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RESUMO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) correspondem a um conjunto de
doengas que atingem aproximadamente 1,7 bilhdo de individuos, ocorrendo em
regides tropicais e paises subtropicais de baixo desenvolvimento econémico e, por
isso, ndo atrai o interesse econémico para o desenvolvimento de medicamentos para
o tratamento adequado. A Doenga de Chagas esta entre as DTN, e atualmente estima-
se que cerca de 6 milhdes de pessoas estao infectadas na América Latina com esse
parasito. No entanto, sé estao disponiveis dois medicamentos para o seu tratamento:
nifurtimox e benzonidazol. Ambos possuem diversos efeitos adversos, o que justifica
a necessidade de desenvolvimento de farmacos para o tratamento desta doenga. Uma
via de estudo que auxilia no desenvolvimento nas etapas iniciais de farmacos é a
metodologia denominada CADD (do inglés: Computer-aided Drug Design), em que
estudos mostram que a utilizagdo em conjunto das técnicas LBDD-SBDD (do inglés
Ligand-based Drug Design - Structure-Based Drug Design), vem sendo obtidos
resultados satisfatérios na busca de compostos biologicamente ativos. Uma classe
de compostos que vem sendo relatada como potenciais farmacos antichagasicos séo
as bases de Schiff, caracterizadas por conter um grupo imina proveniente da
condensacdo entre uma amina primaria com cetona ou aldeido, apresentando
vantagem de sua producao poder ser feita em apenas uma etapa, somada ao baixo
custo de sintese e elevada versatilidade estrutural. Neste contexto, este trabalho teve
por objetivo avaliar bases de Schiff derivadas da 1,2-diaminociclohexano como
potenciais farmacos contra Doenga de Chagas. Estudos LBDD foram realizados e
todos os compostos obtiveram boas previsbes de potenciais farmacos.
Posteriormente os estudos via SBDD com docking molecular indicaram que os anéis
aromaticos e alifatico contribuiram para que ocorresse interacdo hidrofobica com
residuos de aminoacidos especificos dos subsitios cruzaina. Foram realizadas as
sinteses dos compostos, com rendimentos variando de 25,83% a 83,71%. Os
produtos foram caracterizados por espectroscopias na regido do UV-Vis e
Infravermelho, com bandas de absorgéo e estiramentos de ligagcbes caracteristicos

dessa classe, além de ponto de fusao e testes qualitativos de solubilidade

Palavras-chave: bases de Schiff, Doenca de Chagas, CADD.



ABSTRACT

Neglected tropical diseases (NTDs) occur in tropical regions and subtropical countries with low
economic development, affecting approximately 1.7 billion individuals. Therefore, they do not
attract economic interest in developing medicines for appropriate treatment. Chagas Disease is
among the NTDs, and it is currently estimated that around 6 million people in Latin America are
infected with the parasite. However, only two medications are available for its treatment:
nifurtimox and benznidazole. Both have several side effects, requiring the development of drugs
to treat this disease. One way of study that assists in the development of drugs in the initial
stages is the methodology called CADD (Computer-Aided Drug Design), in which studies show
that the combined use of LBDD-SBDD (Ligand-Based Drug Techniques Design - Structure-
Based Drug Design), satisfactory results have been obtained in the search for biologically active
compounds. A class of compounds that has been reported as potential antichagasic drugs is
Schiff bases, characterized by containing an imine group resulting from the condensation
between a primary amine with a ketone or aldehyde, with the advantage of being able to
produce it in just one step, added to the low synthesis cost and high structural versatility. In this
context, this work aimed to evaluate Schiff bases derived from 1,2-diamino cyclohexane as
potential drugs against Chagas Disease. LBDD studies were carried out, and all compounds
obtained good predictions for potential drugs. Subsequently, studies via SBDD with molecular
docking indicated that the aromatic and aliphatic rings contributed to the hydrophobic interaction
with specific amino acid residues of the cruzain subsites. The compounds were synthesized,
with yields ranging from 25.83% to 83.71%. The compounds were synthesized, with yields
ranging from 25.83% to 83.71%. The products were characterized by spectroscopy in the UV-
Vis and Infrared region, with acquisition bands and bond stretches specific to this class, melting

point, and qualitative solubility tests.

Keywords: Schiff Base, Chagas Disease, CADD.
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1. INTRODUGAO

1.1. DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

As Doengas Tropicais Negligenciadas (DTN) designam um conjunto de
doengas por infec¢des parasitarias, bacterianas, virais e fungicas, que ocorrem em
regides tropicais e em paises subtropicais, atingindo uma grande parcela de
individuos que vivem em situacéo de pobreza (da Conceicéo et al., 2022; Hotez et al.,
2008). Sao considerados negligenciadas pelo fato de nao ter atencdo em
investimentos para que se tenha desenvolvimento de farmacos, vacinas e testes
diagndsticos nos territorios afetados (Luna; Campos, 2020).

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS) atualmente existem
21 DTN consideradas prioritarias, dentre as quais: ulcera de Buruli, doenca de
Chagas, dengue e Chikungunya, dracunculiase, equinococose, trematodiases,
tripanossomiase humana africana, leishmaniose, lepra, filariose linfatica, micetoma,
cromoblastomicose, oncocercosenoma, raiva, sarna, esquistossomose, helmintiases,
envenenamento por picada de cobra, teniase/cisticercose, tracoma e noma.
(Neglected tropical diseases, [s. d.]).

Essas doengas afetam cerca de 1,7 bilhdes de pessoas no mundo inteiro
(Hudu et al., 2024) e trazem consequéncias como efeitos nocivos durante a gravidez,
deficiéncia e atraso no desenvolvimento fisico e intelectual na infancia acarretando no
distanciamento dos estudos, além de forcar adultos a se afastarem do trabalho por
nao terem condigdes fisicas. Como consequéncia, familias, comunidades ou até
mesmo paises enfrentam dificuldades sociais e econémicas (Jayashankar et al.,
2024).

Ainda que sejam oriundas de diferentes agentes, as DTN possuem
semelhancgas no quesito de transmissao, ja que em sua grande maioria, decorrem da
falta de saneamento basico, moradia em condi¢cbes precarias e, através do contagio

por vetores (da Conceigéao et al., 2022).



1.2. DOENCA DE CHAGAS

A doencga de Chagas (DC), descrita pela primeira vez pelo médico brasileiro
Carlos Chagas em 1909 (Carlos Pinto Dias et al., 2016). Trata-se de uma doencga
cronica, sistémica e de infecgao parasitaria causada pelo protozoario Trypanossoma
cruzi (T. cruzi) (Lozada-Yavina et al., 2023).

A transmissao vetorial desse parasito se da em areas endémicas, em 21
paises da América latina, por meio de uma gama de espécies de trés géneros de
insetos triatomineos, sendo Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius, conhecidos
popularmente como barbeiros. Todos estao distribuidos na América Latina, habitando
florestas e areas mais secas (Pérez-Molina; Molina, 2018). Apds se alimentar de
sangue, o vetor deposita suas fezes, as quais contém T. cruzi, proximo ao local da
picada ocasionando a possibilidade de contato com a ferida, levando a infecgdo no
hospedeiro pela corrente sanguinea (Paucar; Moreno-Viguri; Pérez-Silanes, 2016). A
transmissdo nao vetorial também ocorre através de ingestdo de alimentos,
transfusdes sanguineas, relacbes sexuais, drogas injetaveis contendo o parasito,
entre outros (Paucar; Moreno-Viguri; Pérez-Silanes, 2016).

Em relagdo ao complexo ciclo de vida do protozoario, esta pode ser iniciada
com a ingestao de sangue contendo o T. cruzi pelo vetor, se proliferando conforme a
forma epimastigota se desenvolve em seu intestino. A transformacéao para sua forma
infecciosa chamada de tripomastigota metaciclica, ocorre no intestino posterior. Na
invasao do T. cruzi na célula do hospedeiro, forma-se um vacuolo parasitéforo, com
transformacdo na forma amastigota replicativa, se proliferando. Posteriormente se
transforma novamente aos tripomastigotas, que lisam a célula hospedeira e a partir
dai, pode ser transmitida novamente caso seja ingerida por um outro vetor, iniciando
o ciclo novamente (Whitman, 2023). A Figura 1 ilustra as fases do ciclo de vida desse

protozoario.



