66
N Carcinogénico Inativo 55
O / \\ Imunotoxico Inativo 95
N

Mutagénico  Ativo 58

Estrutura Alvo Previsao

Citotoxico Inativo 71

Fonte: ProToxII (2022).

4.2.2 Derivados de Aminoacidos

Os derivados de Aminoacidos que tiveram atividades biologicas in silico
estudadas possuem identificadores de 25 a 44. As analises contemplam caracteristicas de
ADME (secdo 4.1.2.1), Toxicidade (secao 4.1.2.2), Bioatividade (se¢do 4.1.2.3) e

Ancoragem molecular (se¢do 4.1.2.4).

4.2.2.1 ADME — Absorc¢ado, distribuicdo, metabolismo, excrecdo

As bases de Schiff derivadas de aminoécidos possibilitaram dois
aprimoramentos em relacdo aos parametros ADME das derivadas de DAMN: o aumento
da fragdo sp® da molécula em conjunto com a eliminagio dos grupos nitrilicos. Conforme
representado na Figura 30, pode se observar como exemplo as moléculas 42 e 43,
derivados da D-Metionina, com uma adequagdo aos pardmetros de biodisponibilidade
oral superiores aos derivados de DAMN. Para o descritor PAINS, que apresenta classes
estruturais problematicas para o desenvolvimento de farmacos, apenas as bases de Schiff

29, 34, 39 e 44 apresentam alerta (catecol) (BAELL; HOLLOWAY, 2010).
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Figura 30 - Biodisponibilidade oral dos candidatos 42 e 43, respectivamente, utilizando
a ferramenta SwissADME.
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Fonte: SwissADME (2022).

Nas bases de Schiff derivadas da D-Metionina, ndo foram observadas
constantemente inibigdes CYP, com excecdo da 32, 40, 41 e 42, com destaque a 40 que
inibiu CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 e CYP3A4, podendo apresentar toxicidade elevada,
de acordo com a Figura 31. Quanto ao Druglikeness, os compostos derivados de
aminoacidos respeitaram todas as regras (Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge), com
excecdo de 29, 34 e 39, os quais possuem TPSA superior a 131.6 A2. A acessibilidade
sintética calculada ndo foi superior a 3,85. Todas as propriedades ADME calculadas, tanto
da série de derivados de DAMN quanto dos aminodcidos, podem ser consultadas no

Apéndice A.
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Figura 31 - Biodisponibilidade oral do candidato a farmaco 40, utilizando a ferramenta

SwissADME.
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Fonte: SwissADME (2022).

4.2.2.2 Bioatividade

Para derivados de aminoacidos, também foi utilizado o modelo Protease
inhibitor. Todos os derivados de aminodcidos obtiveram pontuagdes superiores a -0,5 e,
como consequéncia, toda a série possui pelo menos tendéncia a atividade moderada ou
superior. As moléculas 27, 32, 37 e 42 se mostraram moderadamente ativas, sendo todas
elas derivadas do 2-hidroxi-naftilaldeido, que pode ser um limitante na atividade
biologica devido aos anéis condensados. J& o restante do grupo se apresentou mais
propenso a possuir atividade biologica (pontuacao superior a 0), com destaque para as
moléculas 26, 31, 34 e 41, que foram as mais altas obtidas, entretanto possuiram
pontuagdes de inibicao altas em outras classes de bioatividade, conforme Tabela 6. Todas
as bases de Schiff derivadas de aminoacidos possuiram pontuagdes superiores em relagao
aos padrdes comerciais Benzonidazol e Nifurtimox, com exce¢do dos compostos 37 e 42,

que foram superiores apenas em relacao ao Nifurtimox.
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Tabela 6 - Pontuagdes de inibi¢ao da protease para as moléculas mais ativas da série de
derivados de aminodcidos.

Pontuacao
Identificador SMILES g; inibigao
protease
26 OC(=0)CCC(C(=0)0)/N=C(/c1ccccc10)\clcceccl 0,36
31 Oclcccecl/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)clceccccl 0,38
34 Oclccc(/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)c2ccecc2)c(0)c10 0,35
41 Oclcccecl\C(=N/C(CCSC)C(=0)0)clcecccl 0,35
Benzonidazol C1=CC=C(C=C1)CNC(=0)CN2C=CN=C2[N+](=0)[O-] -0,05
Nifurtimox CC1CS(=0)(=0)CCN1N=CC2=CC=C(02)[N+](=0)[0O-] -0,81

Fonte: Molinspiration (2022).

Os compostos com maior pontuacdo de inibicdo de protease possuem
benzofenona com substituintes hidroxila como precursores, o que pode ser um indicio
estrutural positivo no planejamento racional de farmacos para inibi¢do de protease. Outra
questdo relevante envolve o composto 38, o qual ¢ derivado de 2-hidroxi-3-fenil-
propriofenona, que apresentou pontuagado alta somente no modelo de inibigdo da protease.
Com estrutura similar aos derivados de benzofenona, sua diferenca se d4 na maior
distancia entre os dois anéis aromaticos, o que pode apontar em um caminho de maior
seletividade para futuros candidatos a fArmaco inibidores de protease. Outros modelos e

outros compostos da série podem ser analisados no Apéndice A.

4.2.2.3 Ancoragem molecular

O redocking, com RMSD de 2,234 A, foi apresentado na se¢io de ancoragem
molecular dos derivados de diaminomaleonitrila (secao 4.2.1.3). Além das bases de Schiff
26, 31, 34 e 41, que apresentaram relevancia na pontuacdo em bioatividade no
Molinspiration, a discussdo das bases 27, 32, 37 e 42 também se faz necessaria devido a
possibilidade de sintese, caracteristica fundamental que sera abordada com mais detalhes
na secao 4.3. Outra base de Schiff estudada foi a 38, devido sua pontuagdo seletiva em
inibicdo de protease no Molinspiration mas sabe-se que, de acordo com os calculos
efetuados no Sofware ProToxlIl, sua toxicidade pode ser potencialmente alta. Também a
base 33 faz parte do grupo de docagem, por possuir a pontuacdo mais alta de todas as

moléculas estudadas neste trabalho.
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As pontuagdes da série derivada de aminoacidos se apresentaram, de modo geral altas e
proximas umas das outras, variando de 55,48 até 64,78 no ranking GoldScore, sendo todas
elas superiores aos padrdoes comerciais Nifurtimox e Benzonidazol, com exce¢do do
composto 34 e 38, que apresentaram pontua¢des muito proximas ao Benzonidazol, sendo
que o composto 34 apresentou pontuacdo inferior a ambos os padrdes comerciais. Os
compostos 26 e 31 apresentaram pontuagdes superiores ao Nifurtimox e inferiores ao
Benzonidazol e o restante da série apresentou pontuagdo superior a ambos os padroes
(Tabela 7). Na pontuagdo de ChemPLP, todas as pontuagdes foram superiores ao padrao
comercial Nifurtimox e os compostos 26, 27, 31 e 34 inferiores ao padrdo comercial
Benzonidazol, com o restante dos compostos possuindo pontuagdes superiores aos dois
padrdes comerciais. Cada composto da série selecionada presente na tabela sera discutido
individualmente a seguir. As carboxilas dos aminoacidos estdo em ressonancia, entretanto

os diagramas 2D ndo permitem essa forma de representagao.

Tabela 7 — Pontuagdes obtidas para os derivados de aminoacidos via ancoragem
molecular no programa GOLD: GoldScore, ChemScore e ChemPLP.

Identificador GoldScore ChemScore  ChemPLP
26 56,37 26,53 53,22
27 62,23 34,16 61,20
31 56,62 27,44 58,10
32 60,78 33,94 68,22
33 64,78 30,56 67,30
34 56,04 21,86 64,18
37 62,23 32,37 75,09
38 55,48 30,72 67,46
41 58,86 31,18 80,67
42 61,18 32,74 70,01
Benzonidazol 56,29 30,31 67,39
Nifurtimox 50,00 24,56 50,59

Em negrito: Compostos sintetizados. Fonte: GOLD 2021.3.0.

O derivado de aminoacido 26 (Acido L-glutimico + 2-hidroxi-benzofenona),
apresentou ligacdo de hidrogénio entre GIn19 e a carbonila mais distante da nitrila, com
interacdes carbono-hidrogénio entre Aspl61 e o carbono da mesma carbonila. Interagdes
intermoleculares também observadas entre a hidroxila do anel aromatico substituido e os

residuos Cys25 e Trp26. Cys25 ainda apresenta interagdo hidrofobica do tipo m-alquila
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com 0 mesmo anel aromatico, juntamente de Alal38, que faz o mesmo tipo de interagdo

(Figura 32).

Figura 32 - Diagrama 2D de interag¢des ligante-receptor da base de Schiff 26 com a
cisteino-protease cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).

Além destas, interacdes de van der Waals foram observadas entre Glyl63 e a
base de Schiff 26. Intera¢des do tipo carbono-oxigénio ocorreram entre Gly65 e um dos
oxigénios da carboxila mais préoxima do grupo imina e também uma interagdo
desfavoravel entre dois grupos doadores de hidrogénio: Gly66 e a hidroxila do anel

aromatico (Figura 33).
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Figura 33 - Interacdes ligante-receptor da base de Schiff 26 com a cisteino-protease
cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).
O anel aromatico substituido pode apresentar interagdes tanto hidrofilicas quanto

hidrofébicas, devido a parte inferior do anel estar posicionada dentro do subsitio
hidrofébico S2, o qual interage como m-enxofre com met68. Sua hidroxila posicionada
na parte mais externa ao bolsdo, permite que ocorram interagdes do tipo ligagcdes de
hidrogénio. A fragdo derivada do aminoacido se posiciona na parte mais hidrofilica, com

o anel remanescente apontando para fora do sitio catalitico (Figura 34).
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Figura 34 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 26 na cisteino-protease
cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolugdo: 1,28 A).
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Fonte: O Autor (2022).

O composto 27 apresentou caracteristicas de interagdes intermoleculares bem
definidas, conforme observado na Figura 35. Ligagdes de hidrogénio e interacdes
carbono-oxigénio foram vistas na parte derivada do acido L-glutamico (parte hidrofilica)

e interacdes m-alquila e m-enxofre nos anéis condensados (parte hidrofébica).

Figura 35 - Diagrama 2D de interacdes ligante-receptor da base de Schiff 27 com a
cisteino-protease cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).
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Ligagdes de hidrogénio sdo vistas na carboxila mais distante do grupo nitrila,
com os residuos Cys25 e His162 (Figura 36). A interacdo m-enxofre com Met68 na parte
hidrofobica junto das interagdes m-alquila promoveram o encaixe perfeito do grupo naftil
no bolsdo hidrofébico. A presenca de uma interag@o intermolecular entre a hidroxila do

grupo naftil e a carboxila mais distante do grupo imina (Figura 37).

Figura 36 - Interacdes ligante-receptor da base de Schiff 27 com a cisteino-protease
cruzaina.

Ala138

Fonte: O Autor (2022).

Figura 37 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 27 na cisteino-protease
cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolugdo: 1,28 A).
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Fonte: O Autor (2022).
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O composto 31 (derivado de acido L-aspartico e 2-hidroxi-benzofenona)
apresentou diversas ligacdes de hidrogénio, inclusive na parte predominantemente
hidrofobica. A hidroxila, mais especificamente o oxigénio da mesma, presente no anel
aromatico substituido, apresentou estas interacdes com hidrogénios de Trp26 e Cys25,
que também interagiu em m-alquila com o mesmo anel aromatico (Figura 38). O
hidrogénio da hidroxila ainda fez mais uma ligacdo de hidrogénio com o oxigénio
carbonilico de Gly66, mas o mesmo residuo de aminoacido também formou uma
interacao desfavoravel do tipo doador-doador, devido proximidade dos hidrogénios do

ligante e receptor (Figura 39).

Figura 38 - Diagrama 2D de interag¢des ligante-receptor da base de Schiff 31 com a
cisteino-protease cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).
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Figura 39 - Interacdes ligante-receptor da base de Schiff 31 com a cisteino-protease
cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).

Surpreendentemente, a fracdo derivada de acido L-aspartico foi a que se
encaixou na parte mais hidrofobica da proteina. De acordo com o tamanho do bolsdo e
do ligante, o encaixe parece adequado (Figura 40). As interagdes intermoleculares de
ligacdo de hidrogénio, neste caso, podem ter estabilizado o ligante na pose observada.

Figura 40 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 31 na cisteino-
protease cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolugdo: 1,28 A).
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Fonte: O Autor (2022).
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A base de Schiff 32 (sintetizada; derivada de 2-hidroxi-naftaldeido e 4cido L-
aspartico) apresentou ligacdes de hidrogénio na carboxila mais proxima do grupo imina,
com os residuos GIn19, Cys25 e Trp26 (Figura 41). Préximo destes, a His162 apresentou
interagdes de van der Waals com o ligante (Figura 42). Na parte mais hidrofobica, Asp161
apresentou interacdo do tipo m-amida com o anel condensado nao substituido. Com o

mesmo anel, Alal38 fez interacao do tipo m-alquila e Met68 do tipo m-enxofre.

Figura 41 - Diagrama 2D de interag¢des ligante-receptor da base de Schiff 32 com a
cisteino-protease cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).



109

Figura 42 - Interacdes ligante-receptor da base de Schiff 32 com a cisteino-protease

cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).

A superficie de hidrofobicidade da base 32 apresentou o grupo naftil
preenchendo o bolsdo lipofilico com a hidroxila apontando para fora da cavidade (Figura
43), enquanto a fragcdo derivada do aminoacido possui parte posicionada na regiao menos

hidrofobica e parte direcionada a parte hidrofilica.
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Figura 43 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 32 na cisteino-protease
cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolucdo: 1,28 A).
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Fonte: O Autor (2022).

A base de Schiff 33 (derivada de acido L-aspartico e 2-hidroxi-3-
fenilpropriofenona) apresentou as ligagdes de hidrogénio com os residuos GIn19 e Cys25
com a carboxila mais distante da imina, conforme esperado. Cys25 ainda apresentou
interacao m-alquila com o anel aromatico substituido, juntamente com Alal38 (Figura
44). Aspl61 e His162 apresentaram interacdes amida m-stacking com o mesmo anel
aromatico; Met68 também (m-enxofre), promovendo a estabilizagdao do ligante no bolsao

hidrofobico (Figura 45).
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Figura 44 - Diagrama 2D de interag¢des ligante-receptor da base de Schiff 33 com a
cisteino-protease cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 45 - Interagdes ligante-receptor da base de Schiff 33 com a cisteino-protease
cruzaina.
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A parte derivada de propiofenona, que poderia ter o anel aromético apontado
para dentro do bolsdao hidrofobico, ndo apresentou este comportamento. Possivelmente,
isto ocorre porque as interacdes intermoleculares mais hidrofilicas voltadas para a parte
derivada do aminodcido na estrutura nao ocorreram devido a longa distancia promovida

pelo mesmo grupo (Figura 46).

Figura 46 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 33 na cisteino-protease
cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolugdo: 1,28 A).

Fonte: O Autor (2022).

Na base de Schiff 34 (derivada de 4acido L-aspartico e 2,3,4-
trihidroxibenzofenona), foram observadas ligacdes de hidrogénio na carboxila mais
proxima do grupo imina (com o residuo His162) e na mais distante (com o residuo
Met68), assim como ligacao de hidrogénio com a hidroxila em meta do anel substituido
(Figura 47). Interagao do tipo m-alquila entre o anel substituido e Cys25 também promove

a estabilizac¢ao no bolsao (Figura 48).
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Figura 47 - Diagrama 2D de interag¢des ligante-receptor da base de Schiff 34 com a

cisteino-protease cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 48 - Interacdes ligante-receptor da base de Schiff 34 com a cisteino-protease

cruzaina.

Met68

Fonte: O Autor (2022).



114

No mapa de superficie de hidrofobicidade, o composto 34 também apresentou o
grupo derivado de acido L-aspartico predominantemente posicionado dentro do bolsao
hidrofobico, devido ao seu tamanho ideal e ligagdes de hidrogénio estabilizando esta
parte. O anel aromadtico trissubstituido apresentou as hidroxilas apontando para fora do

sitio ativo, permitindo interacdes com as partes mais hidrofilicas da proteina (Figura 49).

Figura 49 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 34 na cisteino-protease
cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolugdo: 1,28 A).

Fonte: O Autor (2022).

A base de Schiff 37 (sintetizada, derivada de Glicilglicina e 2-hidroxi-1-
naftaldeido) apresentou 6 ligagdes de hidrogénio no sitio ativo da cruzaina: com GInl19
na carboxila e no grupo amida, com Cys25 na mesma amida e com o oxigénio da hidroxila
do grupo naftil (Gly163 também apresentou a ligagdo com o mesmo oxigénio) € com
Met68 e o hidrogénio da mesma hidroxila (Figura 50). Met68 também fez interacdo do
tipo m-enxofre com o anel aromatico substituido, com Alal38 fazendo interagdo do tipo
n-alquila com o mesmo anel. Aspl61 fez interagcdes amida n—stacking com ambos o0s

anéis condensados (Figura 51).
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Figura 50 - Diagrama 2D de interag¢des ligante-receptor da base de Schiff 37 com a
cisteino-protease cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 51 - Interagdes ligante-receptor da base de Schiff 37 com a cisteino-protease
cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).

O bolsao hidroféobico novamente comportou os anéis condensados, assim como
em todos os derivados de 2-hidroxi-1-naftaldeido, entretanto desta vez com a hidroxila
voltada para dentro do sitio, estabilizada pelas ligagdes de hidrogénio (Figura 52). A parte

derivada do aminoécido ocupou a regido um pouco mais hidrofilica do sitio ativo, que

também foi favorecida por ligagdes de hidrogénio.
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Figura 52 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 37 na cisteino-protease
cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolugdo: 1,28 A).

Hydrophobicity

3,00
2,00
1,00
0,00
-1,00
2,00
3,00

A

A base de Schiff 38 (derivada de glicilglicina e 2-hidroxi-3-fenil-propriofenona)

i
Fonte: O Autor (2022).

apresentou um comportamento peculiar: a ligacao dupla de formagao da amina se torna
mais estavel no sitio ativo quando deslocalizada para o carbono seguinte do substituinte
propiofenona (Figura 53). Isso provavelmente ocorre porque quando nao deslocalizada,
ocorre uma interagao desfavoravel de efeito estéreo com a carbonila de Aspl61, o que

aumenta a repulsdo com o ligante. Esta interacdo ndo ¢ vista quando ha a deslocaliza¢do
da ligacdo dupla (Figura 54).

Figura 53- Diagrama 2D de interagdes ligante-receptor com a ligacdo dupla da imina
nao deslocalizada (base de Schiff 38 com a cisteino-protease cruzaina).

GLY
A:66

MET
A:68

Fonte: O Autor (2022).
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Figura 54 - Diagrama 2D de interagdes ligante-receptor com a ligagcdo dupla da imina
deslocalizada (base de Schiff 38 com a cisteino-protease cruzaina).
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N
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Fonte: O Autor (2022).

Na parte derivada do aminoacido, foi observado interagdao do tipo ligacdo de
hidrogénio de Gly66 com a carbonila da amida. Todas as outras interagdes observadas
ocorreram no anel aromatico substituido do ligante: ligacdo de hidrogénio com o
substituinte hidroxila (Trp26), interagdo amida-n stack com His162, intera¢do m-enxofre
com Met68, interagdo m-alquila com Alal38 e interacdes de van der Waals com Gly163.
E possivel também perceber uma ligagdo de hidrogénio intramolecular entre a carbonila

da amida e o hidrogénio da hidroxila do anel aromatico substituido (Figura 55).
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Figura 55 - Interacdes ligante-receptor da base de Schiff 38 com a cisteino-protease
cruzaina.