Figura 1 — Ciclo de vida Trypanosoma cruzi.
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A DC pode ser dividida em duas fases principais, definidas como fase aguda

e crbénica. A fase aguda é iniciada apos a infecgdo, caracterizada por elevada

parasitemia que confirma o quadro clinico, sendo um periodo de 2 meses

correspondente a incubagao dos protozoarios principalmente nos musculos e células

ganglionares. Na maioria dos casos, os sintomas sao ausentes ou leves como febre,

dificuldade de respirar e dores musculares, abdominais, na cabega ou no peito (Pita,
Samuel; Pascutti, 2011; Presti et al., 2015; Rassi; de Rezende, 2012; Vallejo et al.,

2020). Em seguida, tem-se uma longa fase crénica, caracterizado por um periodo

assintomatico da doencga (fase indeterminada), que pode variar de 10 a 30 anos, com

a proliferagdo mais homogénea do parasito nas células do intestino e coragdo. Cerca

de 30 a 40% dos pacientes infectados irdo desenvolver sintomas cardiacos e



digestivos irreversiveis, que pode levar a morte dos enfermos em estagios mais
avangados (Rassi; de Rezende, 2012; Santi-Rocca et al., 2017; Vallejo et al., 2020).

Dentre o territorio afetado pela DC, a América Latina possui o0 maior niumero
de infectados. Estima-se que 6 milhdes de pessoas estdo contaminadas nessa regiao
e, tendo em vista as diferentes formas de transmissdo, medidas visando apenas o
combate do vetor acabam sendo ineficazes. Portanto o desenvolvimento de farmacos
que atuem no combate a DC é necessario, com o objetivo de ter o controle nas formas
de transmissao e também nos estagios da doencga (Pita, Samuel S. R.; Pascutti, 2011;
Whitman, 2023).

Atualmente a doenca possui somente dois farmacos no mercado no seu
tratamento, o nifurtimox e o benzonidazol, desenvolvidos no final da década de 1960
e inicio de 1970, tendo suas estruturas moleculares apresentadas na Figura 2 (de
Sousa et al., 2024; Junior et al., 2017; Pérez-Molina; Molina, 2018).

Figura 2 — Estruturas moleculares dos farmacos Nifurtimox e Benzonidazol.
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Fonte: Imagem adaptada de (Arrua et al., 2019).

Sendo eficazes apenas na fase aguda, o uso destes medicamentos acaba
gerando graves efeitos adversos. Enquanto o nifurtimox pode ocasionar efeitos
psiquiatricos, disturbios neurolégicos e complicagdes gastrointestinais, pacientes em
tratamento com o benzonidazol podem apresentar edema generalizado, febre,
polineuropatia, polineurite e até complicagbes na medula 6ssea (Arrua et al., 2019).

Diante do exposto até aqui, ha uma necessidade de estudo e investimento
para o desenvolvimento de novos farmacos que sejam eficazes, de baixo custo e de
menor toxicidade.

Uma via de interesse para o desenvolvimento de potenciais farmacos para
essa enfermidade sdo as chamadas proteases, tal como a cruzaina. Sao expressas
durante todo o ciclo de vida do parasito, sendo responsaveis pela quebra catalitica de

ligagdes peptidicas entre aminoacidos nas proteinas (Silva et al., 2021).



1.3. CRUZAINA

A cruzaina é uma importante cisteino-protease do T. cruzi e o alvo mais
consolidado na literatura. E essencial para a sobrevivéncia do protozoario, pois
executa funcdes de elevada importancia, tais como a invasao e a proliferacdo nas
células do hospedeiro (SILVA et al., 2021).

O sitio ativo dessa proteina é dividido em 7 subsitios que realizam interagéo
com substratos, denominados S1 ao S4 localizados no lado acilo e S1°ao S3" no lado
amino. No entanto, os subsitios S1, S2, S3 e S1’ (Figura 3) constituem os residuos de
aminoacidos que sido responsaveis em sua maioria de realizar interacbes com
inibidores, sendo os mais significativos para o estudo de desenvolvimento de

farmacos (Santos; Ferreira, 2022).

Figura 3 — Residuos de aminoacidos de cada subsitio da cruzaina: S1 (verde); S2
(roxo); S3 (vermelho); S1°(azul).

‘”M

Fonte: O Autor (2024).

A atividade enzimatica ocorre principalmente nos residuos Cys25, Hys162 e
Asn182, chamada triade catalitica, que se localizam entre S1°e S1. O subsitio S2 é o
mais definido, enquanto os outros sdo rasos. Em relacdo a especificidade nos
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diferentes subsitios, foi indicado que S1 e S3 apresentam especificidade por grupos
basicos e aromaticos, mas por conta de S1 estar na regido mais externa da proteina,
na superficie, quando comparado ao S3, pode acomodar grupos aromaticos mais
volumosos. Ja o subsitio S1°, devido ao residuo Triptofano84 (Trp84), tem um alto
favorecimento por grupos aromaticos. No entanto, o S2 constituido principalmente por
residuos de aminoacidos hidrofébicos estando menos exposto ao solvente, € o
responsavel pela especificidade da cruzaina, com o residuo Met68 demonstrando
papel relevante nesta caracteristica, tendo o favorecimento de interagdo com grupos
hidrofobicos. Além disso, por conter o residuo Glu208 que possui carga negativa,
atribui-se a este subsitio a possibilidade de interagdo com grupos de cargas positivas
(Arafet; Gonzalez; Moliner, 2020; Assis et al., 2013; Fabian et al., 2019; Santos;
Ferreira, 2022).

A inibicdo da cruzaina pode reduzir consideravelmente cargas parasitarias da
doenca, pois em baixas concentracbes dessa enzima, perdem a capacidade de
invasao nas células do hospedeiro (Ferreira et al., 2014). Portanto ela revela-se como
uma promissora proteina alvo para planejamento de novos farmacos no combate a
DC. Um meio que auxilia nas etapas iniciais no estudo de desenvolvimento de
farmacos séo as técnicas de triagem virtual, sendo possivel determinar, teoricamente,
quais os melhores tipos de moléculas e grupos funcionais e como estas interagem

com o sitio ativo da enzima alvo (Zolghadri et al., 2019).

1.4. PLANEJAMENTO DE FARMACOS E TRIAGEM VIRTUAL

Uma metodologia que vem sendo utilizada e auxilia no estudo de
desenvolvimento de farmacos € a triagem virtual, utilizando métodos de Desenho de
Farmacos Assistido por Computador (do inglés: Computer-aided Drug Design —
CADD), sendo eficaz e de baixo custo, contribuindo na busca de compostos
promissores (Nascimento; de Aquino; da Silva-Junior, 2022; Niu; Lin, 2023; Vemula et
al., 2023; Yang et al., 2024; Yasuo; Ishida; Sekijima, 2021). Através de métodos
computacionais, consegue-se simular interacbes com o objetivo de avaliar se
molécula sera ativa em determinado alvo ou ndo e, em caso positivo, qual é a sua

afinidade (Rakshit et al., 2022). Isso se tornou vantajoso ja que pode diminuir
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significativamente o numero de candidatos a farmacos de um grande banco de dados,
prevendo quais serao ativos ou inativos (Wu et al., 2024). Essas técnicas de design
de farmacos podem ser divididas em LBDD (do inglés, Ligand-Based Drug Design) e
SBDD (do inglés, Structure-Based Drug Design) (Yadav; Tonk, 2022). Entre as
metodologias LBDD encontram-se as analises de Relagdo Quantitativa de Estrutura-
Atividade (QSAR, do inglés Quantitative Structure-Activity Relationship) e de
similaridade, ndo dependentes da interacao ligante/enzima (Rudrapal; Chetia, 2020).
Em SBDD s&o utilizados principalmente docagem e dindmica molecular, sendo
dependentes da interagdo ligante/enzima (Chahal; Nirwan; Kakkar, 2019).