Ala138

His162

Fonte: O Autor (2022).

A superficie de hidrofobicidade apresentou o anel aromatico substituido
posicionado para dentro do bolsdo hidrofobico, entretanto com a hidroxila préxima da
regido neutra. O anel remanescente posicionou-se na parte mais hidrofilica, entretanto o
mesmo nao apresentou nenhum tipo de interagdo intermolecular, provavelmente estando

posicionado para esta regido devido a estabilidade de efeitos estéricos (Figura 56).

Figura 56 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 38 na cisteino-protease
cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolugdo: 1,28 A).

Fonte: O Autor (2022).
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Na base de Schiff 41 (derivada de D-Metionina e 2-hidroxi-benzofenona), uma
ligacdo de hidrogénio foi observada entre Cys25 e a carboxila. O mesmo residuo
apresentou interacdo do tipo alquila com o tioéter, que também apresentou interagdes 7-

alquila com Trp184 e alquila com His162 (Figura 57).

Figura 57 - Diagrama 2D de interag¢des ligante-receptor da base de Schiff 41 com a
cisteino-protease cruzaina.

ALA
A:138
GLY
MET A:163
A:68 HIS
A:162
ASP
A:161
/O’ H
0-- \
0]
TRP
A:184 CYS
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Fonte: O Autor (2022).

No anel aromatico substituido, a hidroxila apresentou ligagao de hidrogénio com
Aspl61, que também apresentou interagao do tipo amida-m stack com o outro anel
aromatico. His162 também apresentou o mesmo tipo de interagdo e m-alquila foi
observada com Alal38. Met68 apresentou interacdo do tipo m-enxofre e Glyl63
apresentou interacao do tipo van der Waals com o ligante (Figura 58).

Na superficie de hidrofobicidade, foi possivel observar que o anel aromatico
ndo-substituido se apresenta ancorado no bolsao hidrofobico, enquanto o anel substituido
apresenta-se para fora do sitio ativo. Na regido mais externa e menos hidrofobica,

encontra-se a fra¢do derivada do aminoacido (Figura 59).
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Figura 58 - Interacdes ligante-receptor da base de Schiff 41 com a cisteino-protease
cruzaina.

Fonte: O Autor (2022).

Figura 59 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 41 na cisteino-protease
cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolugéo: 1,28 A).

Fonte: O Autor (2022).

A base de Schiff 42 (sintetizada; derivada de D-Metionina e 2-hidroxi-1-
naftaldeido) apresenta interagdes do tipo alquila com Cys25 e m-alquila com His162 e

Trp184 com o tioéter. Interacdes do tipo m-alquila também sdo observadas entre o anel
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condensado nao substituido ¢ Leu67 e Ala68. Met68 faz interagdo m-enxofre com o
mesmo anel e Aspl6l faz interagdo do tipo amida-m stack com ambos os anéis
condensados. Ha também uma interacdo desfavoravel, devido a proximidade de dois

grupos aceitadores de hidrogénio (Figura 60).

Figura 60 - Diagrama 2D de interacdes ligante-receptor da base de Schiff 42 com a
cisteino-protease cruzaina.
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Fonte: O Autor (2022).

Além disso, uma interacdo intramolecular entre a carboxila derivada da
Glicilglicina e a hidroxila presente no grupo naftil foi observada (ligagao de hidrogénio),
o que provavelmente melhorou a estabilidade conformacional de forma significativa
(Figura 61). Os anéis condensados se encaixaram de forma adequada ao bolsdo
hidrofobico, conforme os outros derivados de 2-hidroxi-1-naftaldeido. O sitio ativo
aparenta ter o espaco ideal para comportar a fracdo derivada de aminoacido, conforme

Figura 62.
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Figura 61 - Interacdes ligante-receptor da base de Schiff 42 com a cisteino-protease
cruzaina.

His162

Ala138

Fonte: O Autor (2022).

Figura 62 - Superficie de hidrofobicidade da base de Schiff 42 na cisteino-protease
cruzaina (PDBID: 3KKU; Resolucdo: 1,28 A).

Hydrophobicity

Fonte: O Autor (2022).

As pontuagdes obtidas para os outros compostos da série encontram-se no

Apéndice A e as poses de ancoragem dos respectivos compostos no Apéndice C.

4.2.2.3.1 Distribui¢do de microespécies
Para proceder com maior confiabilidade e em termos dos equilibrios dos

candidatos a farmacos nas analises de docking, estados majoritarios de microespécies
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foram consideradas para realizagdo dos calculos. Desconsiderando efeitos de tautomeria
e ressonancia, um derivado de aminoécido pode apresentar varios estados de protonagado
com o pH variando de 0 a 14, de acordo com a Figura 63. O composto 27, por exemplo,
apresentou 9 estados distintos, representados pela Figura 64. Entretanto, em pH 5,5,
apresentou cerca de 93% das microespécies disponiveis no sistema na forma de carboxilas

desprotonadas (estado 7, Figuras 63 e 64).

Figura 63 - Distribui¢ao de microespécies presentes na faixa de pH de 0 a 14 para a base
de Schiff nimero 27.

Fonte: O Autor (2022).

Em pH mais proéximos de 0, a espécie com a imina protonada ¢ a mais abundante,

apresentando a hidroxila e as carboxilas também protonadas. No outro extremo, proximo
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de 14, a espécie totalmente desprotonada ¢ a mais abundante, com cargas nas carboxilas
e na hidroxila e a imina desprotonada. Aproximadamente entre os pHs 3,00 e 4,00,
diversos estados de protonagcdo mutuos competem entre si, dificultando a andlise de

docking molecular nesta faixa.

Figura 64 - Estruturas das microespécies disponiveis em pH de 0 a 14 para a base de
Schiff nimero 27, de acordo com a legenda da Figura 63.

HO. o HO o HO o 0. o
1 2 3 4
o] o e o
N HN' N’ N
;T )L ! /R

oH OH

OH OH

5 6 7 8 2
HO. o (s} o] 0. 0 Q. [s] 0. o
o o o o o
HNg m/i Ng HN/C‘: O ~/£
o I OH ‘ o | o o

Fonte: O Autor (2022).

4.2.2.4 Toxicidade com ProToxIIl

As bases de Schiff derivadas de aminoacidos apresentaram, em geral, toxicidade
oral baixa, com excec¢do das moléculas 28 e 33, que apresentaram LDso abaixo de 1000
mg kg™!. Contudo, mesmo sendo as que possuem tendéncias de maior toxicidade da série,
ainda pertencem a classe 4 do ranking GHS (300 mg kg! < LDsop < 2000 mg kg™).
Nenhuma molécula apresentou indicios de toxicidade elevada para os modelos adicionais,
com excecao da 40 que apresentou possivel imunotoxicidade com 51% de probabilidade.

Entre os derivados de aminoacidos mais ativos € com menor toxicidade oral,
destacam-se 32, 37, e de 40 a 44 que apresentam LDso todos proximos ou iguais a 5000
mg kg™!'. Devido a possibilidade de sintese neste trabalho, as moléculas 37 e 42 merecem
destaque, ambas possuindo potencial moderado ou elevado de inatividade toxica para os
modelos adicionais, de acordo com as Tabelas 8 € 9. Todas as propriedades de toxicidade,
tanto da série de derivados de DAMN quanto dos aminoécidos, podem ser consultadas

no Apéndice A.
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Tabela 8 - Previsdo de modelos adicionais de toxicidade para a estrutura 37.

Estrutura Alvo Previsao Probabilidade
(%)
OH
© Hepatotoxico Inativo 82
Carcinogénico Inativo 65

HN
0 4):0 Imunotoxico  Inativo 92
O /N Mutagénico  Inativo 67
54

Citotoxico [nativo
OH

Fonte: ProToxII (2022).

Tabela 9 - Previsdo de modelos adicionais de toxicidade para a estrutura 42.

Estrutura Alvo Previsao I:)robablhdade

(%)
HoN . .

0 Hepatotoxico Inativo 64
N o Carcinogénico Inativo 64
O / \\ Imunotoxico  Inativo 94
N Mutagénico  Inativo 54
OH Citotoxico Inativo 60

Fonte: ProToxII (2022).

4.3 DADOS GERAIS DAS BASES DE SCHIFF SINTETIZADAS

As bases de Schiff que foram sintetizadas apresentam dados gerais conforme a
Tabela 10, onde sdo apresentadas as massas molares, pontos de fusdo, rendimento e
coloracdo apresentadas. Todos os compostos derivados de DAMN foram possiveis de
serem sintetizados, mas as amostras 1 e 2 foram sintetizadas em outro trabalho do grupo
de pesquisa, mantendo-se apenas os estudos in silico. Para os derivados de aminoacidos,
apenas os produtos derivados de 2-hidroxi-naftaldeido foram possiveis de serem
sintetizados. Maiores estudos envolvendo os derivados de benzofenona sdo necessarios,
mas grupos doadores de elétrons volumosos (como por exemplo fenil e hidroxifenil),
tornando o carbono da carbonila menos eletrofilico e maior impedimento estéreo podem

ser fatores que corroboram para a inacessibilidade sintética.
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Tabela 10 — Dados gerais dos compostos obtidos.

MM. Rend. PF MM. Rend. PF
gmty (%) " o) | gmry (%) " o

265,10 84,72 A=<t 213218 [14c 226,23 92,85 Amwco 184-187
265,10 92,32  amcb  166-178 | 15 24223 27,83  Marom 152-154
230,65 90,38 cma  186-200 | 16 242,23 49,07 o rew 111-117

3
4
5
6 226,23 88,36 amaco 182-189 | 17 318,33 26,37 Peo  156-171
7
8
9

241,21 73,90  Amaeo  197-226 | 18 288,30 30,93  Pewo  175-180
286,29 82,62  Amclo  206-211 | 19 262,27 58,65 Vemelho 249-254
228,21 87,91  Amaeo  180-196 | 20 316,16 17,00 Marom 177-180
10 256,26 56,99  Amaco  234-238 | 21 320,30 70,00 Amaclo ]136-140

11 21221 84,01  amrb  200-212 | 27 301,29 22,02 YVemere 157.161

escuro

12 257,20 72,27 Aamnado 224-234 | 32 287,27 7320 Veme 211-214

escuro

13 230565 61;40 Cinza 180-199 37 286,28 16,13 Amarelo  192-193
14b 226,23 89’64 Amarelo 190-194 42 303,38 19,28 Vermelho >360

Legenda: ID = identificador. M.M = Massa molar. P.F. = Ponto de fusdo. Rend.: Rendimento.
Os derivados de aminodcidos encontram-se apds a linha pontilhada. Todos degradaram apos faixa de
fusdo, com excegdo de 15 e 21. Fonte: O Autor (2022).

Rendimentos superiores a 90% sdo considerados excelentes, acima de 80%
muito bons, acima de 70% bons, abaixo de 50% razoaveis e abaixo de 40% baixos
(FURNISS, 1989). A maior parte dos rendimentos foram pelo menos razoaveis, com
excegdo de 15, 17, 18, 20 e derivados dos aminoacidos. Os motivos podem ter sido a ma
precipitacdo da base com a escolha de solvente inadequado e baixa formagdo de produtos,
no caso de derivados de aminoacidos. A baixa forma¢ao de produto ocorre devido a
necessidade de ter que utilizar 4gua para solubilizar o aminoécido, que pode deslocar o
equilibrio sentido aos reagentes. Uma otimiza¢do pode ser executada analisando cada
base de Schiff que obteve baixo rendimento individualmente. Todas as estruturas
sintetizadas derivadas de DAMN foram purificadas em hexano, e as estruturas derivadas

de aminodcidos foram purificadas em hexano e etanol.

44 CARACTERIZACAO DAS BASES DE SCHIFF
4.4.1 Solubilidade Qualitativa

Para andlises de solubilidade qualitativa, utilizou-se 1 mg de cada composto para
cada 1 mL de solvente, com os mais distintos graus de polaridade. Os resultados
encontrados apresentam-se nas Tabelas 11 e 12. Derivados de DAMN, majoritariamente,

possuem alta solubilidade em 4lcoois de cadeia curta e sdo insoltiveis em solventes
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apolares. Derivados de Aminoéacidos sdo bem soluveis em DMSO e DMF e pouco

soluveis em agua.
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Tabela 11 — Solubilidade qualitativa das bases de Schiff sintetizadas em: Agua, Dimetilsulfoxido, Acetonitrila, Metanol, Etanol e Cloroférmio.

ID H:0 DMSO ACN MeOH EtOH CHCI3 ID H.O DMSO CHsCN MeOH EtOH CHCIs
3 I S S S S S l4c I S S S S S
4 I S S S S S 15 I S S S S PS
5 I S S S S PS 16 I S PS PS PS- I
6 PS S S S S S 17 I S PS- PS PS- PS
7 I S S S S PS 18 I S PS- PS- I I
8 PS- S S S S S 19 I S S S S S
9 PS+ S S S S PS- 20 I S PS- PS- I I
10 PS- S S S S S 21 I S S S S S
11 I S S S S PS 27 PS- S PS S PS- S
12 I S S S S PS+ 32 PS- S PS+ PS+ PS- S
13 PS- S S S S S 37 PS- S I PS+ PS- PS

14b PS- S S S S S 42 PS- S PS- PS I I

Legenda: ID = identificador. H,O = Agua. DMSO = Dimetilsulféxido. ACN = Acetonitrila. MeOH = Metanol. EtOH = Etanol. CHCl; = Cloroformio

PS- =Pouco Solavel. PS = Parcialmente Solavel. PS+ = Muito Soluvel. S = Completamente Soluvel. Fonte: O Autor (2022).

. I = Insoluvel.
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Tabela 12 — Solubilidade qualitativa das bases de Schiff sintetizadas em: 1-Propanol, Acetona, Hexano, Tetrahidrofurano e Dimetilformamida.

ID GCsH70OH Acetona CeHus THF DMF ID GCsH70OH Acetona CeHis THF DMF
3 S S I S S l4c S S I S S
4 S S I S S 15 PS+ S PS S S
5 PS S I S S 16 I PS I PS+ S
6 S S I S S 17 I PS- I PS+ S
7 S S I S S 18 I PS+ I PS S
8 S S I S S 19 S S I S S
9 S S PS- S S 20 I PS I PS- PS+
10 S S S S S 21 S S PS- S S
11 S S I S S 27 PS+ PS+ I S S
12 S S I S S 32 PS+ PS+ I S S
13 S S I S S 37 PS PS- I PS+ PS+

14b S S I S S 42 I PS- I I S

Legenda: ID = identificador. C3H;OH = Propanol. CsH>» = Hexano. THF = Tetrahidrofurano. DMF = Dimetilformamida. I = Insoluvel. PS- = Pouco Solavel. PS =

Parcialmente Soluvel. PS+ = Muito Soltivel. S = Completamente Soluvel. Fonte: O Autor (2022).
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4.4.2 Condutividade

A andlise de condutividade foi feita apenas com os compostos sintetizados
derivados de aminoacidos, para se verificar a presenga do contra-ion potassio (K") nas
estruturas. De acordo com a tabela 13, percebe-se que as estruturas finais ficaram
predominantemente em sua forma desprotonada. A protonacdo dos grupos acidos
carboxilicos diminuiu consideravelmente a solubilidade em agua, mas aumentou o
rendimento das reagdes. As amostras foram preparadas na concentragio de 1 x 10~ mol
L', no solvente DMF. Os valores obtidos permaneceram fora da faixa de eletrdlito 1:1, o

que ¢ um indicio das sinteses ndo terem sido bem sucedidas (VELHO, 2006).

Tabela 13 — Medidas de condutividade nos derivados de aminoacidos sintetizados.

Identificador Condut1v1_(llade
(pS em™)

27 12,73

32 13,84

37 24,01

42 13,08

DMF 1,47
Acetato de Sodio 31,93

Fonte: O Autor (2022).

4.4.3 Espectroscopia de Absorciao na Regido do Ultravioleta-Visivel
4.4.3.1 Derivados de Diaminomaleonitrila

Para todos os compostos foi utilizado o solvente etanol, junto de cubeta de
quartzo com caminho Optico de 10 mm. Inicialmente, trabalhou-se com as amostras na
concentragdo de 1 x 10,1 x 10 * e 1 x 10™ mol L™, para verificar o perfil dos espectros
dos compostos. Observou-se que a concentragdo de 1 x 10~ mol L™! extrapola o limite de
absorbancia, em comprimentos de onda abaixo de 415 nm. O melhor comportamento deu-
se na concentracdo de 1 x 10 mol L!, entretanto a concentragdo de 1 x 10* mol L

também foi Util para analisar bandas préximos dos 250 nm (Figura 65).
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Figura 65— Espectro de Absor¢ao na Regido do Ultravioleta-Visivel para o composto 3
nas concentragdes de 1 x 1073, 1x 10 % e 1 x 10° mol L.,

4,380

1x 103 mol L}
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1.000
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L L
200,00 400,00 00,00 800,00
nm

1x105 molL!

0.000

Fonte: O Autor (2022).

As bases de Schiff comumente possuem dois bandas principais: um entre 210
nm e 280 nm e outro entre 310 e 410 nm, de acordo com deslocamentos proporcionados
por substituintes (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). O pico proximo dos 280
nm ¢ atribuido as transi¢des 1 - 7 antiligante dos anéis aromaticos € o pico proximo dos
370 nm representa a transicdo n - 7 antiligante do par de elétrons nao-ligante da
imina. Apesar de, nesta série a maior parte dos compostos apresentarem o pico da
transicao 7 — 1 antiligante préximo de 280 nm, alguns compostos podem apresenta-lo em
comprimentos de onda mais baixos, como no caso da estrutura 14b. Esta apresentou um
ombro em 261 nm na concentracgdo de 1 x 10 mol L}, mas que pode ser bem visualizado
na concentracdo de 1 x 10 mol L™, que também representa uma transi¢io do tipo 7 — 7

antiligante (ZAMIAN; DOCKAL, 1996), conforme pode ser observado na Figura 66.
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Figura 66 - Espectro de Absorc¢ao na Regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 14b
nas concentragdes de 1 x 10 e 1 x 10° mol L-1.

4.000(3 g 3?3;
7 &

2,000 g2

[ 742,00

0,000

-0.168 L L
200,00 400,00 00,00 800,00

Fonte: (SmAutor (2022).

De 14b para 14c, pode-se observar um deslocamento batocrdmico, dado pela
alteracdo do substituinte metoxi de meta em 14b para orto em 14c (Figura 67). A estrutura
16 (base de Schiff derivada de DAMN e 2’,4’-dihidroxiacetofenona) sofreu um
deslocamento hipsocromico em relagdo a molécula 15 (base de Schiff derivada de DAMN
e 2°,6’-dihidroxiacetofenona), pela altera¢do da hidroxila da posicdo para em 16 para a
posi¢do orto em 15 (Figura 68). As bases 17 e 18 apresentaram apenas um pico largo
proximo de 300 nm, representando uma sobreposi¢ao completa das bandas proximas dos

370 nm.
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Figura 67 - Deslocamento batocromico ocasionado pela alteracao do grupo metoxi de

meta para orto. Em vermelho = 14c (o

rto; 376 nm). Em preto = 14b (meta; 364 nm).
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Fonte: O Autor (2022).
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Figura 68 - Deslocamento Hipsocromico ocasionado pela alteracdo da hidroxila de para
em 16 para orto em 15. Em preto = Estrutura 15 (270 nm, 344 nm). Em vermelho =

Estrutura 16 (277 nm, 344 nm).
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A Tabela 14 apresenta as bandas das bases de Schiff sintetizadas.

encontram-se no Apéndice E.
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Fonte: O Autor (2022).
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Tabela 14 — Atribuigdes para as bandas observadas para as estruturas sintetizadas

derivadas de DAMN na regiao do UV-Visivel em etanol.