Uma forma de estudos LBDD, é o fornecimento de informagdes sobre as
propriedades estruturais e fisico-quimicas do composto de interesse relacionado a sua
atividade bioldgica por meio de um conjunto de estruturas ja conhecidas em um banco
de dados (Guido; Oliva; Andricopulo, 2012; Rudrapal; Chetia, 2020). Nestes estudos,
analises sobre os parametros ADME sao realizados, sendo um termo de abreviacdo
para: Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo e Excregdo (Touhtouh et al., 2023) . E
importante para prever as propriedades farmacocinéticas e fisico-quimicas das
moléculas, reduzindo uma possivel falha nos ensaios de fase clinica. Classicamente,
estes estudos sao feitos experimentalmente por meio de diversos ensaios especificos,
importantes para o desenvolvimento de farmacos. Recentemente, com o advento do
desenvolvimento de computadores, foram desenvolvidas simulacbes de ensaios
ADME in silico. Estas simulacbes baseiam-se em bases de dados de diversas
estruturas moleculares de ligantes ja conhecidos, permitindo, entdo, que novas
correlagdes possam ser feitas com candidatos a farmacos, (Bakchi et al., 2022).

Uma via possivel de analisar se um candidato a farmaco €& promissor do
estudo LBDD é através da regra dos 5 de Lipinski, bastante importante dentro do
estudo de similaridade a farmacos (em inglés, druglikeness), pois considera
determinadas propriedades moleculares relevantes como: o numero de doadores de
ligacdo de hidrogénio, o numero de aceptores de ligacao de hidrogénio, o Log P e
massa molar. Esta regra propde uma ma permeagao ou absor¢cdo pelo organismo
quando o candidato a farmaco em estudo apresenta mais que 5 doadores de ligacéo
de hidrogénio, mais que 10 aceptores de ligagao de hidrogénio, log P maior ou igual

a 5 (ou MLog P maior que 4,15) e massa molecular maior que 500 daltons, tendo seu
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nome atribuido uma vez que todos estes parametros tem valores multiplos de 5
(Lipinski et al., 1997).

Outra importante analise no estudo do desenvolvimento de farmacos € a
avaliacao da sua toxicidade no organismo, sendo que seus parametros podem ser
feitos em softwares disponibilizados gratuitamente, como ProTox-Il, por exemplo, o
qual pode avaliar a classe de toxicidade do composto de acordo com o ranking GHS
(Globally Harmonized System), comparando a molécula com um banco de dados com
relagéo ao valor de LDso (concentragao do composto correspondente a morte de 50%
de uma populagéo teste) e massa molar, fornecendo até mesmo uma previsao de
acuracia da analise teorica realizada (Banerjee et al., 2018).

No método SBDD (do inglés Structure-Based Drug Design), analisam-se
informacgdes tridimensionais do alvo biolégico de interesse através de algoritmos, com
o objetivo de encontrar regides de interagdo que sejam de extrema importancia para
sua sobrevivéncia, para que assim seja desenvolvido o inibidor, (Bajad et al., 2021).
As principais analises sao as de interagcao ligante-proteina, com determinacdo de
energia de ligacao e analises conformacionais durante o processo de docking (Bajad
etal., 2021).

A ancoragem molecular, também conhecida como docagem molecular, € uma
analise in silico SBDD que corresponde a um processo de acoplamento que prediz a
orientagdo e conformacao do ligante de interesse no sitio receptor de determinado
alvo. Isso decorre da aplicagao de algoritmos de acoplamento (ou busca) que resultam
nas poses de conformagao do receptor e sua afinidade com o sitio de ligagéo é obtido
em valores numéricos pelas chamadas funcdes de pontuacao, prevendo a atividade
biolégica por meio de interagdes entre o ligante e o receptor (Batista et al., 2021,
Kitchen et al., 2004).

Os métodos em ancoragem molecular sao divididos em dois grupos principais:
algoritmos sistematicos e estocasticos. Em métodos sistematicos, o ligante é dividido
em fragmentos, os quais sao otimizados e adicionados sequencialmente até a
formagao completa de sua estrutura, sendo o Sulflex e Dock os softwares que utilizam
esse método. Ja métodos estocasticos baseiam-se na aplicagdo de algoritmos
genéticos. Inicialmente tem-se a conversado dos parametros estruturais do ligante em

um cromossomo representado por vetor. Posteriormente, tem-se a formagao de uma
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populacao dita inicial destes vetores que contempla uma ampla area do ponto de vista
energético. Estes por sua vez passam por uma analise pelo algoritmo e aqueles mais
adaptados, que neste caso se referem as poses de menor energia, sdo selecionados
e servem de molde para geragcdo das proximas populagdes. Isso tem como
consequéncia partir de conformagdes aleatdrias iniciais mais energéticas e ir
afunilando cada vez mais para conformagdes das quais possuem menor energia,
reduzindo o espago conformacional a cada analise, até converter para uma
conformacgao que corresponde ao minimo global de energia (Ferreira et al., 2015).

O algoritmo de busca geralmente tem elevada velocidade e eficacia, pelo fato
de fornecer liberdade ao acoplamento ligante-receptor, pesquisando todos os
possiveis modos de interacdo, enquanto que as fungdes de pontuagao analisam as
propriedades fisico-quimicas, como a termodinémica de interagao, impulsionado pela
combinacgao envolvendo entropia e entalpia (Hassan Baig et al., 2016; Kitchen et al.,
2004).

Estudos utilizando as metodologias SBDD e LBDD vem sendo utilizados na
tentativa de descoberta de novos farmacos, tanto no meio académico, quanto na
industria, sendo essa jungao aplicada com sucesso em estudos de dados quimicos,

biolégicos e estruturais (Drwal; Griffith, 2013; Ferreira et al., 2015).

1.5. BASES DE SCHIFF

As bases de Schiff foram relatadas pela primeira vez em um artigo no ano de
1864, levando o nome do seu descobridor, o alem&o Hugo Schiff, sendo uma classe
de compostos caracterizados pela presenca de um grupo imina (R-N=C-R) (Schiff,
1864). Sao obtidos através de uma simples condensagao de uma carbonila ativa com
uma amina primaria, obtendo como produto uma imina e também uma molécula de
agua (Bruice, 2006).

Na Figura 4, tem-se uma representagcdo do mecanismo de obtencdo de uma
base de Schiff.



Figura 4 — Mecanismo de obtengao da base de Schiff.
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E possivel a obtencdo de iniUmeros compostos variando os substituintes
derivados do aldeido ou cetona e da amina primaria, resultando em diferentes
propriedades eletrénicas e estéreas (Larrow et al., 1994). A vantagem sintética é que
as bases de Schiff podem ser obtidas em uma uUnica etapa, sob condicbes amenas
(temperatura ambiente e pH neutro) e sem a necessidade de iniciadores adicionais ou
reticuladores, somado com o majoritario baixo custo de reagentes, pode-se obter o
produto com facilidade (Huang et al., 2023; Larrow et al., 1994).

Por conta dessas caracteristicas, as bases de Schiff vém sendo amplamente
estudadas, sendo relatadas na literatura como uma classe que efetua uma gama
diversificada de atividades biologicas, tais como propriedades antifungicas,
antibacterianas, antivirais, anticancer, antitumoral, anti-Alzheimer e antichagasicas
(Da Silva et al., 2011; de Oliveira et al., 2021; Przybylski et al., 2009; Qin et al., 2013;
Riazimontazer et al., 2019). Apresentam atividade contra diversos organismos, tendo
uma importancia medicinal relevante e, consequentemente, podem ser utilizadas no
desenvolvimento de farmacos (Al-Kahraman et al., 2010).

Alguns estudos recentes demonstram o quanto essa classe vem sendo
promissora nessa linha de pesquisa. No trabalho realizado por Cunha Almeida et al.

(2018) consistiu no estudo bases de Schiff como potenciais farmacos contra DC,
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variando a estruturas das aminas com anéis aromaticos contendo grupo nitro, sendo
realizado a sintese, analises in vitro e in vivo de 10 bases de Schiff nitro-aromaticas.
Os compostos foram obtidos por condensagao assistida por micro-ondas entre os
aldeidos e aminas aromaticas correspondentes. Estas foram isoladas por
recristalizacdo, com bons rendimentos reacionais obtidos pela série proposta (em
torno de 73-93%). Na analise in vitro, o composto 5 foi o que obteve maior atividade
contra proliferagéo do T. cruzi, com valor de ECso (concentragéo de efeito de 50% no
micro-organismo) de 4,04 + 0,05 yM. Nas analises in vivo o composto 10 foi o que
obteve melhores resultados, embora este ndo tenha sido o melhor nos ensaios in vitro,
com promissora taxa de sobrevivéncia sob condicbes de controle, reducao
significativa na parasitemia, além de ser o segundo mais ativo no teste rapido. Na
Figura 5 sdo demonstradas as estruturas dos compostos 5 e 10 deste trabalho (Cunha
Almeida et al., 2018).