T o1 n—mn* T o1 n—mn*
D (C=0) (C=N) D (C=0) (C=N)
A (nm); A (nm); A (nm); A (nm);
g (mol!'Lcm™) & (mol! L cm™) g (mol!' L cm™) & (mol! L cm™)
3 257 375 13 253; 365
(37500) (48000) (25000) (36000)
4 254 357 14b 261 364
(36500) (37500) (18000) (34000)
5 250 369 l4¢ 260 376
(36000) (37500) (18000) (34000)
6 259 376 15 269 344
(25000) (40000) (23000) (6000)
7 ~=260 376 16 276; 307 -
(9900) (20000) (14000; 9000)
2 260 372 17 299 -
(10100) (35000) (35000)
9 279 378 18 299 -
(20000) (50000) (35000)
10 255; 277 376 19 274;314; 355 406; 426
(9500; 11500) (39000) (8000; 9000; 10000)  (15000; 12000)
1 276 373 20 291; -
(16000) (38000) (50000)
12 264 367 21 231; 303 -
(15000) (25000) (22000)
~ ombro. Fonte: O Autor (2022).
4.4.3.2 Derivados de Aminoacidos

Para a analise dos espectros na regido do UV-visivel os derivados foram

solubilizados em DMF, utilizando cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm.

Inicialmente, trabalhou-se com as amostras na concentragdo de 1 x 102, 1 x 10 *e 1 x

10° mol L', para verificar o perfil dos espectros dos compostos. Observou-se que a

concentragio de 1 x 107 mol L™! extrapolava o limite de absorbancia, em comprimentos

de onda abaixo de 415 nm. A melhor visualizagdo deu-se na concentragio de 1 x 10 mol

L

Como nas bases de Schiff derivadas de DAMN, as bases de Schiff derivadas de

aminoacidos também apresentaram como pico principal o apresentado na regido entre

310 e 410 nm, atribuido a transi¢cdo n - 7 antiligante do par de elétrons ndo-ligante da

imina (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007), entretanto o pico referente as



135

transi¢des 7 - m antiligante dos anéis aromaticos nao foram possiveis de se observar.
Conforme a Tabela 15, pode-se observar as atribui¢des das bandas para as estruturas

sintetizadas.

Tabela 15 — Atribuicdes para as bandas observadas para as estruturas sintetizadas
derivadas de DAMN na regido do UV-Visivel em DMF.

n—mn*
(C=N)
A (nm)

g (mol! L cm™)
365
(9000)

335
(5000)

365
(8000)

328
(5000)

Fonte: O Autor (2022).

ID

27

32

37

42

4.4.4 Espectroscopia Vibracional na regiao do Infravermelho
4.4.4.1 Derivados de Aminodcidos

Para dar inicio ao estudo da série, realizou-se o calculo de DFT-IR para
conhecimento dos numeros de onda posteriormente obtidos (Figura 69). Conforme
observado, os valores das bandas dos espectros de infravermelho obtidos
experimentalmente ficaram bem proximos dos valores previstos pelos espectros tedricos,
com residuo maximo de 21 cm™! para estiramentos abaixo dos 3000 cm™ conforme
Quadro 3. Isto representa uma excelente correlacao teorico-experimental, considerando
que o célculo ¢ executado em fase gasosa e também proximidade das bandas de
compostos analogos relatados na literatura, com estiramentos vC=N entre 1590 e 1650
cm! (SELWIN JOSEYPHUS; SIVASANKARAN NAIR, 2009, 2009; SINGH;
RAJOUR; PRAKASH, 2012). Foi possivel determinar as bandas pela inspecao visual do
output via Avogadro 1.2.0.
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Quadro 3 — Desvio das bandas de FTIR obtidas para a base de Schiff 37 a partir de DFT
(Funcional: B3LYP. Nivel de teoria: def2-TZVPP) e experimentalmente.

numero numero de numero nimero de
Bandas de onda onda Residuo Bandas de onda onda Residuo
(teorico, | (experimental, (cm™) (teorico, | (experimental, (cm™)
cm™) cm) cm) cm™)
v(C-H) 787 786 1 Vasym(COO") 1553 1564 11
v(C-H) 1058 1063 5 v(C=N) 1644 1635 9
1146;
V(C-H); v(O-H) 1232 1131; 1223 15;9 V(C=0)*; v(C=N) 1679 1669 10
Vsym(COO") 1282 1261 21 v(O-H) 3571 3365 206
v(C=C) 1403 1405 2 v(C-H) 3068 =3100 -
v(C=C) 1458 1440 18 v(N-H) 3414 =3300 -

Legenda: 1 = estiramento largo. v(C=0)*: estiramento mais intenso. Fonte: O Autor (2022).

E relevante notar que, em alguns casos, a literatura reporta apenas uma banda
v(C=N) nos artigos, entretanto foi possivel observar que esse estiramento pode originar
até duas bandas experimentalmente, nesse caso em 1635 e 1669 cm™, de acordo com os
calculos via DFT (SELWIN JOSEYPHUS; SIVASANKARAN NAIR, 2009; SINGH;
RAJOUR; PRAKASH, 2012; ZISHEN; ZHIPING; ZHENHUAN, 1993). A primeira
banda, todavia, pode estar sobreposta pelo estiramento da carbonila da amida que ¢
bastante intenso, mas de acordo com o composto analisado, a base de Schiff 37 (Figura
70), é possivel observar as duas bandas.

O restante dos espectros experimentais realizados para caracteriza¢ao das bases
de Schiff encontram-se no Apéndice F. Todas as bases sintetizadas apresentam bandas
em regides similares as discutidas para o composto 37, com pequenas variagdes oriundas
das diferentes aminas primarias e/ou das estruturas dos compostos carbonilados utilizados

para as sinteses.
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Figura 69 — Espectroscopia vibracional no Infravermelho obitida através de estudos por DFT para a base de Schiff 37, utilizando o funcional

40

B3LYP e o conjunto de bases def2-TZVPP.

1 N . 2 " 1 " N N N |

2000 1000 0
Wavenumber (cm')
Fonte: O Autor (2022).
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Figura 70 — Espectroscopia vibracional no Infravermelho obitido experimentalmente para a base de Schift 37.
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4.4.4.2 Derivados de Diaminomaleonitrila

As bases de Schiff derivadas de DAMN apresentaram bandas caracteristicas de
V(NH»), v(C-N), v(C=N), v(C=C), v(C-O) e v(C=N), conforme disposto na Tabela 16.
Para estruturas analogas as dos ligantes sintetizados, espera-se o aparecimento de bandas
moderadamente intensas na regido de 3800 até 3300 cm™!, devido aos estiramentos O-H
(hidroxila). Porém, elas podem sofrer deslocamentos para a regido de 2650 a 2450 cm™,
se a ocorréncia de ligagdes de hidrogénio intramoleculares entre o nitrogénio do grupo
imina e a ligagdo OH forem possiveis (ROMERA, 2007; TOZZO et al., 2008; UENO;

MARTELL, 1955; ZAMIAN; DOCKAL, 1996).
As bandas relacionadas aos estiramentos assimétricos das ligacdes C=N apareceram
entre 1640 cm™ e 1610 cm™!, enquanto bandas relacionadas aos estiramentos simétricos

! conforme

apareceram em menores frequéncias, na faixa de 1615 cm™ a 1595 cm’
exemplificado com a base de Schiff 5 (Figura 71). Essas ultimas nem sempre sdo
observadas, uma vez que a diferenca de energia entre as bandas de estiramento simétrico
e assimétrico € tao pequena que pode levar a observagdo de uma tnica banda (SAHU et
al., 1990). Outras bandas relevantes para a caracterizacdo das bases de Schiff derivadas
de DAMN s3o os estiramentos das ligagdes C-N e C-O, que apresentam-se
respectivamente de 1400 cm™ a 1320 cm! (DZIEMBOWSKA; AMBROZIAK;
MAIJERZ, 2005; SIGNORINI et al., 1996; ZAMIAN; DOCKAL, 1996) e 1300 até 1275

cm™ (FELICIO et al., 1999; MIDOES et al., 2008; ZAMIAN; DOCKAL, 1996).
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Figura 71 — Espectro vibracional na regido do infravermelho da base de Schiff 5.
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140



141

Tabela 16 — Bandas caracteristicas atribuidas para as bases de Schiff sintetizadas derivadas de diaminomaleonitrila em relagdo a literatura, em

-1

cm
ID v(NH?) v(C-N) v(C=N) v(C=C) v(C-0) v(C=N) ID v(NH2) v(C-N) ©v(C=N) v(C=C) v(C-0) v(C=N)
3 3423 1052 1603; 1615 1549 1290 2247;2201 13 3420 1235; 1078 1619; 1606 NI NI 2234; 2212
4 3454 1016 1610 1558 NI 2199 14b 3441 1041 1609 1576 1284 2207; 2236
5 3421 1230; 1165 1592; 1602 1557 1277 2204 l4c 3429 1249 1597 1560 1291 2243; 2195
6 3431 1024 1598 1560 1291 2244; 2195 15 3275 1025 1628 1520 1342 NI
7 3415 1138 1601; 1615 1573 1336 2204 16 3346 1064 1604; 1622 NI 1320 2213
8 3490 1123 1611 1556 1328 2230 17 3437 1244 1644; 1616 NI 1319 2211
9 3463 1166 1589 1567 1298 2231; 2202 18 3437 1244 1616; 1644 NI 1319 2211
10 3490 1142 1614; 1600 1558 NI 2228;2199 19 3336 1038 1603; 1618 1557 1314 2250; 2150
11 3419 1237; 1157 1605 1514 1279 2201 20 3437 1244 1616; 1644 NI 1319 2211
12 3470 1244; 1182 1615; 1597 1534 1320 2204 21 3490 1160; 1071 1627; 1593 1569; 1514 1284 2225
. 3500- 1638- 1340- . 3500- 1250- 1638- 1340-
Literatura 4 0105109 1250-1020!%° 159299 1550110 1290% 2260-2222'% | Literatura 30(1)(?9108‘ 1020109 15929 1550110 1290% 2260-22221%

Legenda: NI = Nao identificadas. Fonte: O Autor (2022).
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4.4.5 Ressonancia Magnética Nuclear 'H

A interpretagdo dos sinais obtidos pela técnica de ressonancia magnética nuclear
de 'H para as bases de Schiff sintetizadas foram realizadas com base na literatura
(COSTES et al., 2005; GUHA et al., 2011; PAUL etal., 2015; RIVERA; RIOS-MOTTA;
LEON, 2006; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). A estrutura genérica
numerada para atribuicdo dos sinais ¢ apresentada na Figura 72, onde sdo identificados

0s atomos que podem apresentar sinais nos espectros correspondentes.

Figura 72 — Estrutura genérica numerada para atribuicio dos sinais de RMN 'H.

N
',
11 132N
HoNT 57
;e
g
) e
6 lﬂ:;} S
7 :::l?: ~ 3
2
OH"

Fonte: O Autor (2022).

Sinais ndo desejados aparecem em 2,50 ppm, caracteristico de DMSO nao
deuterado e 3,33 ppm, representando a agua residual, presentes no solvente em pequenas
quantidades. O Quadro 4 apresenta as atribui¢cdes para os sinais da base de Schiff 11, com

base nas numeracdes da Figura 72, considerando a natureza do sinal e o valor da integral.
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Quadro 4 — Atribuicio dos sinais de deslocamento quimico do RMN 'H para a base de

Schiff 11.
Deslocamento
ATOMO Quimico Natureza do sinal
o (ppm)
O'-H 10,24 Singleto
C-H 6,83 Duplos tripletos
C*H 7,86 Duplos tripletos
C8-H 8,15 Singleto
N°-H 7,68 Singleto

Fonte: O Autor (2022).

O hidrogénio do carbono da imina (C8-H) pode ser considerado diagnostico para

a formacao da base de Schiff. Diante disso, a Tabela 17 apresenta os valores para os sinais

C8-H correspondentes para todas as bases de Schiff sintetizadas, os quais comprovam a

presenca do grupo C=N. De acordo com a literatura, este deslocamento se apresenta como

singleto em torno de 8 a 8,8 ppm (JOSEYPHUS; NAIR, 2010; MELLO, 2017). Quando

a reacdo nao obtém o produto desejado e utiliza-se um aldeido como carbonilado, ¢

possivel observar o hidrogénio da carbonila entre 9,5 e 10,5 ppm, apresentando um

indicio da presenca dos reagentes no meio (GUMUS; SERT; KOCA, 2019; REMAUD et

al., 1997). Os espectros de todas as estruturas podem ser conferidos individualmente no

Apéndice G.
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Tabela 17 — Atribuicdo dos sinais obtidos para o hidrogénio do carbono da imina no
espectro de RMN 'H para as bases de Schiff sintetizadas.

Deslocamento Deslocamento
ID Quimico ID Quimico
0 (ppm) o0 (ppm)
3 8,25 l4c 8,80
4 8,47 15 -
5 8,76 16 -
6 8,80 17 -
7 8,59 18 -
8 8,30 19 9,23
9 8,07 20 -
10 8,30 21 -
11 8,15 27 8,18
12 8,54 32 N/O
13 8,35 37 8,52
14b 8,35 42 N/O
* Compostos de 15 a 21 com excecdo de 19 sdo derivados de cetonas. N/O: Nao obtidas. Fonte: O Autor
(2022).

4.4.6 Ressonincia Magnética Nuclear 13C

Os espectros de RMN 3C mostraram até 19 deslocamentos, o que é coerente em
relacdo as estruturas propostas. As atribuigdes foram feitas com auxilio do software
ChemDraw Ultra 12.0.2 (MILLS, 2006), e o Quadro 5 indica os sinais apresentados pela
base de Schiff 11, demonstrada na Figura 72. Ja a Figura 73 apresenta os espectros da

mesma base de Schiff (simulado e obtido experimentalmente).
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Quadro 5 — Atribui¢io dos sinais de deslocamento quimico do RMN '3C para a base de
Schiff 11 obtidos via simulagdo no ChemDraw Ultra 12.0.2 e experimentalmente.

Deslocamento Deslocamento

Atomo | (oo | experimentap
o (ppm) o (ppm)
C? 160,8 155,57
C’ 116,0 114,37
ct 130,6 131,66
C 126,3 127,37
CS 130,6 131,66
C’ 116,0 114,37
(& 163,7 161,42
cto 119,2 115,15
c! 110,1 103,88
c? 121,1 125,87
ch 120,2 116,15

Fonte: O Autor (2022).

Para essa estrutura, a simulacdo mostrou 11 sinais, sendo que o espectro
experimental demonstrou também 11 sinais, o que demonstra correlacdo teodrico-
experimental. Os espectros de RMN '3C de todas as estruturas podem ser conferidos no

Apéndice H.
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Figura 73 — Espectros de RMN '*C obtidos em preto: via simulagio no software
ChemDraw Ultra 12.0.2; em azul: experimentalmente.
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Fonte: O Autor (2022).

Para as estruturas derivadas de aminoacidos 32 e 42, ndo foi possivel obter os
espectros de RMN. Maiores estudos devem ser feitos acerca das estruturas destes
compostos. O RMN !*C de 27 também apresentou problemas, sendo necessario investigar

tanto a realizag¢do da analise quanto sua metodologia sintética.

4.5 ENSAIOS IN VITRO
4.5.1 Cinética Enzimatica

Inicialmente, todas as estruturas sintetizadas foram submetidas ao ensaio de
concentracdo unica a 100 uM. Foi possivel observar que os compostos que apresentaram
maior porcentagem de inibicao foram as bases de Schiff 5, 9 e 11, de acordo com o

apresentado na Figura 74. Em preto apresenta-se o padrdo E64 de inibi¢do e, em
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vermelho, o padrao do branco, o solvente DMSO. A Tabela 18 apresenta os valores de

inibicao do teste em porcentagem.

Figura 74 — Ensaio de concentragdo tnica (cinética enzimatica) para inibicao da enzima
cruzaina utilizando as bases de Schiff sintetizadas.
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Fonte: O Autor (2022).

Tabela 18 — Ensaios de concentragao unica em 100 uM contra a cisteino-protease
cruzaina para as bases de Schiff sintetizadas.

ID % inibi¢ao ID % inibi¢ao
3 55,06 13 45,49
4 38,83 14b 42,49
5 68,57 l4c 39,12
6 35,17 15 37,90
7 69,69 16 33,78
8 21,24 17 27,51
9 67,44 18 21,67
10 26,17 19 57,89
11 69,67 20 17,84
12 47,33 21 33,80

ID = Identificador. Fonte: O Autor (2022).

De posse dos resultados, os compostos 5, 9 e 11 foram selecionados para
realizacdo do ensaio de ICso, que € a concentracdo necessaria para inibir 50% da
concentragdo de cruzaina. Para se calcular o ICso, utiliza-se o ponto da curva sigmoidal
em relagdo ao eixo Y que inibe 50% da atividade enzimatica. Quanto mais proximo das
regides com menor concentracdo do candidato (eixo X), maior a atividade sera e menor

serd o ICso (Figura 75). Os compostos 9, e 11 apresentaram baixa atividade de inibig3o,
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enquanto a estrutura 5 apresentou atividade moderada, conforme Tabela 19. O composto
7 também apresentou atividade na faixa dos 60 puM, entretanto o desvio-padrdo se
apresentou elevado tornando o resultado nao confidvel. Os ensaios foram realizados com

incubagdo e sem incubagdo, sendo que os resultados com incubagdo mostraram maior

atividade.

Figura 75 - Grafico semilogaritmico para a determinagao do ICso da base de Schiff
nimero 5.
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Fonte: O Autor (2022).

Tabela 19 — Ensaios de determinagdo de poténcia (ICso) contra a cisteino-protease
cruzaina para as bases de Schiff sintetizadas.

ICso (uM) ICso (uM)
Composto (sem incuba¢ido) (10 minutos de incubacio)
5 323+1,8 18,7+2,3
9 78,7 +6,9 68,9 +21,3
11 78,7 +6,9 33,4+4,6

Fonte: O Autor (2022).

4.5.2 Ensaios in vitro contra a forma intracelular Amastigosta

Para os ensaios in vitro contra a forma intracelular Amastigota de 7. cruzi, todas
as estruturas sintetizadas foram submetidas ao teste de concentra¢do unica em 100 uM
(Tabela 20). Os compostos que demonstraram inibi¢do superior a 50% foram

selecionados para realizacao do ensaio de determinagao de ICso.
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Tabela 20 — Ensaios de concentragdo inica em 100 uM contra a forma Amastigota de 7.
cruzi para as bases de Schiff sintetizadas.

ID % inibicao ID % inibicao
3 21,71 13 28,67
4 31,69 14b 19,82
5 30,03 l4c 29,43
6 21,90 15 32,87
7 54,20 16 9,51
8 14,45 17 16,33
9 60,56 18 38,60
10 6,18 19 25,04
11 55,16 20 32,24
12 18,72 21 36,40
- - BZ 90

BZ = Padrao Benzonidazol. Fonte: O Autor (2022).

As bases de Schiff 7, 9 e 11 (derivados DAMN), que também estdo entre as

estruturas com maior porcentagem de inibi¢do na cinética enzimatica, corroboram com a

cruzaina como principal via de inibi¢do de 7. cruzi (FERREIRA; ANDRICOPULO,

2017). As estruturas 7, 9 e 11 apresentaram baixa poténcia de inibi¢cdo (Tabela 21).

Tabela 21 — Ensaios de determinagdo de poténcia (ICso) contra a forma amastigota do
Trypanosoma cruzi.

ICs0 (uM)
ID . ~
(sem incubacio)
7 >64
9 >64
11 >64

ID = Identificador. Fonte: O Autor (2022).
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4.6 ESTUDOS TEORICOS

4.6.1 Estudos por DFT
4.6.1.1 Otimiza¢do geométrica e energia

Na otimizagao, foi possivel observar que as estruturas mais estaveis foram as dos
compostos 3 ¢ 4, com uma variagdo desprezivel. Isso ocorre provavelmente porque o
efeito doador mesomérico dos substituintes cloro ¢ menor que o efeito retirador indutivo,
com predominio do ultimo (BRUICE, 2014). Observou-se também que, em média, as
energias das estruturas derivadas de aminodcidos foram menores. Todavia, as cetonas
estericamente pouco acessiveis e grupos doadores de elétrons volumosos proximos a
carbonila tornam a sintese uma tarefa desafiadora. As energias calculadas para as

estruturas otimizadas encontram-se na Tabela 22.
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. Energia Energia Energia
ID Energia (Eh) mgol-l) 1D (Ehg) (keal mgol'l)
1 -642,0807 -402912,06 21 -1098,2314 -689151,19
2 -775,8893 -486878,30 25 -1239,9625 -778088,87
3 -1560,8832 -979469,82 26 -1048,2869 -657810,51
4 -1560,8829 -979469,63 27 -1204,0893 -755578,08
5 -1101,4942 -691198,63 28 -1275,8517 -800609,70
6 -756,4655 -474689,67 29 -1200,6950 -753448,12
7 -846,3499 -531093,03 30 -1200,6950 -753448,12
8 -985,2156 -618232,64 31 -1086,3272 -681681,18
9 -792,3414 -497202,15 32 -1009,0379 -633181,37
10 -870,8438 -546463,19 33 -1164,8417 -730949,82
11 -717,2328 -450070,75 34 -1236,5958 -775976,23
12 -921,4618 -578226,49 35 -1180,8453 -740992,23
13 -1101,4993 -692201,83 36 -1066,4661 -669218,14
14b -756,4744 -474695,95 37 -989,1673 -620712,37
14c¢ -756,4655 -474689,67 38 -1144,9788 -718485,65
15 -831,6132 -521845,60 39 -1216,7402 -763516,64
16 -831,6150 -521846,73 40 -1488,8828 -934288.,85
17 -1062,3438 -666631,36 41 -1374,5057 -862516,07
18 -947,9447 -594844,78 42 -1297,2005 -814006,29
19 -870,6616 -546348,86 43 -1453,0172 -9011782,82
20 -1026,4762 -644124,08 44 -1524,7807 -956815,14

Fonte: O Autor (2022).

Entre as estruturas 14b e 14c, a diferenga de energia ficou em torno de 6 kcal

mol™!, com 14b apresentando menor energia. Isso possivelmente ocorre, pois em 14b, o

grupo metoxila doador esta orientado em meta, enquanto para o 14c a metoxila estd em

orto. A presenga da metoxila em orto pode apresentar efeito doador de elétrons por efeito

mesomeérico, deixando os elétrons mais disponiveis na amina, tornando-a um pouco mais

reativa (BRUICE, 2014).

As estruturas 15 (2 hidroxilas em posicao orto) e 16 (hidroxilas em posi¢do orto

e para) também apresentaram energias e caracteristicas estruturais préximas, com 16 se

apresentando como provavel produto mais estavel. A estrutura 9 também possui duas

hidroxilas (meta e para), mas sua energia foi significativamente superior, o que indica

que provavelmente esta ndo € a orientacdo mais estavel.
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4.6.1.2 Comprimentos e dngulos de ligacoes quimicas
Os comprimentos das ligagdes C=N da imina foram determinados através das
otimizagoes realizadas em 4.1.9.1, assim como os angulos de C—-N=C, de acordo com a
Figura 76. O carbono sp? ligado ao nitrogénio da imina fornece um 4ngulo préximo dos

120° (BROWN; LEMAY JR; BURSTEN, 2005).

Figura 76 — Exemplo da determinacdo dos angulos de ligagdo C—N=C e comprimento
de ligagao C=N utilizando a estrutura otimizada da base de Schiff 1 (método DFT,
funcional B3LYP e nivel de teoria def2-SVP).

Fonte: O Autor (2022).

As estruturas 14b e l4c, que possuem os substituintes em orfo e meta, nao
apresentaram diferenga nos comprimentos e angulos de ligagao da imina, provavelmente
pela substituinte metoxila estar longe da regido de ligacdo. Em 15 e 16, as primeiras
estruturas derivadas de cetonas estudadas, percebe-se que o angulo de ligagdo comeca a
ficar mais acentuado, devido ao efeito estéreo promovido pela metila. Quando os
derivados de cetona possuem dois anéis aromaticos, o contrario ocorre: devido a sua
possibilidade de orientacao em diferentes planos, o efeito estéreo ¢ menos pronunciado,
como por exemplo nos derivados de 2-hidroxi-3-fenilpropiofenona e derivados de

benzofenonas, conforme pode ser observado na Tabela 23.
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Tabela 23 — Comprimentos de ligagio (C=N; A) e angulos de ligagio (C-N=C; °) das
bases de Schiff estudadas, utilizando o método DFT (funcional B3LYP e fungdo de base

do tipo def2-SVP.)

ID C=N(A) C-N=C (") ID C=N (A) C-N=C (")
1 1,286 129,38 21 1,298 127,68
2 1,291 128,61 25 1,291 122,84
3 1,283 127,95 26 1,281 125,56
4 1,281 127,63 27 1,276 124,19
5 1,284 123,03 28 1,276 121,94
6 1,287 123,17 29 1,284 123,03
7 1,284 125,07 30 1,287 123,52
8 1,288 123,01 31 1,287 124,65
9 1,291 121,94 32 1,284 119,14
10 1,291 121,89 33 1,287 124,10
11 1,385 122,02 34 1,285 122,53
12 1,379 122,04 35 1,282 123,27
13 1,384 122,18 36 1,280 123,46

14b 1,385 122,23 37 1,269 121,29

l4c 1,385 122,23 38 1,278 121,87
15 1,286 116,20 39 1,284 123,50
16 1,289 117,24 40 1,283 123,29
17 1,384 126,59 41 1,280 122,03
18 1,383 125,37 42 1,277 118,59
19 1,290 124,32 43 1,275 122,08

20 1,294 129,89 44 1,288 125,34

Fonte: O Autor (2022).

Em geral, o comprimento de ligagdao ndo variou consideravelmente, com a média

de 1,301 A = 0,028. O angulo de ligagio C-N=C para os derivados de aminodcidos

também se manteve constante, com uma média de 123,47 °+2,11.

4.6.1.3 Propriedades eletronicas

Os orbitais moleculares de fronteira (do inglés, Frontier Molecular Orbitals) sdo

extremamente relevantes para se entender a reatividade de um sistema quimico. O orbital

molecular mais alto ocupado (HOMO) e o orbital molecular desocupado mais baixo

(LUMO) demonstram a capacidade de doar e aceitar um elétron em uma determinada
estrutura (GUNASEKARAN et al.,, 2008). Para a estrutura 5, o valor de HOMO
observado foi de -6,1038 eV e o valor de LUMO de -2,6278 eV, com o gap estimado em

3,4760 eV. Na ordem de 3 eV, pode ser classificado entre semicondutor/isolante (Figura

77) (DE SOUSA CORREIA; DE MELO DANTAS; DE ANDRADE, 2017).
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Figura 77 - Diagrama do orbital molecular para o composto 5 (em eV) e suas
respectivas ocupancias para os orbitais de fronteira (O = ocupado; U = desocupado).
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Fonte: O Autor (2022).

Quanto ao HOMO, observou-se que neste orbital molecular houve a
predominancia de probabilidade em regides conjugadas, como proximo ao anel
aromatico, préximo a regido da imina e da dupla ligagdo C=C. As principais contribuigcdes
de orbitais atobmicos observadas foi de S e P, em C8; Py, Py, P, ¢ S em C10; orbital S e Py

em N12; S em H20; S e Py em C6; P, em C7 (Figura 78).
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Figura 78 — Orbital Molecular do tipo HOMO obtido através de DFT para a base de
Schiff 5, utilizando o conjunto de fung¢des de bases def2-SVP e funcional B3LYP. Em
vermelho = fase positiva. Em azul = fase negativa.

Fonte: O Autor (2022).

Quanto ao orbital molecular do tipo LUMO, observou-se menor quantidade de
orbitais em fase no anel aromatico, com maior predominancia nas regioes C5-C6, C7-C8,
N9-C10 e C13-C15, com aparéncia de ligagdo do tipo m. A regido de C5 a NI16 ¢
conjugada e pode apresentar ressonancia, enquanto Cl apresenta aparente orbital
antiligante tanto em HOMO quanto em LUMO. C2 e C4 possuem a aparéncia de orbitais
ndo ligantes do tipo Px e outros principais orbitais atdmicos que colaboram sdo: Py e Py
em C8, C10, C13 e C16; Py em C13; Px em C6, C4, C12, N9, C15,C9 e C12; e S em H22
e H23 (Figura 79).
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Figura 79 — Orbital Molecular do tipo LUMO obtido através de DFT para a base de
Schiff 5, utilizando o conjunto de func¢des de bases def2-SVP e funcional B3LYP. Em
vermelho = fase positiva. Em azul = fase negativa.

Fonte: O Autor (2022).

Em relacdo aos derivados de aminoécidos, tanto HOMO quanto LUMO
encontram-se predominantemente na regido dos anéis condensados, conforme exemplo

das estruturas 27 e 32 (Figura 80).
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Figura 80 — Orbitais Moleculares HOMO-LUMO obtido através de DFT para as bases
de Schiff 27 e 32, utilizando o conjunto de func¢des de bases def2-SVP e funcional
B3LYP. Em vermelho = fase positiva. Em azul = fase negativa.
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Fonte: O Autor (2022).

4.6.1.4 Voltametria Ciclica
Para as bases de Schiff sintetizadas, os voltamogramas apresentaram processos
predominantemente irreversiveis. Os valores de corrente e potencial redox podem ser
observados na Tabela 24. Os valores de HOMO e LUMO foram estimados de acordo com

as seguintes equacdes abaixo, de Bredas e colaboradores (BREDAS et al., 1983):

E (HOMO) = -¢[Eox®™ + 4,4]
E (LUMO) = -¢[Erea™* + 4,4]
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Os valores obtidos via voltametria ciclica foram comparados com os valores
obtidos através dos calculos DFT, conforme Figuras 81 (HOMO) e 82 (LUMO), de
acordo com o grafico multi-curva duplo Y. Em diversos conjuntos, o grafico apresentou
a mesma tendéncia, como por exemplo o HOMO dos compostos 3 a 8§ e o LUMO dos
compostos 10 a 13. LUMO dos derivados de aminoacidos também apresentaram a mesma
tendéncia, mas os valores obtidos via DFT ficaram distantes dos obtidos

experimentalmente.

Tabela 24 — Dados de voltametria ciclica para as bases de Schiff sintetizadas.

ID Epc (V) ipc(nA) Epa (V) ipa(nA)| ID Epc (V) (:E:) Epa (V) ipa (pA)

(O8]

1,128 8,94 -1,427 -4,58 l4c 1,068 53,13  -1,607 -14,30
1,138 19,84 -1,427 -5,15 15 1,068 16,41 -2,136 -7,34
5 1,058 11,32 -1,507 -1,91 16 1,388 13,33 -2,106 -6,66
6 1,008 24,00 -1,617 -4,87 17 0,759 14,61 -1,857 -4,93
7 1,158 10,61 -1,707 -7,80 18 0,709 14,12 -1,857 -2,89
8 0,968 27,56 -1,587 -7,85 19 0,729 8,89 - -

9 0,699 20,49 -1,927 -2,92 20 0,719 19,57 -1,867 -5,33
10 0918 21,48 -1,657 -4,85 21 0,779 9,93 - -

I

11 0,829 15,80 -1,707 -4,73 27 - - - -
12 0,838 9,76 -1,168 -0,51 32 0,759 3,32 -0,749 -11,52
13 1,148 33,06 -1,477  -11,63 37 1,138 2,23 -0,908 -1,08
14b 1,088 25,15 -1,028 -3,32 42 - - - -

ND = nao detectado. Fonte: O Autor (2022).

Alguns compostos apresentaram valores mais distantes dos obtidos
experimentalmente, como por exemplo o HOMO de 9, 12, 16 ¢ 18 e 0 LUMO de 27 e 32.
Estes resultados podem ser melhorados significativamente aumentando-se o nivel de
teoria e utilizando-se um funcional mais adequado. Além disso, a ndo utilizagao de um
modelo de solvatagdo semelhante ao sistema experimental executado também pode ter

impactado significativamente nos resultados obtidos.
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Figura 81 — Grafico duplo Y dos valores obtidos de HOMO via voltametria ciclica (em

preto) e DFT (em azul).
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Figura 82 - Grafico duplo Y dos valores obtidos de LUMO via voltametria ciclica (em

preto) e DFT (em azul).
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4.6.2 Dinamica Molecular

Para montar-se o sistema de dindmica molecular, gerou-se uma caixa ctbica de
agua que resultou em 19.639 moléculas adicionadas € 13 ions de Na' para neutralizar a
carga do sistema (Figura 83), na temperatura de 310K e pressao de 1 bar. As dguas foram
omitidas para melhor visualizagdo do complexo proteina-ligante, os quais foram

configurados e coloridos de maneira individual.

Figura 83 — Sistema de Dindmica Molecular montado para estudo do complexo
proteina-ligante da base de Schiff sintetizada 5 e a enzima cruzaina, contendo 19.639
moléculas de dgua e 13 fons Na™.

Fonte: O Autor (2022).

O RMSD (do inglés, root-mean-square deviation) pode ser utilizado para avaliar
estatisticamente o desvio apresentado pelos residuos de aminoacidos em relagdo a sua

posi¢do inicial, permitindo identificar as regides mais sensiveis mediante avango
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temporal. Conforme Figura 84, onde apresenta-se um mapa de calor em relagdo aos
desvios apresentados, a maior parte da enzima apresenta desvio inferior a 8.59 A, o que
representa que, majoritariamente, a estrutura se manteve estavel ao longo do tempo. O
ligante permaneceu todo o tempo da simulagdo na regido de interface dos dois dominios
da enzima, correspondendo ao sitio catalitico consolidado na literatura. A estabilidade
majoritaria do RMSD da enzima corresponde a presenga do ligante no sitio ativo que,
quando na forma apo (proteina sem a presenca do ligante), demonstra alteragdes de

conformacao significativas, conforme Figura 85 (FREITAS; OLIVEIRA, 2018).
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Figura 84 — Mapa de calor demonstrando a variagdo de RMSD (A) em funcdo do tempo e do residuo correspondente para a enzima cruzaina (PDBID: 1ME4) e ligante 5.
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Obs.: cada frame corresponde a 2 ps. Fonte: O Autor (2022).
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Figura 85 — Snapshot realizado no instante 1500 ps para o complexo proteina-ligante da
base de Schiff 5 com a cruzaina.

Fonte: O Autor (2022).

A ligagdo de hidrogénio com maior ocupacao no sistema foi do ligante (base de
Schiff 5) com o residuo ASP158, presente em 38,30% do tempo no sistema, enquanto o
residuo LEU157 apresentou ligagdo de hidrogénio com o ligante em apenas 5,59% do
tempo (Figura 86). Todavia, para andlises futuras, o ideal ¢ realizar ensaios de DM com
trajetorias superiores a 50 ns, que foram suprimidas neste trabalho devido elevado custo
computacional. Essas trajetorias podem apresentar dados mais proximos do equilibrio,

sendo possivel observar interacdes mais consolidadas pelo sistema quimico estudado.
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Figura 86 — Quantidade de ligagdes de hidrogénio apresentadas entre a base de Schiff 5
e a enzima cruzaina de t =0 até t = 1500 ps.
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* Cada frame representa 2 ps. Fonte: O Autor (2022).

5 CONCLUSAO - PERSPECTIVAS FUTURAS

Os rendimentos sintéticos de todas as bases de Schiff derivadas de DAMN foram
majoritariamente satisfatorios, com apenas quatro compostos da série possuindo
rendimento baixo (< 40%). Porém, maiores estudos de metodologia sdo necessarios para
bases de Schiff derivadas de aminécidos. Estes compostos foram avaliados frente a
atividade tripanocida, tanto por cinética enzimatica quanto pelos ensaios contra a forma
amastigota do 7. cruzi.

Os ensaios de espectroscopia de absor¢ao na regido do ultravioleta-visivel
apresentaram as bandas esperadas, tanto na regido entre 210 nm e 280 nm quanto na
regido de 310 nm a 410 nm, referente as transi¢des 7 - 7 antiligante dos anéis aromaticos
e a transi¢@o n - 7 antiligante do par de elétrons ndo-ligante da imina, respectivamente.
Em conjunto, espectroscopia vibracional na regido do infravermelho apresentou
resultados experimentais proximos aos obtidos via DFT, com bandas caracteristicas que
auxiliaram na identificagdo da formacdo dos compostos. A inspe¢do visual dos

estiramentos realizada através do calculo permitiu a melhor identificagdo em relagao aos
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compostos ndo relatados na literatura, fornecendo maior seguranga nas atribuicdes
tentativas.

O hidrogénio do carbono da imina pode ser considerado diagndstico para a
formacio da base de Schiff. As analises de RMN 'H demonstraram o singleto em torno
de 8 ppm para os compostos derivados de aldeidos, consolidando os produtos obtidos,
que em conjunto com o RMN !3C apresentou maiores caracteristicas estruturais. Para as
estruturas derivadas de aminoécidos 32 e 42, ndo foi possivel obter os espectros de RMN.
Maiores estudos devem ser feitos acerca das estruturas destes compostos. O RMN *C de
27 também apresentou problemas, sendo necessario investigar tanto a realizacdo da
analise quanto sua metodologia sintética.

Os estudos computacionais prévios permitiram realizar uma triagem satisfatoria
dos compostos iniciais. Todavia, maiores avangos sdo necessarios tratando-se de Doencas
Tropicais Negligenciadas, pois os trés derivados de DAMN mais ativos in vitro frente a
cruzaina apresentaram baixa propensao a atividade bioldgica quando analisados in silico.
A utilizagdo de diversas ferramentas de triagem em conjunto, somado a utiliza¢do das
ferramentas mais modernas e atualizadas da CAAD (do inglés, Computer Assist Drug
Design) aumenta significativamente a probabilidade de acerto na identificacdo de
candidatos a farmaco.

A atividade inibitoria (ICso) em conjunto das caracteristicas estruturais e baixo
custo de sintese, além da facil acessibilidade sintética fazem das bases de Schiff estruturas
promissoras como candidatas a farmaco no tratamento de doenga de Chagas. Observou
que os compostos com maior porcentagem de inibi¢ao das séries nos ensaios contra a
cisteino-protease cruzaina, foram também os que demonstraram maior porcentagem de
inibi¢do contra 7. cruzi, o que enfatiza ainda mais esta via de agdo para o desenvolvimento
de potenciais tripanocidas. O composto 5 permaneceu como o mais ativo frente aos
ensaios de cinética enzimatica contra a cruzaina; todavia, nenhuma das estruturas
apresentou atividade contra a forma amastigota de 7. cruzi.