Figura 5 — Estruturas moleculares dos compostos 5 e 10.
O,N O,N
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Fonte: Imagem adaptada de Cunha Almeida et al. (2018).

No trabalho de Avila-Sorrosa e colaboradores (2020), foram feitas sinteses e
testes in vitro preliminares antiparasitarios analisando a atividade contra cepas
endémicas de T. cruzi de uma série de 8 compostos bases de Schiff hidroxiladas N-
aril fluoradas, com variagao da quantidade e posi¢cdes do flior no anel. Os diferentes
compostos obtidos resultaram em rendimentos reacionais na faixa de 79-90% por uma
estratégia sintética direta que consistiu em reagcbes de condensacdo de 4-
hidroxibenzaldeido com os derivados de anilinas, sendo utilizado etanol como
solvente com ativacao por peneira molecular, com a fungao de catalisador e agente
dessecante. Nos testes in vitro, os candidatos obtiveram uma maior atividade
tripanocida CLso (concentragéo letal para 50% dos micro-organismos) em comparagao

aos dois farmacos disponiveis no mercado para este tratamento (nifurtimox e
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benzonidazol), sendo que os compostos 3, 4 e 5 foram os mais promissores, com CLso
de 10,80 £ 0,85 uM, 10,36 + 0,36 uM e 11,86 *+ 0,68 uM respectivamente. Na Figura
6 podem ser observados os compostos anteriormente citados (Avila-Sorrosa et al.,
2020).

Figura 6 — Estruturas moleculares dos compostos 3, 4 e 5.
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Fonte: Imagem adaptada de (Avila-Sorrosa et al., 2020).

No trabalho de Oliveira et al. (2021) realizou-se estudos de 27 bases de Schiff
derivadas da diaminomaleonitrila como potenciais farmacos antichagasicos. Iniciando
com as analises in silico, foi utilizado uma combinagdao de métodos SBDD-LBDD,
aplicando docking molecular na investigacdo da interacdo enzima-inibidor, estudos
quantitativos relacionados a estrutura-atividade (QSAR) com o objetivo de avaliar as
correlagdes existentes da estrutura dos compostos com sua atividade bioldgica, além
de analises das propriedades farmacocinéticas e moleculares da série de compostos
proposta. Apds a realizagao das sinteses, os estudos in vitro foram realizados com
ensaios da cruzaina e os potenciais farmacos da série com o objetivo de avaliar o ICso
(concentragao do inibidor correspondente a 50% de inibi¢do) dos compostos, sendo a
atividade da cruzaina monitorada via fluorescéncia, além de ensaios para analisar a
citotoxicidade (de Oliveira et al., 2021). O trabalho relatou também altos rendimentos
reacionais (80-98%) com facilidade sintética obtida via ultrassom e tempo reacional
de 1 hora, sendo que nas analises realizadas, foi indicado que os compostos sao
inibidores nao-covalentes, com valores de ICs0 em uma faixa de 0,263 — 48,307 uM,
dentre os quais 17 ndo apresentaram citotoxicidade, apresentando valores de CCso
(concentragdo do composto correspondente a 50% de morte celular) maiores que 64
MM. Os candidatos 9 e 13 foram os mais ativos para inibigdo da principal cisteina
protease do T. cruzi, com valores de ICso de 681 e 263 nM, sendo representados na
Figura 7 (de Oliveira et al., 2021).
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Figura 7 — Estruturas moleculares dos compostos 9 e 13.
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Fonte: Imagem adaptada (de Oliveira et al., 2021).

Com base nas técnicas in silico juntamente com a versatilidade e potencial
aplicacao de bases de Schiff como candidatos a farmacos, bem como a premente
necessidade de novas vias de tratamento pra DC, nota-se a relevancia de estudos
envolvendo desenho racional de bases da Schiff com potencial agdo antichagasica.

Com base no observado neste ultimo trabalho citado e outros realizados por
nosso grupo (DORING, 2022), notou-se que algumas estruturas com promissoras
atividades in silico e in vitro apresentavam como limitagao a biodisponibilidade oral,
devido a um alto numero de insaturagbes. Apos estudos LBDD, verificou-se que a
insercdo de uma diamina com anel alifatico poderia estabilizar esta caracteristica.
Com base nessa observacao, o uso de 1,2-diaminociclohexano foi proposto para o

presente trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

- Investigar a atividade bioldgica in silico, via métodos CADD (do inglés,
computer-aided drug design) e a sintese de bases de Schiff derivadas da 1,2-
diaminociclohexano como potenciais farmacos para o tratamento da doenga de

Chagas.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar as caracteristicas ADMET in silico das bases de Schiff propostas.

- Avaliar a atividade inibitéria dos compostos para a enzima cruzaina através
de estudos de docking molecular (testes in silico).

- Sintetizar as bases de Schiff.

- Caracterizar dos compostos obtidos através de métodos fisicos tais como
ponto de fusdo, solubilidade, medidas de condutancia e espectroscopias na regidao do

Ultravioleta-visivel e Infravermelho.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. ESTRATEGIAS DE TRIAGEM VIRTUAL

3.1.1. Estudos in silico - ADME

Os estudos in silico do trabalho foram realizados utilizando o software online
SwissADME que inclui a aplicagao de algoritmos de cddigo aberto criado pelo grupo
de modelagem molecular do SIB (Swiss Institute of Bioinformatics) (Bakchi et al.,
2022). O software é disponibilizado gratuitamente e de facil operagdo, no qual é
possivel se desenhar a molécula desejada ou inserir seu cédigo SMILES (do inglés,
Simplified Molecular Input Line Entry System) e em seguida clicar na op¢ao “Run”. Os
resultados s&o apresentados em categorias: Propriedades Fisico-quimicas,
Lipofilicidade, Solubilidade em Agua, Farmacocinética, Druglikeness (Semelhanca
com farmacos) e Quimica Medicinal. Foi incluido um radar de biodisponibilidade
mostrando se o0s compostos apresentam potenciais aplicagdes medicinais,
considerando suas propriedades fisico-quimicas (Bakchi et al.,, 2022). Foram
analisados os parametros da regra dos 5 de Lipinski, bem como os radares de

biodisponibilidade e inibigdo dos citocromos P-450 nas predi¢cdes ADME.

3.1.2. Estudos in silico - Toxicidade

Os estudos de toxicidade dos compostos foram feitos utilizando o website
Protox-1l. Trata-se de um software disponibilizado gratuitamente e inclui um banco de
dados de alvos quimicos e moleculares, utilizando 33 modelos com pontuacdes de
confianca, além de 3 compostos semelhantes que detenham 17 toxicidades agudas
conhecidas, obtendo-se resultados de: toxicidade oral, toxicidade de &rgao
(hepatotoxicidade) e  parametros  toxicoldégicos (como  mutagenicidade,
carcinogenicidade, citotoxicidade e imunotoxicidade) (Banerjee et al., 2018). E de facil
operacgao, contendo opgdes de colocar o nome da molécula, bem como seu cddigo
SMILES, ou ainda desenhar a estrutura. Em seguida foram selecionados os modelos
de interesse e, apds alguns instantes, os resultados dos parametros de interesse

foram obtidos. Para o trabalho, foram analisados os seguintes parametros nas

15



predicbes de toxicidade: dose letal mediana prevista (LDso), Classe de toxicidade,

hepatotoxicidade, carcinogenicidade, imunotoxicidade, mutagenicidade e toxicidade.

3.1.3. Estudos in silico Docking

A Universidade Federal de Santa Catarina disponibiliza acesso a Base de
Dados de Estruturas Cristalinas (BDEC) que possibilita a entrada no programa Gold
2022.1.0, por meio do download do pacote Cambridge Structural Database System
(CSDS). Através do Gold foi realizado o estudo de docking molecular do presente
trabalho.

Para realizacao da “dockagem” foi necessario realizar previamente o preparo
dos ligantes e da proteina selecionada, sendo o pH 5,5 usado para o preparo de
ambos (Ferreira et al., 2010). Na preparagao dos ligantes, os softwares ChemDraw e
ChemSketch foram utilizados para desenhar as estruturas. No ajuste de pH, foi
utilizado o software MarvinSketch. Por fim, empregado o software Avogadro para
otimizagdo geométrica obtendo as conformagdes espaciais com menores energias.