Este trabalho permite que, além de estudos tedricos mais aprofundados sobre
cada série de compostos aqui apresentados, infinitas possibilidades de sintese e
caracterizacdo de novos complexos metalicos ainda ndo estudados, derivados da série de
DAMN e também da série dos aminodcidos estudados. Outras séries de ligantes podem
ser sintetizadas, tanto mantendo-se os aminodcidos aqui estudados e variando-se as

cetonas/aldeidos como o estudo de derivados de outros aminodcidos e seus respectivos
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potenciais de atividade tripanocida. Testes foram feitos para verificar a acessibilidade
sintética dos derivados de aminoacidos com cetonas, estudados na etapa in silico deste
trabalho. Entretanto, a metodologia de sintese ainda ¢ limitada aos aldeidos, sendo
necessario maiores estudos nesse sentido. De acordo com buscas extensas efetuadas nas
bases de dados ChemSpider, PubChem, SciFinder ¢ ChEMBL, todos os derivados de
cetona que nao foram possiveis de serem sintetizados ainda ndo foram relatados na
literatura.

Além disso, estudos tedricos/eletronicos e das caracterizagdes podem ser
realizados individualmente para cada composto aqui relatado, gerando novas correlagoes
tedrico-experimentais que podem ajudar a compreender o comportamento das estruturas.
Estudos mais aprofundados de dindmica molecular podem ajudar na melhor compreensao
do complexo proteina-ligante em fung¢do do tempo, sendo necessdrio maior poder
computacional para aumentar o intervalo. Estudos de docking futuros considerando
efeitos tautoméricos, como por exemplo, o nitrogénio da amina restante da DAMN como
ligagdo dupla, também podem apresentar resultados interessantes.

Devido a pandemia da COVID-19, algumas partes do projeto ndo puderam ser
executadas, como por exemplo o estudo aprofundado da sintese dos derivados de cetonas
e seu estudo mecanistico, a otimizagdo dos derivados de aldeidos (série aminoacidos) € o
estudo mais aprofundado de correlagdes entre estrutura-atividade, o que pode ser

realizado em projetos posteriores.
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181

Physicochemical Properties Lipophilicity
De

C17H16BrN302 374.23 23 15 0.18 7 3 2 92.2 67.01 1.76 3.49 3.06 2.21
C32H38N404S 574.73 41 18 0.31 14 5 2 168.43 107.2 4.36 4.14 3.98 3.07
C12H12N403 260.25 19 i 0.17 6 4 1 69.41 92.74 1.15 0.91 0.37 1.18
C10H13N305S 287.29 19 5 0.5 3 6 o 73.88 117.08 1.3 1.26 1.34 -0.1
N#CC(/N)=C(/N=C\clcccccl)C#N C11H8N4 196.21 15 6 0.00 2 3 1 56.05 85.96 1.47 0.98 1.32 -0.21
CN(C)clcec(/C=N\C(\C#N)=C(/N)C#N)ccl C13H13N5 239.28 18 6 0.15 3 3 1 70.26 89.20 1.88 1.10 1.39 -0.22
3 Clclce(Cl)ccc1\C=N/C(C#N)=C(\N)C#N C11H6CI2N4 265.10 17 6 0.00 2 3 1 66.07 85.96 1.79 2.24 2.63 0.87
4 Clclecec(Cl)c1\C=N/C(C#N)=C(\N)C#N C11H6CI2N4 265.1 17 6 0 2 8 1 66.07 85.96 1.8 2.24 2.63 0.87
5 Clclceccec1/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N C11H7CIN4 230.65 16 6 0 2 3 1 61.06 85.96 1.88 1.61 1.98 0.33
6 COclccececl/C=NC(\C#N)=C(/N)CH#N C12H10N40 226.23 iz 6 0.08 3 4 1 62.54 95.19 1.84 0.95 1.33 -0.49
7 O=[N+]([O-])c1ccceccl/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N C11H7N502 241.21 18 6 0 3 5 1 64.87 131.78 1.15 0.81 =2e -0.37
8 COc1c(cc(cc10C)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)OC C14H14N403 286.29 21 6 0.21 5 6 1 75.53 113.65 2lo7 0.89 1.35 -1.04
9 Oclcec(/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)cc10 C11H8N402 228.21 17 6 0 2) 5 3 60.1 126.42 0.92 0.27 0.73 -1.32
10  COclcc(ccc1OC)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N C13H12N402 256.26 19 6 0.15 4 5 1 69.04 104.42 1.95 0.82 1.34 -0.77
11  Oclccc(/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N)ccl C11H8N40 212:21 16 6 0 2 4 2 58.08 106.19 1.24 0.62 1.03 -0.78
12 O=[N+]([O-])clcc(cccl10)/C=NC(\C#N)=C(/N)CH#N C11H7N503 257.2 19 6 o 3 6 2 66.9 152.01 1.14 1.08 0.94 -0.89
13 Clclec(/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N)cccl C11H7CIN4 230.65 16 6 o 2 8 1 61.06 85.96 1.71 1.61 1.98 0.33
14b (r COclecc(/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)cccl C12H10N40 226.23 il 6 0.08 8 4 1 62.54 95.19 1.76 0.95 ka3 -0.49
14c (r COclccccc1C=NC(C#N)=C(N)C#N C12H10N40 226.23 17 6 0.08 3 4 1 62.54 95.19 1.82 0.95 1.33 -0.49
15  Oclccce(0)c1C(/C)=N/C(C#N)=C(\N)CH#N C12H10N402 242.23 18 6 0.08 2 5 3 64.91 126.42 0.97 0.49 i -1.04
16  Oclcc(O)ccclC(/C)=N/C(CH#N)=C(\N)CH#N C12H10N402 242.23 18 6 0.08 2 5 3 64.91 126.42 1.3 0.49 1.12 -1.04
17  Oclec(ccc1\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clccccel)OC C18H14N402 318.33 24 12 0.06 4 5 2 89.05 115.42 2.29 2.83 2.46 0.25
18  Oclcccec1\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clcccccl C17H12N40 288.3 22 12 (o] 3 4 2 82.56 106.19 1.87 2.5 2.45 0.56
19 N#CC(\N)=C(/C#N)\N=C\clc2ccccc2ccclO C15H10N40O 262.27 20 10 0 2 4 2 75.58 106.19 1.8 2.72 2.18 0.11
20  OclccceclC(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)/CCclcccccl C19H16N40 316.36 24 12 0.11 5 4 2 92.18 106.19 1.94 2.74 3.03 1.03
21 Oclcce(\C(=NC(\C#N)=C(/N)C#N)c2cccee2)c(0)c10 C17H12N403 320.3 24 12 0 3 6 4 86.61 146.65 1.68 1.79 1.86 -0.51
Oclcc(ccel/C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)clcccccl)OC C19H19NO6 357.36 26 12 0.21 8 7 3 95.67 116.42 1.56 2.64 2.56 1.39
OC(=0)CCC(C(=0)0)/N=C(/c1ccccc1O)\clcceccl C18H17NO5 327.33 24 12 @117 7 6 3 89.18 107.19 1.56 2.67 2.55 1.68
27  0=C(0)C(CCC(=0)0)/N=C/clc2ccccc2ecclO C16H15NO5 301.29 22 10 0.19 6 6 3 82.2 107.19 1.64 2.04 2.28 1.24
Oclcccecl1C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)\CCclcccecl C20H21NO5 355.38 26 12 0.25 9 6 3 98.8 107.19 1.58 2.9 3.13 2.14
Oclccc(/C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)c2cccec2)c(0)c10 C18H17NO7 359.33 26 12 0.17 7 8 5 93.23 147.65 0.54 1.96 1.96 0.63
Oclcc(ccel/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)clcccccl)OC C18H17NO6 343.33 25 12 0.17 7 7 3 90.87 116.42 1.72 2.65 2.17 1.15
Oclcccecl/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)clcccecl C18H17NO6 313.33 23 12 0.12 6 6 3 84.37 107.19 1.36 2.32 2.16 1.45
C15H13NO5 287.27 21 10 0.13 5 6 3 77.39 107.19 1.76 2.53 1.89 0.99
OclccceclC(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)/CCclcccecl C19H19NO5 341.36 25 2 0.21 8 6 3 93.99 107.19 1.45 2.55 2.74 1.92
Oclcece(/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)c2ccceec2)c(0)c1O C17H15NO7 345.3 25 12 0.12 6 8 5 88.42 147.65 1.19 1.61 1.57 0.4
C18H18N205 342.35 25 12 0.17 8 6 8 92.1 108.22 1.96 2.46 1.44 0.75
Oclcccec1\C(=N\CC(=0)NCC(=0)O)clcceeccl C17H16N204 21282 28] 12 @i 7 5 3 85.6 98.99 1.57 2l 1.43 1.04
C15H14N204 286.28 21 10 0.13 6 5 3 78.62 98.99 1.26 2.34 il 0.59
OclccceclC(=N\CC(=0)NCC(=0)0)/CCclccecccl C19H20N204 340.37 25 12 0.21 9 5 8 95.22 98.99 2.12 2.36 2.01 SIE5i
Oclccc(\C(=N\CC(=0)NCC(=0)0)c2cccec2)c(0)c1O C17H16N206 344.32 25 12 0.12 7 7 5 89.65 139.45 1.85 1.42 0.84 -0.01
C19H21NO4S 359.44 25 12 0.26 8 5 2 101.49 104.42 2.97 4.15 3.44 2.26
C18H19NO3S 329.41 23 12 0.22 iz 4 2 95 95.19 2.39 3.82 3.44 2.59
C16H17NO3S 303.38 21 10 0.25 6 4 2 88.02 95.19 2.45 4.04 il 2.15
C20H23NO3S 357.47 25 12 0.3 9 4 2 104.61 95.19 2.81 4.06 4.02 3.05
Oclcec(/C(=N/C(CCSC)C(=0)0)c2ccece2)c(0)cl0 C18H19NO5S 361.41 25 12 0.22 7 6 4 99.05 135.65 1.42 il 2.85 1.48

*Cabecalho laranja: dados do SwissADME; Azul: Molinspiration; Vermelho: Docking Molecular; Amarelo: ProToxl|

** para Molinspiration, células em amarelo = atencdo; moderadamente ativo. Células em Verde = altamente ativo. No docking, os mais ativos sdo apresentados em verde.

*** Referéncia de bioatividade: Verma, A.; Asian Pac. J. Trop. Biomed. 2012, 2, S1735

**** principais indicadores de recusa de bioatividade: 2 grupos nitrililicos e falta de carbonos sp3. No Chagas, crusaina é uma protease, certo? Obs.: poderia ser tentado adicionar um grupo vinilsulfonilico na base de Schiff.
***x* padrdo inibidor: Dipeptidyl Vynil Sulfone - BRAK, Katrien et al. Identification of a new class of nonpeptidic inhibitors of cruzain. Journal of the American Chemical Society, v. 130, n. 20, p. 6404-6410, 2008. Estava na fase 1, em 2008 (pré-clinica).

- : apenas in silico

Bases de Schiff de aminoacidos relatadas na literatura como sintese e utilizada em complexos, os quais sao caracterizados e utilizados para aplicacao diretos, sem aprofundar aplicacoes e caracterizacoes nas bases de schiff em si
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Water Solubility

3.93 2.89 -4.38 1.56e-02 mg/ml ; 4.17e-05 mol/l| Moderately soluble -4.58 9.84e-03 mg/ml ; 2.63e-05 mol/l Moderately soluble| -7.18

&L 3.86 -5.41 2.22e-03 mg/ml ; 3.87e-06 mol/l| Moderately soluble -6.1 4.58e-04 mg/ml ; 7.97e-07 mol/l Poorly soluble| -8.66

-0.91 0.49 -2.06 2.27e+00 mg/ml ; 8.72e-03 mol/I Soluble -2.44 9.38e-01 mg/ml ; 3.61e-03 mol/I Soluble| -3.12

-1.12 0.54 -2.41 1.11e+00 mg/ml ; 3.87e-03 mol/I Soluble -3.32 1.38e-01 mg/ml ; 4.82e-04 mol/I Soluble| -1.61

N#CC(/N)=C(/N=C\clcccccl)C#N 1.40 0.99 -1.84 2.85e+00 mg/ml ; 1.45e-02 mol/I Very soluble -2.37 8.31e-01 mg/ml ; 4.23e-03 mol/I Soluble| -2.40
CN(C)clcec(/C=N\C(\C#N)=C(/N)C#N)ccl 1.10 1.05 -2.07 2.06e+00 mg/ml ; 8.61e-03 mol/I Soluble -2.57 6.50e-01 mg/ml ; 2.72e-03 mol/I Soluble| -2.51

8 Clclcc(Cl)ccc1\C=N/C(C#N)=C(\N)C#N 275 2.05 -3.02 2.51e-01 mg/ml ; 9.46e-04 mol/I Soluble -3.68 5.53e-02 mg/ml ; 2.09e-04 mol/I Soluble| -3.63
4 Clclcecc(Cl)c1\C=N/C(C#N)=C(\N)C#N 2o 2.05 -3.02 2.51e-01 mg/ml ; 9.46e-04 mol/I Soluble -3.68 5.53e-02 mg/ml ; 2.09e-04 mol/I Soluble| -3.63
5 Clclcceccl/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N 2.06 157 -2.43 8.57e-01 mg/ml ; 3.72e-03 mol/I Soluble -3.03 2.17e-01 mg/ml ; 9.40e-04 mol/I Soluble| -3.02
6 COclcccecl/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N 1.47 1.02 -1.9 2.82e+00 mg/ml ; 1.25e-02 mol/I Very soluble -2.54 6.58e-01 mg/ml ; 2.91e-03 mol/I Soluble| -2.53
7 O=[N+]([O-])c1cccccl/C=NC(\C#N)=C(/N)CH#N -0.68 0.43 -1.89 3.08e+00 mg/ml ; 1.28e-02 mol/I Very soluble -3.16 1.67e-01 mg/ml ; 6.93e-04 mol/l Soluble| -1.78
8 COclc(cc(cc10C)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)OC 1.67 1.03 -2.06| 2.51e+00 mg/ml ; 8.77e-03 mol/l Soluble -2.86 3.94e-01 mg/ml ; 1.38e-03 mol/I Soluble| -2.77
9 Oclcce(/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)cc10 0.49 0.22 -1.55 6.37e+00 mg/ml ; 2.79e-02 mol/I Very soluble -2.49 7.45e-01 mg/ml ; 3.26e-03 mol/I Soluble| -1.25
10  COclcc(ccc1OC)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N 1.56 0.98 -1.92 3.12e+00 mg/ml ; 1.22e-02 mol/l Very soluble -2.59 6.51e-01 mg/ml ; 2.54e-03 mol/l Soluble| -2.65
11  Oclcec(/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N)ccl 0.94 0.61 -1.69 4.31e+00 mg/ml ; 2.03e-02 mol/I Very soluble -2.42 7.98e-01 mg/ml ; 3.76e-03 mol/I Soluble| -1.83
12 O=[N+]([O-])clcc(ccc10)/C=NC(\CH#N)=C(/N)CH#N -1.12 0.23 -2.15 1.82e+00 mg/ml ; 7.07e-03 mol/l Soluble -3.86 3.52e-02 mg/ml ; 1.37e-04 mol/l Soluble| -1.2
13 Clclcc(/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N)cccl 2.06 1.54 -2.43 8.57e-01 mg/ml ; 3.72e-03 mol/l Soluble -3.03 2.17e-01 mg/ml ; 9.40e-04 mol/l Soluble| -3.02
14b (r COclcc(/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)cccl 1.47 1.01 -1.9 2.82e+00 mg/ml ; 1.25e-02 mol/l Very soluble -2.54 6.58e-01 mg/ml ; 2.91e-03 mol/l Soluble| -2.53
14c (r COclccccc1C=NC(CH#N)=C(N)CH#N 1.47 1.02 -1.9 2.82e+00 mg/ml ; 1.25e-02 mol/l Very soluble -2.54 6.58e-01 mg/ml ; 2.91e-03 mol/l Soluble| -2.53
15  Oclccec(0)c1C(/C)=N/C(C#N)=C(\N)C#N 0.72 0.45 -1.77 4.16e+00 mg/ml ; 1.72e-02 mol/l Very soluble -2.71 4.67e-01 mg/ml ; 1.93e-03 mol/l Soluble| -1.64
16 Oclcc(O)ccclC(/C)=N/C(CHN)=C(\N)C#N 0.72 0.52 0.52 4.16e+00 mg/ml ; 1.72e-02 mol/l Very soluble 2.71 4.67e-01 mg/ml ; 1.93e-03 mol/l Soluble| -1.64
17  Oclcc(cccl\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clcccecl)OC 2.46 2.06 -3.7 6.31e-02 mg/ml ; 1.98e-04 mol/I Soluble -4.91 3.90e-03 mg/ml ; 1.23e-05 mol/l Moderately soluble| -4.44
18  Oclcceccl\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clcccecl 2.39 1.95 -3.41 1.13e-01 mg/ml ; 3.91e-04 mol/l Soluble -4.38 1.21e-02 mg/ml ; 4.21e-05 mol/l Moderately soluble| -4.33
19  N#CC(\N)=C(/C#N)\N=C\clc2cccec2eeclO 2.08 1.78 -3.42 1.00e-01 mg/ml ; 3.82e-04 mol/l Soluble -4.6 6.53e-03 mg/ml ; 2.49e-05 mol/l Moderately soluble| -3.5
20  OclcceeclC(=N/C(CHN)=C(\N)C#N)/CCclcccecl 3.18 2.38 -3.57 8.56e-02 mg/ml ; 2.71e-04 mol/l Soluble -4.62 7.51e-03 mg/ml ; 2.37e-05 mol/l| _ Moderately soluble| -5.13
21 Oclcec(\C(=NC(\C#N)=C(/N)C#N)c2ccccc2)c(0)c10 1.45 1.25 -3.13 2.40e-01 mg/ml ; 7.49e-04 mol/I Soluble -4.49 1.04e-02 mg/ml ; 3.25e-05 mol/l Moderately soluble| -3.17
Oclcc(ceecl/C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)clccecccl)OC 2.87 20, -3.53 1.05e-01 mg/ml ; 2.94e-04 mol/l Soluble -4.74 6.57e-03 mg/ml ; 1.84e-05 mol/l Moderately soluble| -4.12
0OC(=0)CCC(C(=0)0)/N=C(/clccccclO)\clcececl 2.79 2.25 -3.46 1.14e-01 mg/ml ; 3.47e-04 mol/l Soluble -4.57 8.75e-03 mg/ml ; 2.67e-05 mol/l Moderately soluble| -4.01

27 0=C(0)C(CCC(=0)0)/N=C/clc2ccccc2eccclO 2.49 1.94 -2.93 3.51e-01 mg/ml ; 1.17e-03 mol/I Soluble -3.92 3.63e-02 mg/ml ; 1.20e-04 mol/l Soluble| -3.19
Oclcceec1C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)\CCclcceccl 3.59 2.67 -3.62 8.57e-02 mg/ml ; 2.41e-04 mol/l Soluble -4.81 5.49e-03 mg/ml ; 1.54e-05 mol/l Moderately soluble| -4.8
Oclcec(/C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)c2ccecc2)c(0)c10 1.86 1.39 -3.18 2.36e-01 mg/ml ; 6.57€-04 mol/l Soluble -4.69 7.41e-03 mg/ml ; 2.06e-05 mol/l|  Moderately soluble| -2.84
Oclcc(cecl/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)clccececl)OC 2.47 2.03 -3.53 1.01e-01 mg/ml ; 2.94e-04 mol/l Soluble -4.75 6.16e-03 mg/ml ; 1.80e-05 mol/l Moderately soluble| -3.73
Oclcceeecl/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)clcceccl 2.47 2.39 -3.23 1.83e-01 mg/ml ; 5.83e-04 mol/l Soluble -4.21 1.93e-02 mg/ml ; 6.17e-05 mol/l Moderately soluble| -3.62

21 1.85 -3.24 1.66e-01 mg/ml ; 5.79e-04 mol/l Soluble -4.43 1.07e-02 mg/ml ; 3.74e-05 mol/l Moderately soluble| -2.79

OclcceeclC(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)/CCclcccecl 3.19 2.37 -3.39 1.39e-01 mg/ml ; 4.07e-04 mol/l Soluble -4.45 1.22e-02 mg/ml ; 3.56e-05 mol/l Moderately soluble| -4.41
Oclcec(/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)c2cceec2)c(0)c10 1.47 1.25 -2.95 3.84e-01 mg/ml ; 1.11e-03 mol/l Soluble -4.32 1.64e-02 mg/ml ; 4.76e-05 mol/l Moderately soluble| -2.45

2.47 1.82 -3.34 1.57e-01 mg/ml ; 4.58e-04 mol/l Soluble -4.38 1.44e-02 mg/ml ; 4.20e-05 mol/l Moderately soluble | -4.71

Oclccecc1\C(=N\CC(=0)NCC(=0)0O)clcccecl 2.39 il -3.04 2.83e-01 mg/ml ; 9.07e-04 mol/I Soluble -3.84 4.51e-02 mg/ml ; 1.44e-04 mol/l Soluble| -4.6

2.1 1.49 -3.05 2.58e-01 mg/ml ; 9.00e-04 mol/l Soluble -4.06 2.50e-02 mg/ml ; 8.75e-05 mol/l Moderately soluble| -3.77

Oclcceec1C(=N\CC(=0)NCC(=0)0)/CCclccecccl 3.19 2.24 -3.2 2.16e-01 mg/ml ; 6.33e-04 mol/l Soluble -4.08 2.84e-02 mg/ml ; 8.34e-05 mol/l Moderately soluble| -5.39
Oclccc(\C(=N\CC(=0)NCC(=0)0)c2ccccc2)c(0)cl0 1.47 1.01 -2.76 5.95e-01 mg/ml ; 1.73e-03 mol/I Soluble -3.95 3.84e-02 mg/ml ; 1.11e-04 mol/l Soluble| -3.43

4.02 3.37 -4.51 1.11e-02 mg/ml ; 3.09e-05 mol/l| Moderately soluble -6.05 3.20e-04 mg/ml ; 8.90e-07 mol/I Poorly soluble| -5.24

3.94 3.24 -4.21 2.02e-02 mg/ml ; 6.12e-05 mol/l| Moderately soluble -5.51 1.01e-03 mg/ml ; 3.06e-06 mol/l Moderately soluble| -5.14

3.64 3.09 -4.22 1.82e-02 mg/ml ; 5.99e-05 mol/I[ Moderately soluble -5.74 5.49e-04 mg/ml ; 1.81e-06 mol/l Moderately soluble| -4.31

4.74 3.74 -4.38 1.51e-02 mg/ml ; 4.21e-05 mol/I[ Moderately soluble -5.76 6.17e-04 mg/ml ; 1.72e-06 mol/l Moderately soluble| -5.93

Oclcce(/C(=N/C(CCSC)C(=0)0)c2cccece2)c(0)c10 3.01 2.38 -3.93 4.21e-02 mg/ml ; 1.17e-04 mol/l Soluble -5.63 8.53e-04 mg/ml ; 2.36e-06 mol/l Moderately soluble| -3.96




Pharmacokinetics

2.48e-05 mg/ml ; 6.64e-08 mol/l | Poorly soluble High Yes No Yes Yes Yes Yes Yes -6.10 cm/s

1.26e-06 mg/ml ; 2.20e-09 mol/l | Poorly soluble High No Yes No No Yes Yes Yes -6.87 cm/s

1.97e-01 mg/ml ; 7.57e-04 mol/ Soluble High No No No No No No No -7.24 cm/s

7.10e+00 mg/ml ; 2.47e-02 mol/I Soluble High No No No No No No No -7.16 cm/s

N#CC(/N)=C(/N=C\clcccccl)CHN 7.85e-01 mg/ml ; 4.00e-03 mol/l Soluble High No No Yes No No No Yes -6.80 cm/s
CN(C)clcec(/C=N\C(\C#N)=C(/N)C#N)ccl 7.36e-01 mg/ml ; 3.08e-03 mol/I Soluble High No No Yes No No No Yes| -6.98 cm/s

3 Clclcc(Cl)ccc1\C=N/C(C#N)=C(\N)C#N 6.24e-02 mg/ml ; 2.36e-04 mol/| Soluble High No No Yes Yes No No Yes| -6.33cm/s
4 Clclcece(Cl)c1\C=N/C(C#N)=C(\N)C#N 6.24e-02 mg/ml ; 2.36e-04 mol/| Soluble High No No Yes Yes No No Yes| -6.33cm/s
5 Clclcccecl/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N 2.22e-01 mg/ml ; 9.62e-04 mol/| Soluble High No No Yes Yes No No Yes| -6.56 cm/s
6 COclcceecl/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N 6.69e-01 mg/ml ; 2.96e-03 mol/| Soluble High No No Yes No No No Yes| -7.01cm/s
7 0O=[N+]([0-])c1cccccl/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N 3.99e+00 mg/ml ; 1.66e-02 mol/I Soluble High No No Yes No No No No| -7.20 cm/s
8 COclc(cc(cc10C)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)OC 4.83e-01 mg/ml ; 1.69e-03 mol/I Soluble High No No Yes No No No Yes| -7.41cm/s
9 Oclcec(/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)cc10 1.28e+01 mg/ml ; 5.60e-02 mol/I Soluble High No No Yes No No No Yes| -7.50 cm/s
10  COclcc(ccclOC)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N 5.68e-01 mg/ml ; 2.22e-03 mol/l Soluble High No No Yes No No No Yes|  -7.28 cm/s
11 Oclcec(/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N)cc1l 3.17e+00 mg/ml ; 1.49e-02 mol/I Soluble High No No Yes No No No Yes| -7.15cm/s
12 0=[N+]([O-])clcc(ccc10)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N 1.61e+01 mg/ml ; 6.25e-02 mol/l Soluble Low No No Yes No No No No| -7.10cm/s
13 Clclec(/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N)cccl 2.22¢-01 mg/ml ; 9.62e-04 mol/l Soluble High No No Yes No No No Yes|  -6.56 cm/s
14b (r COclcc(/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)cccl 6.69¢-01 mg/ml ; 2.96e-03 mol/l Soluble High No No Yes No No No Yes| -7.10cmi/s
14c (r COclcecccc1C=NC(C#N)=C(N)C#N 6.69e-01 mg/ml ; 2.96e-03 mol/l Soluble High No No Yes No No No Yes -7.01 cm/s
15  Oclccec(0)c1C(/C)=N/C(CH#N)=C(\N)C#N 5.57e+00 mg/ml ; 2.30e-02 mol/l Soluble High No No Yes No No No Yes -7.43 cm/s
16  Oclcc(O)ccclC(/C)=N/C(CH#N)=C(\N)C#N 5.57e+00 mg/ml ; 2.30e-02 mol/l Soluble High No No Yes No No No Yes -7.43 cm/s
17  Oclec(cec\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clcccecl)OC 1.15e-02 mg/ml ; 3.60e-05 mol/l Jerately soluble High No No Yes No Yes No Yes -6.23 cm/s
18  Oclcccecd\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clcccecl 1.35e-02 mg/ml ; 4.68e-05 mol/l ferately soluble High No No Yes No Yes No Yes -6.28 cm/s
19  N#CC(\N)=C(/C#N)\N=C\clc2ccccc2eeclO 8.35e-02 mg/ml ; 3.18e-04 mol/l Soluble High No No Yes No Yes No Yes -5.97 cm/s
20  Oclccececl1C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)/CCclcccecl 2.36e-03 mg/ml ; 7.46e-06 mol/l jerately soluble High No No Yes No Yes No Yes -6.28 cm/s
21 Oclcee(\C(=NC(\C#N)=C(/N)C#N)c2cccee2)c(0)c10 2.19e-01 mg/ml ; 6.84e-04 mol/l Soluble Low No No Yes No Yes No Yes -6.98 cm/s
Oclcc(ceel/C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)clcceccl)0C 2.70e-02 mg/ml ; 7.55e-05 mol/l jerately soluble High No No No No No No No -6.61 cm/s
OC(=0)CCC(C(=0)0)/N=C(/c1ccccc1O)\cleceecl 3.18e-02 mg/ml ; 9.71e-05 mol/l ferately soluble High No No No No No No No|  -6.40 cm/s

27  0=C(0)C(CCC(=0)0)/N=C/clc2cccec2ecclO 1.96e-01 mg/ml ; 6.52e-04 mol/l Soluble High No No No No No No No -6.69 cm/s
Oclcccec1C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)\CCclcceeccl 5.57¢-03 mg/ml ; 1.57e-05 mol/l jerately soluble High No No No No No No No -6.41 cm/s
Oclcec(/C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)c2cccec2)c(0)c10 5.16e-01 mg/ml ; 1.44e-03 mol/l Soluble Low No No No No No No No -7.10 cm/s
Oclcc(cecl/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)O)clcceccl)OC 6.45¢-02 mg/ml ; 1.88e-04 mol/l Soluble High No No No No No No No| -6.51cm/s
Oclcccecl/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)clccceccl 7.59e-02 mg/ml ; 2.42e-04 mol/| Soluble High No No No No No No No -6.56 cm/s
4.69e-01 mg/ml ; 1.63e-03 mol/l Soluble High No No Yes No No No No -6.26 cm/s

Oclcceec1C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)/CCclcccecl 1.33e-02 mg/ml ; 3.90e-05 mol/l jerately soluble High No No No No No No No| -6.57 cm/s
Oclcce(/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)c2cceec2)c(0)c10 1.23e+00 mg/ml ; 3.56e-03 mol/ Soluble Low No No No No No No No -7.26 cm/s
6.68e-03 mg/ml ; 1.95e-05 mol/l jerately soluble High No No No No No No No -6.64 cm/s

OclcccccI\C(=N\CC(=0)NCC(=0)O)clcccecl 7.85e-03 mg/ml ; 2.51e-05 mol/l Jerately soluble High No No No No No No No|  -6.69 cm/s
4.86e-02 mg/ml ; 1.70e-04 mol/l Soluble High No No No No No No No -6.38 cm/s

Oclcccec1C(=N\CC(=0)NCC(=0)0)/CCclcccccl 1.38e-03 mg/ml ; 4.05e-06 mol/l Jerately soluble High No No No No No No No -6.70 cm/s
Oclcec(\C(=N\CC(=0)NCC(=0)0)c2cccec2)c(0)cl0 1.28e-01 mg/ml ; 3.71e-04 mol/l Soluble High No No No No No No No| -7.39 cm/s
2.05e-03 mg/ml ; 5.70e-06 mol/l jerately soluble High No No Yes Yes Yes No Yes -7.39 cm/s

2.41e-03 mg/ml ; 7.31e-06 mol/l jerately soluble High No No Yes No No No Yes -5.60 cm/s

1.49e-02 mg/ml ; 4.91e-05 mol/l jerately soluble High No No Yes No Yes No No -5.28 cm/s

4.23e-04 mg/ml ; 1.18e-06 mol/l jerately soluble High No No Yes No Yes Yes Yes -5.60 cm/s

Oclcee(/C(=N/C(CCSC)C(=0)0)c2cecee2)c(0)cl0 3.92e-02 mg/ml ; 1.08e-04 mol/l Soluble High No No No No No No Yes|  -6.30 cm/s

183



184

Druglikeness

Medicinal Chemistr

Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes 0.55 0 alert 0 alert

‘es; 1 violation: MW>500 |toms>70 jotors>10 Yes Yes 0.55 0 alert 0 alert

Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes 0.55 0 alert 2 alerts: nitro_group, oxygen-nitrogen_single_bond

Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes 0.55 0 alert 3 alerts: imine_1, nitro_group, oxygen-nitrogen_single_bond

N#CC(/N)=C(/N=C\clcccccl)CHN Yes; 0 violation Yes Yes Yes No; 1 violation: MW<200 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
CN(C)clcce(/C=N\C(\C#N)=C(/N)C#N)cc1l Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1

3 Clclec(Cl)ccec1\C=N/C(C#N)=C(\N)C#N Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
4 Clclccec(Cl)c1\C=N/C(C#N)=C(\N)C#N Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
5 Clclcccecl/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
6 COclcccccl/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
7 0=[N+]([0-])c1lccceccl/C=NC(\CH#N)=C(/N)C#N Yes; 0 violation Yes Yes| No; 1 violation: TPSA>131.6 Yes 0.55 0 alert hitrile_group, imine_1, nitro_group, oxygen-nitrogen_single_bond
8 COclc(cc(cc10C)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)OC Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
9 Oclcec(/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)cc10 Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes 0.55| 1 alert: catechol A 3 alerts: catechol, conjugated_nitrile_group, imine 1
10  COclcc(ccc1OC)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
11 Ocleccc(/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N)cc1l Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
12 O=[N+]([O-])clcc(ccc10)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N Yes; 0 violation YesPSA>140|  No; 1 violation: TPSA>131.6 No; 1 violation: TPSA>150 0.55 0 alert pitrile_group, imine_1, nitro_group, oxygen-nitrogen_single_bond
13 Clclec(/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N)cccl Yes; 0 violation Yes Yes| Yes Yes| 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
14b (r COclcc(/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)cccl Yes; 0 violation Yes! Yes| Yes Yes| 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
14c (r COclcceccc1C=NC(CH#N)=C(N)CH#N Yes; 0 violation Yes! Yes Yes Yes 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
15  Oclccec(0)clC(/C)=N/C(C#N)=C(\N)C#N Yes; 0 violation Yes, Yes, Yes Yes| 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
16 Oclec(O)ccclC(/C)=N/C(C#N)=C(\N)C#N Yes; 0 violation Yes Yes| Yes Yes| 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
17  Oclec(ceccl\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clccceecl)OC Yes; 0 violation Yes! Yes, Yes Yes| 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
18  Oclcccecl\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clcccecl Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
19  N#CC(\N)=C(/C#N)\N=C\clc2cccec2ecclO Yes; 0 violation Yes Yes| Yes Yes| 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
20  OclcceeclC(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)/CCclcccecl Yes; 0 violation Yes Yes Yes, Yes 0.55 0 alert 2 alerts: conjugated_nitrile_group, imine_1
21  Oclcec(\C(=NC(\C#N)=C(/N)C#N)c2cccee2)c(0)c10 Yes; 0 violation YesPSA>140| _No; 1 violation: TPSA>131.6 Yes 0.55 1 alert: catechol A 3 alerts: catechol, conjugated_nitrile_group, imine_1
Oclec(ceel/C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)cleccccl)OC Yes; 0 violation Yes Yes| Yes Yes| 0.56 0 alert 1 alert: imine_1
0C(=0)CCC(C(=0)0)/N=C(/c1ccccc1O)\cleeceel Yes; 0 violation Yes Yes Yes, Yes 0.56 0 alert 1 alert: imine_1

27  0=C(0)C(CCC(=0)0)/N=C/clc2ccccc2ecclO Yes; 0 violation Yes, Yes, Yes Yes| 0.56 0 alert 1 alert: imine_1
OclcceeclC(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)\CCclcccecl Yes; 0 violation Yes Yes| Yes Yes| 0.56 0 alert 1 alert: imine_1
Oclcec(/C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)c2cccee2)c(0)c10 Yes; 0 violation YesPSA>140|  No; 1 violation: TPSA>131.6 Yes 0.56 1 alert: catechol_A 2 alerts: catechol, imine_1
Oclcc(cecel/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)clcceccl)0C Yes; 0 violation Yes! Yes Yes, Yes 0.56 0 alert 1 alert: imine_1
Oclcceccl/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)clcccccl Yes; 0 violation Yes|  Yes Yes Yes 0.56 0 alert 1 alert: imine_1

Yes; 0 violation Yes! Yes! Yes Yes| 0.56 0 alert 1 alert: imine_1

OclcceeclC(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)/CCclcccecl Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes 0.56 0 alert 1 alert: imine_1
Oclcce(/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)c2cceec2)c(0)cl0 Yes; 0 violation YesPSA>140|  No; 1 violation: TPSA>131.6 Yes| 0.56| 1 alert: catechol_A 2 alerts: catechol, imine_1

Yes; 0 violation Yes! Yes! Yes Yes| 0.56 0 alert 1 alert: imine_1

Oclcceeccl\C(=N\CC(=0)NCC(=0)0)clcceeccl Yes; 0 violation Yes Yes Yes, Yes 0.56 0 alert 1 alert: imine_1

Yes; 0 violation Yes Yes Yes| Yes 0.56 0 alert 1 alert: imine_1

OclccecclC(=N\CC(=0)NCC(=0)0)/CCclcccccl Yes; 0 violation Yes Yes| Yes Yes| 0.56 0 alert 1 alert: imine_1
0Oclcce(\C(=N\CC(=0)NCC(=0)0)c2cccec2)c(0)c10 Yes; 0 violation Yes Yes|  Noj; 1 violation: TPSA>131.6 Yes 0.56 1 alert: catechol_A 2 alerts: catechol, imine_1