A estrutura cristalografica da proteina utilizada foi a com o codigo PDB 1MEA4,
com resolucdo de 1,20 A, presente no banco de dados PDB — Protein Data Bank,
tendo como ligante cocristalizado o T-10 (éster benzilico de acido [1-(1-benzil-3-
hidroxi-2-oxopropilcarbamoil)-2-fenil-etil]-carbamico). Para o preparo da proteina, a

plataforma online APBS (https://server.poissonboltzmann.org/) foi utilizada. O sitio

ativo da proteina foi delimitado via ajuste de coordenadas, sendo: x =2,884059; y
=11,919353; e z = 6,106706. Algumas modificagdes foram realizadas no software. Na
aba Global Options: em Protein, foi marcado a opc¢ao “Fix all protein rotable bond”; em
Define Binding Site foi definido o sitio do ligante cocristalizado definido como uma
esfera de raio de 5A; desmarcou-se as opgdes “Detect cavity” e “force all H-bond
donors/acceptors to be treated as solvent accessible”. Na aba Fitness e Search
Options desmarcou-se a opcgao allow early termination”. As fungdes de pontuagao que
foram operadas: CHEMPLP, GoldScore, ASP e ChemScore.

Cada fungao de pontuagdo gerou 10 poses de cada molécula escolhida,
juntamente com o score de interagdo. Das 10 poses geradas, foram determinadas

quais poses apresentam o mesmo alinhamento e dentre eles, sera selecionada a pose
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com maior fungdo de score. Para construgdo da imagem representativa da melhor

conformacao ligante-alvo o programa Discovery Studio (Biovia) foi usado.

3.2. SINTESES DAS BASES DE SCHIFF

Antes de realizar as sinteses dos compostos, foi preciso separar os dois
isbmeros cis e trans da mistura obtida comercialmente. Para isso foi utilizado como
base a metodologia de Romera (2007) descrita a seguir.

Iniciou-se com a solubilizacdo de 0,22 mol da mistura cis/trans-1,2-
diaminociclohexano em 160 mL de metanol, com posterior adicdo na solugao
contendo 0,11 mol de NiCl26H20 em 440 mL de metanol previamente solubilizado. A
mistura permaneceu por 2 horas em agitacdo a temperatura ambiente, ocorrendo a
formagdao de um precipitado amarelo correspondente ao complexo [Ni(cis-1,2-
diaminociclohexano)2]Cl2 e o sobrenadante de cor violeta correspondente ao
complexo [Ni(trans-1,2-diaminociclohexano)2(H20)2]Cl.. Ambos foram separados por
filtracdo a vacuo do precipitado, em metanol, para que fosse possivel o tratamento de
cada um isoladamente.

Para o complexo [Ni(cis-1,2-diaminociclohexano)2]Cl2, foi adicionado
aproximadamente 15 mL de &cido sulfurico 6 mol L-! sob agitagdo magnética, com a
adicdo de agua deionizada, para obtencéo do sulfato de cis-1,2-diaminociclohexano
incolor, com posterior filtragem em etanol e secagem a vacuo em dessecador.

Ja a solugdo Vvioleta correspondente ao complexo [Ni(trans-1,2-
diaminociclohexano)2(H20)2]Cl2 foi acidificada com aproximadamente 35 mL de acido
cloridrico 6 mol L' sob agitagdo magnética e com adigdo lenta de hidroxido de sodio
15% até pH 4,5, deixando a mistura agitar por 30 minutos, para o surgimento do
precipitado de cor violeta correspondente ao frans-1,2-diaminociclohexano2HCI (sal
de dicloridrato frans-dac), sendo filtrado em etanol e seco a vacuo em dessecador
(Romera, 2007).

Ao final da separagao, foram obtidas as massas de 14,94 e 7,22 g para trans-
1,2-diaminociclohexano.2HCI e sulfato de cis-1,2-diaminociclohexano,
respectivamente. As estruturas das aminas e dos aldeidos utilizados estao

representadas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.
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Tabela 1 — Reagentes, estruturas e cédigos SMILES das derivadas aminas.

Reagente Estrutura SMILES
trans-1,2- NH;,
diaminociclohexano WNH2 N[C@@H]1CCCC[C@H]IN
Cis-1,2- NH,
diaminociclohexano : wNH; N[C@@H]1CCCCIC@@H]1 N

Fonte: O Autor (2024).

Tabela 2 — Reagentes, estruturas e cdédigo SMILES dos derivados aldeidos.

Reagentes

Estrutura

SMILES

Benzaldeido

CC(=0)c1cccect

Salicilaldeido

H

O=Cc1ccccc10

5-bromosalicilaldeido

B

o
X,

Oc1cce(Br)ec1C(=0)0

2,4-Dihidroxibenzaldeido

)
H
O
OH
o]
T
OH
Oy H
O
OH

H

C1=CC(=C(C=C10)0)C=0

Fonte: O Autor (2024).
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As sinteses dos compostos foram realizadas utilizando como base a
metodologia de Silva (2011), conforme apresentado a seguir.

Tanto para os compostos derivados do trans-1,2-diaminociclohexano.2HCI e
do sulfato de cis-1,2-diaminociclohexano, iniciou-se solubilizando de 0,5 mmol da
diamina em um béquer contendo 10 mL de agua deionizada por 20 minutos, com
posterior adicdo de 3 mL de agua contendo 1,00 mmol de acetato de sodio
previamente solubilizado para desprotonagdo, permanecendo em agitagdo e
aquecimento por 20 minutos. Em outro béquer, solubilizou-se 1,10 mmol do respectivo
aldeido em 35 mL de etanol, com posterior adicao de forma lenta da solugéo contendo
a diamina, em que na maioria dos casos, ja nas primeiras adigdes, houve mudanga
de coloragao da solucdo. A mistura, apos deixada sob sonicagdo e aquecimento por
2 horas, teve seu volume reduzido até restar aproximadamente 5 mL, lavando-se o
precipitado com volume consideravel de agua. O produto obtido foi levado ao
dessecador e apos seco, seguiu para a caracterizagao (Silva, 2011).

Apenas para os compostos FO1 e F02, derivados do benzaldeido as sinteses
foram realizadas utiizando o frans-1,2-diaminociclohexano e  cis-1,2-
diaminociclohexano liquidos e ndo protonados, com pureza 98%, obtidos da Sigma-

Aldrich ao invés dos sais obtidos na separacao da solucido de mistura.

Tabela 3 — Cdédigos, Estruturas e codigos SMILES das bases de Schiff propostas
como potenciais farmacos.
Cédigo Estruturas SMILES

C1CC[C@@H](N=CC2=CC==

FO1 N \= C2)[C@@H](C1)N=CC1=CC=
o O

C1CCC(C(C1)N=CC2=CC=C=

FO2 S—N N_z C2)N=CC3=CC=CC=C3

OC1=C(C=N[C@@H]2CCCC[
C@H]2\N=C/C2=C(0)C=CC=
C2)C=CC=C1

FO3
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il

Suled)

C1CCC(C(C1)N=CC2=CC=C

Fo4 C=C20)N=CC3=CC=CC=C30
Q 0C1=CC=C(Br)C=C1\C=N/[C
FO5 =N N= @@H]1CCCCIC@H]1\=C\C
1=C(0)C=CC(Br)=C1
Br OH HO Br
: 0C1=CC=C(Br)C=C1\C=N/[C
06 N N @@H]1CCCCIC@@H]1\N=C\
C1=C(0)C=CC(Br)=C1
Br OH HO Br
N EN— 0C1=CC(0)=C(C=N[C@@H]
FO7 2CCCCIC@H]2N=CC2=CC=C
OH HO (0)C=C20)C=C1
HO OH
N = C1CCC(C(C1)N=CC2=C(C=C(
FO8 C=C2)0)0)N=CC3=C(C=C(C=
OH  HO C3)0)0
HO OH

Fonte: O Autor (2024).
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3.3. CARACTERIZAGCOES DOS COMPOSTOS OBTIDOS

3.3.1. Testes de Solubilidade Qualitativa

A solubilidade dos compostos sintetizados foi determinada qualitativamente
com a utilizagdo de solventes polares e apolares, dentre os quais: agua, metanol
(MeOH), etanol (EtOH), acetonitrila (CH3CN), cloroférmio (CHCIs), alcool isopropilico
(CsH7OH), hexano (CsH12), tetrahidrofurano (THF), dimetilsulfoxido (DMSO) e
dimetilformamida (DMF). Em temperatura ambiente (~25°C), com cerca de 1 mg de

amostra para cada 1 mL de solvente.

3.3.2. Temperatura de Fusao

As temperaturas de fusao foram determinadas no equipamento Microquimica
MQAPF - 302324, alocado no Laboratério de Quimica Inorganica Experimental da
UFSC — Campus Blumenau. Nesta analise, foi utilizada uma taxa de aquecimento de

4~5°C por minuto, com limite maximo de 350 °C.

3.3.3. Medidas de Condutancia

As medidas de condutancia foram realizadas usando o condutivimetro LUCA
- 150, alocado no Laboratério de Quimica Inorganica Experimental da UFSC -
Blumenau. As solucdes dos complexos utilizados detinham a concentracdo de 1 x 10

3 mol L', e preparados com o solvente acetonitrila.

3.3.4. Espectroscopia de Absorc¢ao na regidao do Ultravioleta-visivel

Os espectros eletrénicos foram obtidos utilizando um espectrofotometro
SHIMADZU UV-1800, alocado no Laboratério de Quimica Inorganica Experimental da
UFSC — Blumenau. A acetonitrila foi solvente utilizado no preparo das solugdes, com
as concentragdes de 1,0 x 10 mol L, 1,0 x 10* mol L' e 1,0 x 10 mol L', com
medidas realizadas em cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm.
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3.3.5. Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho

Os espectros vibracionais foram obtidos utilizando o espectrofotémetro Perkin
Elmer Frontier IR, alocado no laboratério LTE — Laboratério de Analises térmicas e
Espectroscopia da UFSC-Blumenau. Com medidas realizadas na regiao de 4000 a

450 cm-', utilizando pequena massa pura dos compostos sintetizados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. RESULTADOS ADMET

Inicialmente, é possivel avaliar os candidatos a farmacos de base de Schiff em
relacédo a regra dos 5 de Lipinski. Com base em seus parametros, a Tabela 4 detém
os resultados obtidos pelo software SwissADME das 8 bases de Schiff propostas,
bem como dos dois farmacos disponiveis no mercado atual, nifurtimox e
benzonidazol. De acordo com a Tabela 4 todos os candidatos a farmacos da série
de base de Schiff propostas ndo violaram nenhuma regra dos 5 de Lipinski, tendo
assim boas predicbes em solubilidade em agua, permeabilidade intestinal e
disponibilidade oral. Nesse estudo, ndo foi notada nenhuma diferenca entre os
isbmeros cis e frans, visto que tanto a sua massa molar ou o numero de ligagdes
aceptoras e doadoras de hidrogénio ndo mudam de um composto para o outro,
apenas sua conformagao espacial. Em relagao ao nifurtimox e benzonidazol, ambos

também nao violaram a regra de Lipinski.

Tabela 4 - Dados ADME das bases de Schiff, nifurtimox e benzonidazol obtidos no
software Swiss ADME

Composto Massa molar N° de lig. N° de lig. MLogP N° de

(g.mol") aceptoras de H doadoras de H violagbes

(Lipinski)
FO1 290,40 2 0 3,31 0
F02 290,40 2 0 3,31 0
FO3 322,40 4 2 2,11 0
FO4 322,40 4 2 2,11 0
FO5 480,19 4 2 3,11 0
FO06 480,19 4 2 3,11 0
FO7 354,40 6 4 1,01 0
FO8 354,40 6 4 1,01 0
Nifurtimox 291,32 6 0 -0,10 0
Benzonidazol 260,25 4 1 0,37 0

Fonte: O Autor (2024).

A Tabela 5 apresenta os graficos de radar de biodisponibilidade ADME para
as 8 bases de Schiff propostas, bem como o nifurtimox e benzonidazol, construidos
pelo programa online SwissADME. O composto se torna mais adequado da visao
ADME quando o modelo formado na ligagdo dos pontos de cada propriedade

identificada estiver dentro da area rosada no grafico. Para melhor compreenséo dos
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graficos, segue a descrigdo das propriedades representadas: LIPO = lipofilicidade;
FLEX = flexibilidade; INSATU = insaturagcdes; INSOLU = insolubilidade; POLAR =

polaridade; SIZE = tamanho da molécula.

Tabela 5 - Graficos radar de ADME bases de Schiff, nifurtimox e benzonidazol
obtidos no software Swiss ADME.
Composto Radar Composto Radar

LPo LPo

Fo1 fex F02

E FLEX 5
/N 178 N 1ZE

_ flo

—N N , N N= |
L/ /‘:‘ L/ /‘:‘
S/, S
INSATU POLAR INSATU POLAR

INSOLU INSOLU

Fo3 F04

SN Y S /
—N N / —N N= Y,
// - ’/ -
dOH Hob INSATU 4 POLAR C§0H Hc:© INSATU N POLAR

INSOLU INSOLU

FO5

—N Ne= —N =
/ J
< - /, '\_\ § //
Br-doH HO Br N 7 o Br—dOH HO: Br i U/ -

FO06 RLex N size

LIPO urQ
Fo7 Fo8
FLEX SIZE FLEX SIZE

,‘)\\. b A ’\\

_N‘ = /r',: \\ _N‘ ’N_ ;‘,,, \\

/ | / |

€§j°” HO S ngo H HO S

HO OH HO OH

e o O,N Benzonidazol Rex -
023/\ Nifurtimox R (L !
[ NH N
N o] i 72 N/\[( /
NZ NO ol (-
H/ I}__ % ; o

INSATY POLAR INSATU POLAR

INSOLL INSO!

Fonte: O Autor (2024).
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Avaliando a Tabela 5 em relagéo a todos os compostos provenientes do mesmo
aldeido que apresentam isomeria cis e trans, também n&o se nota diferenga nos
graficos de radar de biodisponibilidade. No entanto, percebem-se diferengcas em
algumas propriedades dos compostos ao mudar o aldeido que apresenta diferentes
grupos substituintes no anel aromatico.

Os compostos FO03/F04 por possuirem hidroxilas na posi¢cao 2, possuem maior
polaridade que os compostos FO1/F02. Comparando estes com FO7/FO8 os quais
detém de hidroxilas nas posi¢coes 2 e 4 dos aneéis aromaticos, houve um aumento
ainda maior da sua polaridade no radar, por conta de conter mais duas hidroxilas na
posicao 4. Ja os compostos F04/F05, que possuem hidroxilas na posicdo 2 dos anéis
aromaticos e um substituinte diferente dos demais que € o bromo nas posicdes 5.
Neste caso, o halogénio conferiu a essas moléculas um maior volume, com
consequente aumento na lipofilicidade e menor solubilidade em relagdo aos demais.
Mesmo adquirindo diferentes caracteristicas em diferentes grupos substituintes nos
anéis aromaticos provenientes do aldeido, todos os compostos apresentaram boa
adequacao ao radar, como potenciais farmacos, permanecendo dentro da area rosada
do grafico. Em relag&o aos dois farmacos disponiveis para DC, o nifurtimox, teve sua
polaridade no limite da area rosada. J&4 o benzonidazol ultrapassa o ponto de
insaturagao no grafico. No geral, ambos os farmacos sdo adequados do ponto de vista
ADME, mas isso nao significa que nao possuam efeitos adversos.

Em relagdo ao metabolismo e excrecdo, um importante parametro relacionado
ao metabolismo de farmacos sdo as proteinas citocromo P450, conhecidas como
CYP450, constituindo uma familia de enzimas localizadas principalmente no figado,
correspondendo a 90% da metabolizagdo de farmacos no organismo. As CYP séao
responsaveis majoritariamente pela fase 1 do metabolismo de xenobidticos
(substancias estranhas ao organismo), servindo para transformar estes em
metabdlitos mais soluveis em agua. Dessa forma, as CYP, realizam rea¢des com: N-
desalquilacdo, O-desalquilacdo, Hidroxilacdo alifatica, N-oxidacdo, desaminacao,
dentre outros. Com a substituicdo de grupos menos polares para mais polares, os
metabdlitos produzidos pelas CYP sdo moléculas com maior solubilidade em agua,
sendo mais facilmente excretadas pela urina. Nesse sentido, € importante levar as

CYP450 em conta no desenvolvimento de farmacos, uma vez que ha grande
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possibilidade de interacédo destas com farmacos no organismo (Brunton; Hilal-Dandan;
Knollmann, 2018). Dessa forma, ter a informacdo se os candidatos a farmacos
estudados inibem ou néo as proteinas CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e
CYP3A4, é de consideravel importancia acerca do metabolismo no organismo. O
software SwissADME fornece estes dados, estando compilados na Tabela 6,

referentes a inibigdo ou ndo das CYP450 das bases de Schiff estudadas.