Yes; 0 violation Yes! Yes! Yes Yes| 0.56 0 alert 1 alert: imine_1

Yes; 0 violation Yes Yes Yes| Yes 0.56 0 alert 1 alert: imine_1

Yes; 0 violation Yes Yes Yes Yes| 0.56 0 alert 1 alert: imine_1

Yes; 0 violation Yes! Yes! Yes Yes| 0.56 0 alert 1 alert: imine_1

Oclcce(/C(=N/C(CCSC)C(=0)0)c2cccec2)c(0)c10 Yes; 0 violation Yes Yes Yes, Yes 0.56 1 alert: catechol_A 2 alerts: catechol, imine_1
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y Molecular Properties
De
No; 1 violation: MW>350 23 3,26 ©7 .02 23 374.24 5 2 0 6 288.93 -0.08 -0.43
Noj; 3 violations: MW>350, Rotors>7, XLOGP3>3.5 5.13 4.32 98.81 41| 574.75 8 2 i 11 531.04 =02
Yes 2.16 0.78 92,75 19 260.25 7 1 0 5 224.99 =0,33 =0,39
Yes 3.86 ©,7/1L 108.71 19 287 3 8 0 0 3 22931 =0.,93 =14
N#CC(/N)=C(/N=C\clcccccl)CHN No; 1 violation: MW<250 2.74 1.49 85,97 15 196.21 4 2 0 2 179.73 =1 ,03 =0,97
CN(C)clcec(/C=N\C(\C#N)=C(/N)C#N)ccl No; 1 violation: MW<250 2.70 1.59 89.21 18| 239.28 5 2 0 E 225068 -0.69 -0.47
3 Clelec(Cl)cecd\C=N/C(CHN)=C(\N)C#N Yes 2.86 2,77 85.97 17| 265.10 4 2 0 2 206.80 -0.85 -0.52
4 Clclccec(Cl)c1\C=N/C(C#N)=C(\N)C#N Yes 2.84 279 597 17 2651 4 2 0 2 206.8 =0.76 -0.48
5 Clclcccecl/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N No; 1 violation: MW<250 2.79 2012 5. 97 16 230.66 4 2 0 2 193,26 =0 ©f =0.58
6 COclcceeccl/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N No; 1 violation: MW<250 2.72 1.5 95,2 17/ 226.24 5 2 0 3 2058820 =0, &3 -0.68
7 O=[N+]([O-])clcccecl/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N No; 1 violation: MW<250 2.91 1.4 13179 18 241.21 7 2 0 3 203.06 =0,97 -0.54
8 COclc(cc(cc10C)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)OC Yes 3] 1,2 13,67 21 203629 7 2 0 5) 25637 =0.56 -0.49
&) Oclcec(/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)cc10 No; 1 violation: MW<250 2.69 052 126,48 iy 2208 0 24L 6 4 0 2 195,76 =0,75 0438
10 COclcc(ccc10C)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N Yes 2.81 1.14 104.44 19 256.26 6 2 0 4 230.82 -0.69 =0, 353
11 Oclecc(/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N)ccl No; 1 violation: MW<250 26 1.01 106.2 16| 212.21 5 3 0 2 187.75 -0.84 -0.45
a2 0O=[N+]([0-])clcc(ccc10)/C=NC(\C#N)=C(/N)CH#N Yes 2.71 PG 152,02 19 2917 .21 8 3 0 3 211 , 0 -0.84 =077
13 Clclec(/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N)cccl No; 1 violation: MW<250 2.72 2.14 85.97 16 230.66 4 2 0 2 193.26 =0.89 =05
14b (r COclcc(/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)cccl No: 1 violation: MW<250 2.66 1.52 95.2 17 226.24 5) 2 0 3 205.27 -0.86 -0.6
14c (r COclcccec1C=NC(CH#N)=C(N)C#N No; 1 violation: MW<250 R 1.5 95.2 17 226.24 5 2 0 3 205,27 -0.83 -0.68
15  Oclccec(0)clC(/C)=N/C(CH#N)=C(\N)CH#N No; 1 violation: MW<250 2.77 1.82) 126.43 18 242.24 6 4 0 2 212.32 -0.66 =054
16 Oclcc(0)ccclC(/C)=N/C(C#N)=C(\N)CH#N No; 1 violation: MW<250 278 1.37| 126.43 18| 242.24 6 4 0 2 21232 -0.66 -0.54
17  Oclcc(ccc\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clcccecl)OC Yes 3.16 2.54| 115.43 24| 318.34 6 3 0 4 284.7 -0.04 =001
18  Oclccceccl\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clccceel Yes| 3.05 2.5 106.2 22 288.31 5 3 0 3 259,13 =0.01 0.08
19 N#CC(\N)=C(/C#N)\N=C\clc2ccccc2eeclO Yes 2.92 2.65% 1062 20 262.27 5 3 0 2 23 o T4 =0,53 =039
20  OcleccccclC(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)/CCclcceccl Yes 3.24 3.82 106.2 24| 316.36 5 3 0 5 292.76 -0.14 -0.31
21 Oclcec(\C(=NC(\C#N)=C(/N)C#N)c2cccec2)c(0)c10 Yes i) 1.53] 146.66 24| 320.31 7 5 0 3 20
Oclcc(ceecl/C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)clccccecl)OC No: 2 violations: MW>350, Rotors>7 3.51 0.39 116.42 26 Bhiin:5 7 3 0 8 316
0C(=0)CCC(C(=0)0)/N=C(/clccccc10)\clecceecl Yes 3.35 0,35 107.19 24 327.34 6 3 0 7 291
27  0=C(0)C(CCC(=0)0)/N=C/clc2cccec2ccclO Yes| 3.13 0.44 107.19 22 301 .3 6 3 0 6 263
Oclccccc1C(=N/C(CCC(=0)O)C(=O)O)\CCc1ccccc1 No; 2 violations: MW>350, Rotors>7 3.7 1.67 1O7, 19 26 395,39 6 3 0 9 324.
Oclcec(/C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)c2cccec2)c(0)cl0 No; 1 violation: MW>350 3.58 -0.62| 147.65 25| 358,85 8 5 0 i S 2
Oclcc(cecl/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)clcceeccl)OC Yes 3.53 OFSIENI i 25| 908515 7 E 0 7 299.91
Oclcceeel/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)clcccecl Yes 3.38 0.08] 107.19 23| 31331 6 3 0 6 274.36
Yes 3.18 07 107,18 2 2687 217 6 3 0 5) 246.95
OclccececlC(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)/CCclcccecl No; 1 violation: Rotors>7 a7 1.4 107.19 25 341.36 6 3 0 8 307.97
Oclcec(/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)c2cccce2)c(0)c10 Yes| 3.6 -0.89| 147.65 25 345.31 8 3 0 6 290.4
No; 1 violation: Rotors>7 2.9 0,76 108.22 23 302,35 7 3 0 7 S04 27
Oclcccec1\C(=N\CC(=0)NCC(=0)0)clcccecl Yes| 2.73 0.73 98.99 23 312,32 6 3 0 6 278.72
Yes 2.52 0.81 98199 21 286.29 6 3 0 5 251 .3
Oclcceec1C(=N\CC(=0)NCC(=0)0)/CCclcccccl No; 1 violation: Rotors>7 3.02 205 98.99 25| 340.38 6 8 0 8 Bill2 s
Oclcec(\C(=N\CC(=0)NCC(=0)0)c2ccecc2)c(0)c10 Yes 2.98 -0.24| 139.44 25|44 22 8 5 0 6 294.76
Noj; 3 violations: MW>350, Rotors>7, XLOGP3>3.5 3.69 1.39 79012 25| 359.45 5 2 0 8 324.4
No; 3 violations: MW>350, Rotors>7, XLOGP3>3.5 3.54 1.36 69.89 23| 32942 4 2 0 7 298.85
No; 1 violation: XLOGP3>3.5 3.35 1,415 69.89 21 303.38 4 2 0 9 271.44 5 .
No; 3 violations: MW>350, Rotors>7, XLOGP3>3.5 3.85 2.68 69.89 25| 357.48 4 2 0 9 332.46 0.04 Sy
Oclcee(/C(=N/C(CCSC)C(=0)0)c2cccec2)c(0)cl0 No; 1 violation: MW>350 3.75 039 11035 23| 36142 6 4 0 7 314.89 H




Bioactivity Score Docking Pro-Tox ||
De Toxicidade (mg/kg) Classe
=026 =0,72 =029 -0.24 53,91l 20.41 =22:,08)|  =5,3004E076%) 15833 56l 1500 4
-0.18 -0.17 0.07 88.77 37.56 -41.02| -9.860576923 34.3 91.61 500 4
-0.49 -0.71 -0.05 =0, 02 56.29 30.31 -30.95| -7.439903846 31.9 67.39 2000 4
-0.73 -1.61 -0.81 -0.58 50 24.56 -24.76| -5.951923077| 24.36 50.59 1500 4
N#CC(/N)=C(/N=C\clcccccl)C#N -0.76 =1 o dLa -1.00 -0.45 e o O 3317 =33,06Y| =68.098557692 20,57 55.96 3080 5)
CN(C)clcee(/C=N\C(\C#N)=C(/N)C#N)ccl -0.41 -0.71 -0.71 -0.30 45.72 29.51 -30.84| -7.413461538 24.6 55.21 500 4
3 Clclec(Cl)ecc1\C=N/C(C#N)=C(\N)C#N -0.60 -0.97 -0.88 -0.40 44.43 33,1 -33.88| -8.144230769] 19.99 54.39 2670 5
4 Clclceec(Cl)c1\C=N/C(C#N)=C(\N)C#N -0.62 -0.91 -0.82 -0.35 42.96 32.85 -34.2| -8.221153846| 19.11 54.21 2670 5
5 Clclcccecl/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N =0.7 =i, 08 -0.99 -0.44 46.78 3,27 -31.6| -7.596153846| 21.43 56,59 2670 5
6 COclcccecl/C=NC(\C#N)=C(/N)CH#N -0.63 -0.88 -0.81 -0.42 46.89 28.29 -28.8| -6.923076923| 21.21 58.18 1200 4
7 O=[N+]([O-])c1lcccccl/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N =0, 76 -0.81 -0.89 -0.54 46.33 31.9 92,6 STERAGILESES | 21,53 55, 24! 1345 4
8 COclc(cc(cc10C)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)OC -0.3 -0.62 -0.56 -0.27 46.8 22.73 -23.2| -5.576923077| 22.06 48.04 2000 4
9 Oclccc(/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)cc10 =052 -0.69 =0,78 -0.26 48.66 24.8 -24.88| -5.980769231| 23.47 56.46 4560 5
10  COclcc(ccc1OC)/C=NC(\C#N)=C(/N)CH#N -0.44 -0.69 =0.7 -0.31 48.56 24.31 -26.61| -6.396634615] 22.94 58.97 2000 4
11 Oclcce(/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N)ccl =0, 56 =0,7% -0.86 =03 44.97 27 1L -27.57| -6.627403846 22,97 55, 76 4340 S
12 O=[N+]([O-])clcc(ccc10)/C=NC(\C#N)=C(/N)CH#N -0.56 -0.69 -0.84 -0.37 47.92 27.5 -29.1| -6.995192308| 23.26 6055 1250 4
13 Clclcc(/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N)cccl =07 SP02 -0.94 -0.44 46.13 31.49 -32.9| -7.908653846| 22.65 59.56 540 4
14b (r COclcc(/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)cccl -0.63 -0.86 -0.86 -0.41 47.76 28.02 -29.59| -7.112980769] 23.68 59.82 1900 4
14c (r COclccecc1C=NC(C#N)=C(N)CH#N -0.63 -0.88 -0.81 -0.42 46.99 30.9 -31.24| -7.509615385| 21.41 59.91 1200 4
15  Oclccec(0)clC(/C)=N/C(C#N)=C(\N)C#N -0.48 -0.4 -0.58 -0.26 43.47 28.59 -30.63| -7.362980769| 23.44 56.63 4340 5
16  Oclcc(O)ceclC(/C)=N/C(C#N)=C(\N)C#N =06 -0.34 -0.67 =0,28 45.68 27 .58 2098 |S6.7SCRI0E| 28,53 44.08 4340 5
17  Oclcc(cccl\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clcccecl)OC -0.16 -0.1 -0.01 0035 50.69 31.97 -33.1| -7.956730769| 21.15 53,22 3550 5
18  Oclcceccl\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clcceecl =0, 115 SORE2 0.02 0.11 50.55 33.49 -35.06| -8.427884615| 21.77 61.2 1350 4
19 N#CC(\N)=C(/C#N)\N=C\clc2ccccc2ceclO =032 -0.45 -0.47 =02 52.46 35.41 -36.11| -8.680288462 24.31 58.1 4340 5
20  OclccceclC(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)/CCclccceccl =0, 31 -0.2 -0.07 -0.22 53.48 31.36 -33.63| -8.084134615| 23.94 68.22 1000 4
21 Oclcec(\C(=NC(\C#N)=C(/N)C#N)c2ccccec2)c(0)c10 =01 -0.14 0.03 019 54.53 27559 -28.97| -6.963942308 21 21 67.3 1425 4
0Oclee(cecl/C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)clcceeel)OC -0.25 0.12 59.59 29.01 -31.67| -7.612980769] 20.61 66.13 2000 4
0C(=0)CCC(C(=0)0)/N=C(/clccccc10)\clcceeccl -0.24 0.15 56.37 26.53 -28.34 -6.8125| 20.45 64.18 2000 4
27  0=C(0)C(CCC(=0)0)/N=C/clc2cccec2cecclO -0.38 -0.12 =017 0.07 62.23 34.16 -36.25| -8.713942308| 24.86 75.09 2000 4
OclcceeclC(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)O0)\CCclcceecd -0.38 0.08 0.03| 59.13 26.62 -27.46| -6.600961538| 25.56 65.99 800 4
Oclcec(/C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)c2cccec2)c(0)c10 SORI9 050°) 5911219 28868 -25.84| -6.211538462| 21.63 64.14 2000 4
Oclcc(ceel/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)clcceeccl)OC =024 0,1 57.68 27.65 -30.54| -7.341346154| 20.73 64.98 2000 4
Oclceeeel/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)cleccecl -0.27 ©.12 56.62 27.44 -30.25| -7.271634615] 19.63 67.46 2000 4
-0.44 -0.2 -0.19 0.04 60.78 33.94 -35.31| -8.487980769| 22.12 80.67 5000 5
OclcceeclC(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)/CCclcccccl -0.41 0.06 0.01 64.78 30,56 =32.28| =7.759615385 21,1 70.01 800 4
Oclcec(/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)c2cccce2)c(0)c10 -0.21 0.06 56.04 21.86 -23.01 -5.53125 216 60.27 2000 4
-0.4 0.09 59.08 29.47 -30.9| -7.427884615| 36.36 67.61 1600 4
Oclcecccl\C(=N\CC(=0)NCC(=0)0)clcccecl -0.4 0.1 58,3 29.56 -32.9| -7.908653846| 29.73 65.16 1350 4
=09 -0.29 =0,2 =0RI02 62.23 32.37 -33.31] -8.007211538] 29.86 713,25 4340 5
OclcceccclC(=N\CC(=0)NCC(=0)0)/CCclccecccl -0.54 0.04 =0, 0 55.48 30,72 =32.04) =7.70123077 27 o 33 68.98 900 4
Oclcec(\C(=N\CC(=0)NCC(=0)0)c2cccec2)c(0)c10 =0, 84 0.04 59.96 29,29 -31.54| -7.581730769] 29.29 69.4 1350 4
=057 -0.01 61.79 26.92 -29.8| -7.163461538| 21.42 60.17 5000 5
=0.59 0 58.86 SHESIS) =32.26)| =7.7154607692 2072 B L 5000 5
-0.8 -0.33 -0.22 0.07 61.18 32.74 -33.96| -8.163461538| 22.97 76.63 5000 5
-0.71 =005 0.04 62.18 30.14 -30.92| -7.432692308| 25.49 74.29 5000 5)
Oclcce(/C(=N/C(CCSC)C(=0)0)c2cccee2)c(0)c10 -0.51 -0.05 62.09 24.33 -28.51| -6.853365385| 23.06 65.92 5000 5

186
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SMILES

N#CC(/N)=C(/N=C\clcccccl)CEN
CN(C)cleee(/C=N\C(\C#N)=C(/N)C#N)ccl
Clclce(Cl)ccc1\C=N/C(C#N)=C(\N)C#N
Clclceec(Cl)c1\C=N/C(C#N)=C(\N)C#N
Clclcceecl/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N
COclcccccl/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N
O=[N+]([0-])c1ccececl/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N
COclc(cc(cc10C)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)OC
Oclcec(/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)cc10
COclcc(ccc10C)/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N
Oclcec(/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N)ccl
0=[N+]([0-])c1cc(cec10)/C=NC(\CHN)=C(/N)CHN
Clclcc(/C=N/C(C#N)=C(\N)C#N)cccl

14b (r COclcc(/C=NC(\C#N)=C(/N)C#N)cccl
14c (r COclccccc1C=NC(C#N)=C(N)C#N

Prediction accuracy:
54.26%
54.26%
54.26%
54.26%
54.26%
54.26%

23%
54.26%
54.26%
54.26%
54.26%

23%

15  Oclceec(0)clC(/C)=N/C(CHN)=C(\N)CEN

16 Oclcc(0)ceclC(/C)=N/C(CH#N)=C(\N)CHN

17  Oclcc(cec1\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clcccecl)OC
18  Oclcccec1\C(=N/C(C#N)=C(\N)C#N)clcccecl

19  NH#CC(\N)=C(/C#N)\N=C\clc2ccccc2ceclO

20  OclcceecdC(=N/C(CH#N)=C(\N)C#N)/CCclcccecl

21

Oclcec(\C(=NC(\C#N)=C(/N)C#N)c2cccec2)c(0)c10
Oclec(cecl/C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)clcccccl)OC
0C(=0)CCC(C(=0)0)/N=C(/c1lccccc10)\cleceecl
0=C(0)C(CCC(=0)0)/N=C/clc2ccecec2ecclO
OclcceeclC(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)\CCclcceecl
Oclcec(/C(=N/C(CCC(=0)0)C(=0)0)c2cccec2)c(0)cl10
Oclcc(ceel/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)clcceeccl)OC
Oclcceecel/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)clcceecl

OclcceeclC(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)/CCclcceecl
Oclcec(/C(=N/C(CC(=0)0)C(=0)0)c2ccece2)c(0)c10

Oclcceec1\C(=N\CC(=0)NCC(=0)0)clcccecl

OclceeeclC(=N\CC(=0)NCC(=0)0)/CCclccceccl
Oclcec(\C(=N\CC(=0)NCC(=0)0)c2cccee2)c(0)c10

Oclcee(/C(=N/C(CCSC)C(=0)0)c2cccee)c(0)cl0

54.26%
54.26%
54.26%
54.26%
54.26%
54.26%
54.26%
54.26%
54.26%
54.26%
67.38%
68.07%
67.38%
67.38%
67.38%
67.38%
67.38%
67.38%
67.38%
67.38%
54.26%
67.38%
67.38%
54.26%
54.26%
68.07%
68.07%
68.07%
67.38%
67.38%

1. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

2. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

3. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

4. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

5. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

6. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

7. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen

cyto

Obs.: Similaridade das moléculas em media levemente superior a 50%, ou préxima a 50%.