Tabela 6 — Dados referente a inibicao ou ndo das CYP450 das bases de Schiff.

ID CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
FO1 NI I I I NI
F02 NI I I I NI
FO3 I NI NI I NI
FO4 I NI NI I NI
FO5 NI I I NI I
FO6 NI I I NI I
FO7 NI NI NI I NI
FO8 NI NI NI I NI

Termos: | — Inibe: | ; Nao Inibe: NI
Fonte: O Autor (2024).

Analisando a Tabela 6, as bases de Schiff apresentaram-se majoritariamente
como nao inibidores das CYP1A2, com excecdo do FO3 e FO04. Em relagdo as
CYP2C19 e CYP2C9, os compostos FO1, FO2, FO5 e F06 resultaram positivo para
inibicdo, os demais nao inibiram estas enzimas. Para enzima CYP3A4 se da uma
maior atencgao, visto que sozinha é responsavel pelo metabolismo de 50% dos
farmacos disponiveis no mercado mundial, sendo a mais relevante neste estudo
(Barreiro; Fraga, 2014). Esta nao foi inibida pela maioria das bases de Schiff, com
excecao de FO5 e F06, tendo resultados promissores no metabolismo e excrecdo no
organismo.

Na predi¢cao da toxicidade dos compostos, foram obtidas através do software
online Protox-1l, que apresenta 6 tipos de classe de toxicidade de acordo com a faixa
de LDso, (mg Kg') sendo elas: Classe 1: fatal se engolido (LDso < 5); Classe 2: fatal
se engolido (5 < LDso < 50); Classe 3: toxico se engolido (50 < LDso < 2000); Classe
5: pode ser prejudicial se engolido (2000 < LDso < 5000) e Classe 6: nao téxico (LDso
> 5000) (Banerjee et al., 2018). Todos os compostos apresentaram Dose letal (LDso)
igual a 3080 mg.Kg™', permanecendo na Classe 5 de toxicidade. A Tabela 7 mostra

os diversos dados obtidos das 8 bases de Schiff propostas.
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Tabela 7 — Predigao de diferentes toxicidades das bases de Schiff, calculadas pelo

programa online Protox Il.
Com Acuracidade da Hept./Pr Carci./ Imuno Mutag./ Cito./Pr

post previsao obab. Proba ./Prob Probab obab.
o] (%) (%) b.(%) ab (%) . (%) (%)
FO1 69,26 1/(79) 1/(67) 1(98) 1/(64) 1/(80)
F02 69,26 1/(79) 1/(67) 1(98) 1/(64) 1/(80)
FO3 69,26 I/(75) 1/(55)  1/(90) 1/(55) I/(70)
FO4 69,26 I/(75) 1/(55)  1/(90) 1/(55) I/(70)
F05 68,07 1/(72) I/(51)  1/(53) 1/(62) 1/(61)
FO06 68,07 1/(72) 1/(51)  1/(53) 1/(62) 1/(61)
FO7 68,07 1/(71) 1/(56)  1/(92) 1/(62) 1/(68)
F08 68,07 I/(71) I/(56)  1/(92) 1/(62) 1/(68)

Termos: | — Inativo; A — Ativo; Probab — Probabilidade; Hepat — Hepatotoxicidade; Carci.
— Carcinogenicidade; Imuno — Imunotoxicidade; Mutag. — Mutagenicidade; Cito. — Citotoxicidade.
Fonte: O Autor (2024).

Os resultados mostram uma boa acuracidade de resultados com baixa
variagéo, de 68,07 a 69,26%. No geral, todos os compostos obtiveram bons resultados
a respeito do nivel de toxicidade, dando indicios de potenciais farmacos, testando
inativos para todos os 5 parametros de toxicidade analisados sendo eles:
hepatotoxicidade, = carcinogenicidade, imunotoxicidade, mutagenicidade e
citotoxicidade, com probabilidades variando de 51 a 98%.

Relacionando os parametros de Lipinski, com os radares de biodisponibilidade,
metabolismo e excrecao junto a inibicdo das CYP P450 e analise de toxicidade, as
bases de Schiff de maneira geral apresentaram-se, neste estudo LBDD, como

potenciais farmacos.
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4.2. DOCKING MOLECULAR

Um meio para que fosse possivel estimar a validade do calculo de docking com
a metodologia aplicada comparando esse resultado tedrico com o obtido
experimentalmente foi através da realizagao do redocking.

Para isso, foi utilizado a estrutura do ligante cocristalizado T-10 (éster benzilico
de acido [1-(1-benzil-3-hidroxi-2-oxopropilcarbamaoil)-2-fenil-etil]-carbamico) presente
na estrutura da 1ME4 para cada uma das 4 fungbdes de pontuagao avaliando a raiz
quadrada do desvio médio quadratico (RMSD, do inglés Root Mean Square
Deviation). O valor de RMSD aponta o desvio que determinada estrutura teve entre
duas posigdes tridimensionais dissemelhantes sobrepostas dessa mesma estrutura.
Com isso € possivel estimar a validade do docking molecular, pois a estrutura
comparada para gerar o valor de RMSD ¢ o ligante cocristalizado nativo da proteina
(resultado experimental), e sua conformacao apds o célculo de redocking (resultado
tedrico). Quanto mais proximo for a conformagdo do redocking comparado a
conformacao do ligante cocristalizado, mais préximo sera o resultado tedrico ao
resultado experimental e consequentemente menor sera o RMSD (Yusuf et al., 2008).
Um valor de RMSD abaixo de 3 A indica que o docking molecular foi bem-sucedido
(Vishvakarma et al., 2022).

Os dois modelos com menor valor de RMSD obtidos foram o GoldScore e
ChemPLP, com 0,928 e 1,499 A, respectivamente. Na Figura 8, pode ser observado
o sitio ativo e o redocking do ligante cocristalizado T-10 para as fungdes GoldScore e
ChemPLP, em que as estruturas marrons correspondem ao ligante cocristalizado e as
amarelas os respectivos redocking, sendo essas fun¢des de pontuagéo escolhidas
para o calculo de docking molecular para os compostos, por apresentarem menores
valores de RMSD.
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Figura 8 — Redocking do ligante cocristalizado T-10 em GoldScore (A) e ChemPLP
(B) na cisteino-protease cruzaina (PDB ID:1ME4; em marrom estrutura do ligante
cocristalizado; em amarelo pose calculada).

Fonte: O Autor (2024).

Em relacdo a estas fungdes de pontuacdo € importante mencionar que
apresentam diferengas entre si com relagéo no que séo baseadas para os calculos de
docking. A funcdo GoldScore é original do software GOLD e foi otimizada para
previsao de ligacao do ligante e leva em consideragcao inumeros fatores, tais como
energia de ligagdo de hidrogénio, energia de van der Walls e deformacéo da tor¢ao
do ligante estudado. Ja a fungdo ChemPLP leva em conta a ligacdo de hidrogénio
proveniente da funcdo ChemScore, energia de van de Waals a partir de potenciais
lineares, utilizando estes também para termos repulsivos (Case, [s. d.]).

A Tabela 8 apresenta os resultados de score obtidos do calculo de docking

molecular para as fung¢des de pontuagao.
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Tabela 8 — Resultados do calculo de docking molecular para as fungdes GoldScore e

ChemPLP.
ID GoldScore ChemPLP

FO1 38,49 45,18
F02 42,86 49,43
FO3 45,28 41,38
FO4 43,40 52,77
FO5 47,01 46,97
FO6 31,30 51,68
FO7 39,60 49,78
FO8 51,72 46,39
Benzonidazol 43,94 47,63
Nifurtimox 49,95 48,32
T-10 63,44 63,57

Fonte: O Autor (2024).

Inicialmente, é possivel perceber que nas duas funcdes de pontuacio, os
ligantes cis e trans obtiveram pontuagdes diferentes. Isso demonstra que, a
conformacao espacial interfere no tipo de interagcdo que cada um ira realizar com o
sitio ativo.