38. Classification
Organ toxicity

Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

43. Classification
Organ toxicity

Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto

Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto

Prediction

Inactive

Prediction
Inactive
Active

Active
Inactive
Prediction

Inactive

Active

Prediction

Inactive

Active

Prediction

Inactive

Active

Prediction
Inactive
Inactive

Inactive

Prediction
Inactive
Active

Inactive

Prediction

Inactive

Inactive

Prediction

Inactive

Inactive
Inactive

Probability
0.71
0.72
0.99
0.67
0.73

Probability
0.64
0.54
0.99
0.65
0.67

Probability
0.76
0.62
0.99
0.52
0.75

Probability
0.76
0.62
0.99
0.52
0.75

Probability
0.76
0.62
0.99
0.52
0.75

Probability
0.63
0.52
0.97
0.55
0.75

Probability
0.52
0.53
0.99
0.86
0.68

Probability
0.87
0.64
0.99
0.74
0.64

Probability
0.71
0.65
0.98
0.66
0.66

8. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

9. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

10. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

11. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

12. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

13. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
14b. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

39. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

44, Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen

cyto

Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto

Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto

Prediction
Inactive
Active
Inactive
Active
Inactive

Prediction

Active

Inactive
Inactive
Prediction
Inactive
Active

Inactive
Inactive
Prediction

Inactive

Inactive

Prediction
Active
Inactive

Active

Prediction

Inactive

Inactive

Prediction
Inactive
Inactive

Inactive

Prediction

Inactive

Inactive

Prediction
Inactive
Inactive

Inactive
Inactive

Probability
0.59
0.52
0.63
0.53

0.6
Probability
0.7
0.53
0.97
0.53
0.62

Probability
0.63
0.58

0.9
0.51
0.66

Probability
0.71
0.59
0.99
0.68
0.73

Probability

0.5
0.52
0.92
0.65

0.7

Probability
0.73
0.65
0.99
0.55
0.72

Probability
0.67
0.55
0.84
0.61
0.71

Probability
0.84
0.65
0.97

07
0.65

Probability
0.69
0.65
0.96
0.63
0.62




14c. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
15. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
16. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
17. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
18. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
19. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
20. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

40. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen
cyto
Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen

cyto

Shorthand
dili
carcino
immuno
mutagen

cyto

Prediction
Inactive
Inactive

Inactive

Prediction
Inactive
Inactive

Inactive

Prediction
Inactive
Inactive

Inactive

Prediction
Inactive
Inactive

Inactive

Prediction
Inactive
Inactive

Inactive

Prediction
Inactive
Inactive

Active

Prediction

Inactive

Inactive

Prediction
Inactive
Inactive
Active
Inactive
Inactive

Probability
0.63
0.52
0.97
0.55
0.75

Probability
0.63
0.58
0.98
0.64
0.75

Probability
0.63
0.58
0.97
0.64
0.75

Probability
0.64
0.53
0.75
0.51
0.76

Probability
0.67
0.58
0.98
0.52
0.77

Probability
0.66
0.55
0.95
0.58
0.71

Probability
0.71
0.61
0.99
0.55
0.71

Probability
0.66
0.66
0.51
0.61
0.65

Organ toxicity

21. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

22, Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

26. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

27. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

28. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

29. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

30. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

41. Classification
Organ toxicity
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Target
Hepatotoxicity
Carcinogenicity
Immunotoxicity
Mutagenicity
Cytotoxicity

Hepatotoxicity  dili

Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points
Toxicity end points

Carcinogenicity  carcino
Immunotoxicity immuno
Mutagenicity mutagen
Cytotoxicity cyto

Shorthand Prediction
dili Inactive
carcino Inactive
mmuno |GG
mutagen Inactive
cyto Inactive

Shorthand Prediction
dili Inactive
carcino Inactive
mmuno |GG
mutagen Inactive
cyto Inactive

Shorthand Prediction
dili Inactive
carcino Inactive
mutagen
cyto Inactive

Shorthand Prediction
dili Inactive
carcino Inactive
mmuno G
mutagen Inactive
cyto Inactive

Shorthand Prediction
dil lnactive
carcino Inactive
mutagen
cyto Inactive

Shorthand Prediction
dil lnactive
carcino Inactive
mmuno I ECNGH
mutagen Inactive
cyto Inactive

Shorthand Prediction
dili Inactive
carcino
immuno
mutagen Inactive
cyto Inactive

Shorthand Prediction
dili Inactive
carcino Inactive
immuno
mutagen Inactive
cyto Inactive

[Tnactive 0.71
Inactive 0.65
0.98

Inactive 0.66
Inactive 0.66
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Probability | 31. Classification Target Shorthand Prediction Probability
0.61 Organ toxicity Hepatotoxicity dili Inactive 0.65
0.52 Toxicity end points  Carcinogenicity  carcino Inactive 0.68
0.99 Toxicity end points  Immunotoxicity  immuno _ 0.99
0.5 Toxicity end points  Mutagenicity mutagen Inactive 0.69
0.64 Toxicity end points  Cytotoxicity cyto Inactive 0.65

Probability | 32. Classification Target Shorthand Prediction Probability
0.68 Organ toxicity Hepatotoxicity dili Inactive 0.64
0.68 Toxicity end points  Carcinogenicity  carcino Inactive 0.63
0.82 Toxicity end points  Immunotoxicity  immuno _ 0.98
0.64 Toxicity end points Mutagenicity mutagen Inactive 0.58
0.6 Toxicity end points  Cytotoxicity cyto Inactive 0.57

Probability | 33. Classification Target Shorthand Prediction Probability
0.67 Organ toxicity Hepatotoxicity dili _ 0.71
0.67 Toxicity end points  Carcinogenicity  carcino Inactive 0.65
0.99 Toxicity end points  Immunotoxicity ~ immuno - 0.99
0.71 Toxicity end points Mutagenicity mutagen 0.71
0.65 Toxicity end points  Cytotoxicity cyto Inactive 0.66

Probability | 34. Classification Target Shorthand Prediction Probability
0.66 Organ toxicity Hepatotoxicity dili Inactive 0.66
0.63 Toxicity end points  Carcinogenicity  carcino Inactive 0.66
0.99 Toxicity end points  Immunotoxicity ~ immuno _ 0.99
0.56 Toxicity end points  Mutagenicity mutagen Inactive 0.68
0.57 Toxicity end points  Cytotoxicity cyto Inactive 0.61

Probability | 35. Classification Target Shorthand Prediction Probability
0.71 Organ toxicity Hepatotoxicity dili _ 0.84
0.65 Toxicity end points  Carcinogenicity  carcino Inactive 0.68
0.99 Toxicity end points  Immunotoxicity  immuno Inactive 0.54
0.71 Toxicity end points  Mutagenicity mutagen _ 0.7
0.66 Toxicity end points  Cytotoxicity cyto Inactive 0.63

Probability | 36. Classification Target Shorthand Prediction Probability
0.7 Organ toxicity Hepatotoxicity dili _ 0.86
0.65 Toxicity end points  Carcinogenicity  carcino Inactive 0.66
0.99 Toxicity end points  Immunotoxicity  immuno 0.96
0.69 Toxicity end points  Mutagenicity mutagen 0.73
0.62 Toxicity end points  Cytotoxicity cyto Inactive 0.62

Probability | 37. Classification Target Shorthand Prediction Probability
0.65 Organ toxicity Hepatotoxicity dili 0.82
0.7 Toxicity end points  Carcinogenicity  carcino Inactive 0.65
0.86 Toxicity end points  Immunotoxicity  immuno 0.92
0.61 Toxicity end points  Mutagenicity mutagen Inactive 0.67
0.61 Toxicity end points  Cytotoxicity cyto Inactive 0.54

Probability | 42. Classification Target Shorthand Prediction Probability
0.65 Organ toxicity Hepatotoxicity dili Inactive 0.64
0.65 Toxicity end points  Carcinogenicity  carcino Inactive 0.64
0.95 Toxicity end points  Immunotoxicity  immuno 0.94
0.63 Toxicity end points  Mutagenicity mutagen Inactive 0.54
0.66 Toxicity end points  Cytotoxicity cyto Inactive 0.6

Organ toxicity Hepatotoxicity dili Inactive 0.69
Toxicity end points  Carcinogenicity carcino Inactive 0.65
Toxicity end points  Immunotoxicity immuno 0.96
Toxicity end points  Mutagenicity mutagen Inactive 0.63
Toxicity end points  Cytotoxicity cyto Inactive 0.62
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8 APENDICE B — DIAGRAMA DE INTERACOES 2D E SUPERFiICIE DE HIDROFOBICIDADE
DAS MELHORES POSES DOS DERIVADOS DA SERIE DAMN COM BIOATIVIDADE

MODERADA OU BAIXA (VIA GOLDSCORE)

Figura 87 — Diagrama de interagdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 1.

[ Conventonal Hydrogen Bond

[ Psur

Fonte: O Autor (2022).

Figura 88 — Diagrama de intera¢des 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 2.
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Figura 89 — Diagrama de interacdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 3.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 90 — Diagrama de interacdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 4.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 91 — Diagrama de interagdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 5.
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Fonte: O Autor (2022).



Figura 92 — Diagrama de interacdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 6.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 93 — Diagrama de interagdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 7.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 94 — Diagrama de intera¢des 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 8.
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Fonte: O Autor (2022).
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Figura 95 — Diagrama de intera¢des 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 9.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 96 — Diagrama de interacdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 10.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 97 — Diagrama de intera¢des 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 11.
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Fonte: O Autor (2022).
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Figura 98 — Diagrama de interagdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 11.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 99 — Diagrama de interacdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 12.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 100 — Diagrama de intera¢des 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 13.
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Fonte: O Autor (2022).
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Figura 101 — Diagrama de interagdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 14b.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 102 — Diagrama de intera¢des 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 14c.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 103 — Diagrama de intera¢des 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 15.
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Fonte: O Autor (2022).
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Figura 104 — Diagrama de intera¢des 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 16.
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9 APENDICE C — DIAGRAMA DE INTERACOES 2D E SUPERFICIE DE HIDROFOBICIDADE
DAS MELHORES POSES DA SERIE DERIVADA DE AMINOACIDOS COM BIOATIVIDADE
MODERADA OU BAIXA (VIA GOLDSCORE)

Figura 105 — Diagrama de interagdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 25.

Fonte: O Autor (2022).

Figura 106 — Diagrama de interagdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 28.

N
MET
e 9
/
2
o v //
N i LEU
I ’ A67
/
N ALA
bzt A:138
/
\ /
e
\
Interactions
[l Conventional Hydrogen Bond Il Aide i stacked
[ P ] P

Fonte: O Autor (2022).



Figura 107 — Diagrama de interagdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 28.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 108 — Diagrama de intera¢des 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 30.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 109 — Diagrama de interagdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 35.
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Fonte: O Autor (2022).
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Figura 110 — Diagrama de interagdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 36.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 111 — Diagrama de interagdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 39.
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Figura 112 — Diagrama de interagdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 39.
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Figura 113 — Diagrama de interagdes 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 43.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 114 — Diagrama de intera¢des 2D e superficie de hidrofobicidade do composto 43.
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10 APENDICE D - VOLTAMETRIA CiCLICA DAS BASES DE SCHIFF SINTETIZADAS

Figura 115 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 3 em hexafluorofosfato de tetrabutilamoénio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Figura 116 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 4 em hexafluorofosfato de tetrabutilaménio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Figura 117 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 5 em hexafluorofosfato de tetrabutilaménio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Fonte: O Autor (2022).
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Figura 118 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 6 em hexafluorofosfato de tetrabutilaménio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Figura 119 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 7 em hexafluorofosfato de tetrabutilaménio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 120 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 8 em hexafluorofosfato de tetrabutilamoénio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Figura 121 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 9 em hexafluorofosfato de tetrabutilamoénio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 122 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 10 em hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Figura 123 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 11 em hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 124 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 12 em hexafluorofosfato de tetrabutilaménio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Figura 125 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 13 em hexafluorofosfato de tetrabutilaménio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Figura 126 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 14b em hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0,05
mol L' (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Figura 127 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 14c em hexafluorofosfato de tetrabutilamoénio 0,05
mol L' (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 128 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 15 em hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Fonte: O Autor (2022).
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Voltamograma ciclico da base de Schiff 16 em hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 130 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 17 em hexafluorofostfato de tetrabutilamonio 0,05 mol
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Figura 131 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 18 em hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 132 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 19 em hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Figura 133 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 20 em hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 134 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 21 em hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Figura 135 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 27 em hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 136 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 32 em hexafluorofostfato de tetrabutilamonio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Voltamograma ciclico da base de Schiff 37 em hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0,05 mol
L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 138 — Voltamograma ciclico da base de Schiff 42 em hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0,05 mol

Corrente (pA)

L! (solvente: acetona) vs. Ag/AgCl.

30 4
25 |
20—-
15—-

10

T T T T T
0 1

Potencial (V)
Fonte: O Autor (2022).

1
N
1
[N
N —



212

11 APENDICE E — ESPECTROS DE ABSORCAO NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-VISIVEL
DAS BASES DE SCHIFF SINTETIZADAS

Figura 139 — Espectro de absorcao na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 3, na concentracdo de 1 x
10 mol L'\,
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 140 — Espectro de absorcao na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 4, na concentracdo de 1 x
10*mol L' e 1 x 10° mol L.
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Fonte: O Autor (2022).
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Figura 141 — Espectro de absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 5, na concentracao de 1 x
10° mol L.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 142 — Espectro de absorcao na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 6, na concentracdo de 1 x
10 mol L'\,

2209 T T

2,000 B

1,500 .

Abs.

1,000 .

0.500

376,00

259,00

0,000

-0.205 L L
200,00 400,00 €00.00 800,00
nm

Fonte: O Autor (2022).
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Figura 143 — Espectro de absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 7, na concentracao de 1 x
10*mol L' e 1 x 10° mol L',
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 144 — Espectro de absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 8, na concentracao de 1 x
10*mol L' e 1 x 10° mol L',
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Fonte: O Autor (2022).
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Figura 145 — Espectro de absorcao na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 9, na concentracdo de 1 x
10 mol L'\,
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 146 — Espectro de absor¢ao na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 10, na concentragao de 1 x
10*mol L' e 1 x 10° mol L',
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Figura 147 — Espectro de absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 11, na concentragao de 1 x
10*mol L' e 1 x 10° mol L',
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Figura 148 — Espectro de absor¢ao na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 12, na concentragao de 1 x
10*mol L' e 1 x 10° mol L.
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Figura 149 — Espectro de absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 13, na concentragao de 1 x
10*mol L' e 1 x 10° mol L',
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Fonte: O Autor (2022).
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Figura 150 — Espectro de absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 14b, na concentragdo de 1
x 10*mol L' e 1 x 10 mol L.
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Figura 151 — Espectro de absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 14c, na concentragdo de 1 x
10*mol L' e 1 x 10° mol L',
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 152 — Espectro de absor¢ao na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 15, na concentragao de 1 x
10*mol L' e 1 x 10° mol L.
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Figura 153 — Espectro de absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 16, na concentragao de 1 x
10*mol L' e 1 x 10° mol L',
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Figura 154 — Espectro de absor¢ao na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 17, na concentragao de 1 x
10° mol L.
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Figura 155 — Espectro de absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 18, na concentragao de 1 x
10° mol L.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 156 — Espectro de absor¢ao na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 19, na concentragao de 1 x
10*mol L' e 1 x 10° mol L.

2,839 : :

2,000

Abs.

1.000

0,000

-0.272 B L
200,00 400,00 600,00 800,00
nm

Fonte: O Autor (2022).



221

Figura 157 — Espectro de absor¢ao na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 20, na concentragao de 1 x
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Espectro de absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 21, na concentracdo de 1 x
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Figura 159 — Espectro de absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 27, na concentragdo de 1 x
10*mol L' e 1 x 10° mol L.
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Figura 160 — Espectro de absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 32, na concentragdo de 1 x
10*mol L' e 1 x 10° mol L.
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Figura 161 — Espectro de absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 37, na concentragdo de 1 x
10*mol L' e 1 x 10° mol L.
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Figura 162 — Espectro de absor¢ao na regido do Ultravioleta-Visivel da estrutura 42, na concentragao de 1 x
10*mol L e 1 x 10° mol L.
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12 APENDICE F - ESPECTROS VIBRACIONAIS NO INFRAVERMELHO PARA AS BASES DE SCHIFF SINTETIZADAS
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Figura 163 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiff 3.
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Figura 164 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schift 4.
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Figura 165 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schift 5.
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Figura 166 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiff 6.
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Figura 167 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiff 7.
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Figura 168 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiff 8.
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Figura 169 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiff 9.
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Figura 170 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schift 10.
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Figura 171 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiff 11.
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Figura 172 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schift 12.
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Figura 173 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiff 13.
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Figura 174 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiff 14b.
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Figura 175 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiff 14c.
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Figura 176 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiff 15.
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Figura 177 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schift 16.
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Figura 178 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiff 17.
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Figura 179 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiff 18.
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Figura 180 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schift 19.
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Figura 181 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schift 20.
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Figura 182 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiff 21.
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Figura 183 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schift 27.
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Figura 184 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiftf 32.
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Figura 185 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiftf 37.
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Figura 186 — Espectro vibracional no Infravermelho obitdo experimentalmente para a base de Schiftf 42.
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13 APENDICE G - ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H PARA AS BASES DE SCHIFF SINTETIZADAS
Figura 187 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 3 (Solvente: DMSO-db).
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Figura 189 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 5 (Solvente: Acetona-ds).
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Flgura 190 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 6 (Solvente: Acetona-ds).
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Figura 191 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 7 (Solvente: DMSO-db).
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Figura 192 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 8 (Solvente:
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Figura 193 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 9 (Solvente DMSO-db).
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Figura 194 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 10 (Solvente: Acetona-ds).
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Figura 195
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— Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 11 (Solvente: DMSO-d).

&

h
]

2.458

256

bl
k=1
El
"
=]
o

Fonte:

-
[
P

|
3

O Autor (2022).



257

Figura 196 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 12 (Solvente: DMSO-db).
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Figura 197 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 13 (Solvente: Acetona-db).
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Figura 198 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 14b (Solvente: Acetona-dp).
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Figura 199 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 14c (Solvente: Acetona-ds).
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Figura 200 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 15 (Solvente: Acetona-ds).
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Figura 201 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da
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Figura 202 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 17 (Solvente: Acetona-ds).
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Figura 203 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 18 (Solvente: Acetona-ds).
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Figura 204 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 19 (Solvente: Acetona-ds).
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Figura 205 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 20 (Solvente: Acetona-ds).
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Figura 206 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 21 (Solvente: Acetona-ds).
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Figura 207 — Ressonancia magnética nuclear de 'H da base de Schiff 27 (Solvente: DMSO-d).
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Figura 208 — Ressonancia magnetlca nuclear de 'H da base de Schiff 37 (Solvente DMSO-db).
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14 APENDICE H - ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE '3C PARA AS BASES DE SCHIFF SINTETIZADAS

Figura 209 — Ressonancia magnética nuclear de '*C da base de Schiff 3 (Solvente: DMSO-d).

w m® $dodw @ s T aoume
3 a8 GRALE & S . 1
@ G HAoRGG o o nanann
¢ B meadd a s . gooaaa
s @88 q8a8s a S 293885
l ‘ \H |/ |
\/
\/
| i
| [
| Iy
I | | |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
ppm 210 200 130 180 170 160 150 140 130 120 110 100 S0 80 70 60 50 40 30 20 10 -0 -10

Fonte: O Autor (2022).



271

Figura 210 — Ressonancia magnética nuclear de '*C da base de Schiff 4 (Solvente: DMSO-d).
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Figura 211 — Ressonancia magnética nuclear de '*C da base de Schiff 5 (Solvente: Acetona-ds).
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Figura 212 — Ressonancia magnética nuclear de >C da base de Schiff 6 (Solvente: Acetona-ds).
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Figura 214 — Ressonancia magnética nuclear de >C da base de Schiff 8 (Solvente: Acetona-ds).
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tica nuclear de '*C da base de Schiff 9 (Solvente: DMSO-d).
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Figura 216 — Ressonancia magnética nuclear de >C da base de Schiff 10 (Solvente: Acetona-ds).
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Fonte: O Autor (2022).
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Figura 217 — Ressonancia magnética nuclear de 'C da base de Schiff 11 (Solvente: DMSO-d).
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Figura 218 — Ressonancia magnética nuclear de '*C da base de Schiff 12 (Solvente: DMSO-d).

CLB7E0T

LT PIT ——
SFRPIT —

F¥IS'6IT

TER'SET ——

FFLLET ———

EL9YET —

ELE'SET
CLT'BET

CEE'ECST ———
TEFPET —

—

40

3]

ppm

Fonte: O Autor (2022).



280

Figura 219 — Ressonancia magnética nuclear de '>C da base de Schiff 13 (Solvente: Acetona-ds).
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Figura 220 — Ressonancia magnética nuclear de >C da base de Schiff 14b (Solvente: Acetona-ds).
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Figura 221 — Ressonancia magnética nuclear de '*C da base de Schiff 14c (Solvente: Acetona-ds).
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Figura 222 — Ressonancia magnética nuclear de 'C da base de Schiff 15 (Solvente: DMSO-d).
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Fonte: O Autor (2022).
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Figura 223 — Ressonancia magnética nuclear de '*C da base de Schiff 16 (Solvente: DMSO-d).
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Figura 224 — Ressonancia magnética nuclear de '*C da base de Schiff 17 (Solvente: DMSO-d).
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Figura 225 — Ressonancia magnética nuclear de '*C da base de Schiff 18 (Solvente: DMSO-d).
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tica nuclear de '*C da base de Schiff 19 (Solvente: DMSO-db).
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Figura 227 — Ressonancia magnética nuclear de 'C da base de Schiff 20 (Solvente: DMSO-d).
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Fonte: O Autor (2022).

288



289

Figura 228 — Ressonancia magnética nuclear de '*C da base de Schiff 21 (Solvente: DMSO-d).
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tica nuclear de '*C da base de Schiff 37 (Solvente: DMSO-db).
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