Considerando os trés compostos de maior pontuacdo em cada funcédo de
pontuacdo em ordem decrescente, sendo o F08, FO5 e FO3 para o GoldScore e F04,
F06 e FO7 para o ChemPLP, serao discutidos através das analises das figuras 3D e
2D de interagdo com o sitio ativo da enzima cruzaina. As demais séo disponibilizadas
no Apéndice A.

De acordo com a Figura 9 (funcéo de pontuagcado GoldScore), o composto FO8
obteve maior score (51,72) e apresentou o0s seguintes tipos de interagdes
intermoleculares com os residuos de aminoacidos da 1ME4: ligagdes de hidrogénio
pelo nitrogénio da imina com a Gly66 e também pela hidroxila na posi¢ao 2 do anel
aromatico com a hidroxila da Ser64; 1 — alquila hidrofobico pelo anel aromatico com
a Cys25 da qual faz parte da triade catalitica; empilhamento ™ — amida do anel
aromatico com a amida da Gly66 ; alquila com a Ala138 pela por¢ao do anel alifatico
e interagcdes desfavoraveis doador-doador e aceptor-aceptor com a Ser61 e GIn19
respectivamente. Observou-se que o composto interagiu com residuos de

aminoacidos dos subsitios S1, S3 e S1'.

30



Uma estratégia visando melhorar essa atividade, sem que ocorresse essas
interacdes indesejadas seria a complexagdo com metais como por exemplo o vanadio.
Este composto ¢é tetradentado, em que as hidroxilas na posi¢cédo 2 do anel aromatico e
as iminas vao interagir com o vanadio, mudando a conformacgao espacial do
composto, podendo ocorrer uma melhora na atividade, sem as interagbes
indesejadas. A escolha deste metal se faz devido ao oferecimento de propriedades
quimicas e bioldgicas que sdo vantajosas em metalofarmacos. E um metal que
oferece as seguintes caracteristicas: flexibilidade de coordenagdo com diferentes
geometrias, com esferas de coordenagao controlada; espécies oxo de vanadio (IV) e
(V) sao estaveis na faixa de pH fisiolégico e coexistem, in vivo, no meio intra e
extracelular; nos estados de oxidagao mais usuais ocorre a possibilidade de interagao
com biomoléculas, o que pode corroborar com o mecanismo de acao (Baran, 2000;
Chasteen, 1990; Krauth- Siegel; Bauer; Schirmer, 2005; Thompson; Orvig, 2001).
Além do mais, estudos recentes indicam que complexos de vanadio formados a partir
dos ligantes bases de Schiff sdo potenciais antichagasicos no combate a DC (de
Franga et al., 2024).

Figura 9 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interagdes ligante-receptor entre a
proteina cruzaina e FO8 na fungcdo GoldScore.
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I unfavorable Acceptor-Acceptor [ 1 pi-Alkyl

Fonte: O Autor (2024).
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De acordo com a Figura 10, o composto FO5 (GoldScore: 47,01), apresentou
0s seguintes tipos de interagdes intermoleculares com os residuos de aminoacidos da
1ME4: ligagao de hidrogénio da hidroxila do anel aromatico com a hidroxila da Ser64;
diversas interagdes hidrofébicas, nas quais o bromo de um dos anéis aromaticos
interagiu com o enxofre da Cys25 e o imidazol da His162, enquanto o outro interagiu
com a isobutila da Leu67 e enxofre da Met68. Diversas interagdes do tipo 1 — alquila
do anel aromatico com a Leu67, Leu160 e Ala138; alquila com a Cys25 e Ala138.
Observou-se que o composto interagiu com residuos importantes do sitio ativo
presentes nos subsitios S2 e S1’, como a Met68 responsavel pela especificidade em

S2 e Cys25 e His162 as quais fazem parte da triade catalitica em S1’.

Figura 10 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interagdes ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e F05 na fungao GoldScore.
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Fonte: O Autor (2024).

Na Figura 11 podem ser visualizadas as interagdes intermoleculares com os
residuos de aminoacidos da 1TME4 e o composto FO3 (GoldScore: 45,28): ligagao de
hidrogénio da hidroxila do anel aromatico com a amida da Asn69; 1 — &nion do anel
aromatico com a Glu208; 1T — sigma com a Met68 e Glu208; 1T — enxofre com a Met68;

par 1 — solitario com a Leu160; 1 — alquila e alquila com Ala138. Observou-se que o
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composto interagiu preferencialmente com residuos do subsitio S2, com mais de um

tipo de interacdo com a Met68, responsavel pela especificidade.

Figura 11 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interagdes ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e FO3 na fungdo GoldScore.
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Fonte: O Autor (2024).

Tratando-se da fungdo ChemPLP, de acordo com a Figura 12, o composto F04
0 qual obteve maior score com 52,77, apresentou os seguintes tipos de interacdes
intermoleculares com os residuos de aminoacidos da 1ME4: 11 — sigma dos anéis
aromaticos com o grupo isobutilo da Leu67; m — enxofre do anel aromatico com o
enxofre da Met68; alquila pelo anel alifatico e 1T — alquila pelo anel aromatico, ambos
com a Ala138. Observou-se que o composto interagiu mais com residuos do subsitio

S2, interagindo com a Met68, responsavel pela especificidade da enzima.
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Figura 12 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interagdes ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e F04 na fungdo ChemPLP.
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Fonte: O Autor (2024).

De acordo com a Figura 13, o composto F06 (51,68) apresentou os seguintes
tipos de interagdes intermoleculares com os residuos de aminoacidos da 1ME4:
ligacao de hidrogénio da hidroxila do anel aromatico com a amida da GIn19; van der
Waals pelo hidrogénio da hidroxila do anel aromatico e 1T — enxofre com o anel
aromatico, ambos pelo enxofre da Met68; 11 — alquila do anel aromatico com a Cys25
e Ala138; empilhamento ™ — amida do anel aromatico com a Asp161. Observou-se
que o composto interagiu com residuos importantes do sitio ativo presentes nos
subsitios S1’ e S2, como a Met68 responsavel pela especificidade em S2 e Cys25 e

His162 as quais fazem parte da triade catalitica em S1’.
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Figura 13 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e F06 na fungdo ChemPLP.

(M‘ET
68
S Iy
)
] ~
- 1 R
) i
m . =
( _J Gsp1s) ASP
161
.
@
Interactions
[] van der waals [ Pi-sulfur
D Conventional Hydrogen Bond [:] Amide-Pi Stacked
Unfavorable Donor-Donor Pi-Alkyl
- [ ] piralky

Fonte: O Autor (2024).

De acordo com a Figura 14, onde o composto FO7 (49,78) é demonstrado, os
seguintes tipos de interagdes intermoleculares com os residuos de aminoacidos da
1ME4 podem ser analisadas: ligagao de hidrogénio das hidroxilas do anel aromatico
com a extremidade C-terminal da Leu160 e amida da Glu208; m — sigma do anel
aromatico com a Leu67; alquila do anel alifatico com o enxofre da Cys25. Observa-se

que o FO7 interagiu predominantemente entre os subsitios S2 e S1’.
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Figura 14 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e FO7 na fungdo ChemPLP.
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Fonte: O Autor (2024).

De maneira geral, os compostos, sob analise nas duas fungdes de pontuagéo,
interagiram majoritariamente com os subsitios S2 e S1. Isso pode ser explicado
devido aos anéis aromaticos provenientes dos aldeidos e alifatico das diaminas, que
Ihes atribuiram certa hidrofobicidade, promovendo a interagdo com subsitio mais
especifico no interior do sitio ativo (S2). Foram observadas diversas ligagées do tipo
alquila e Tr-alquila e 1T-sigma na maioria dos casos, permitindo a interacdo, com o
importante residuo Met68,aqueles que compdem a triade catalitica, como a Cys25 e
His162 contidos em S1'. No entanto, ndo houve muitas interagbes do tipo ligagao de
hidrogénio, ocorrendo apenas com as hidroxilas dos anéis aromaticos. Essas
interacdes sao as mais fortes e que correspondem a uma maior interacao do ligante

com os residuos de aminodacidos do sitio ativo (Montanari, 2011).
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4.3. CARACTERIZAGAO DOS COMPOSTOS OBTIDOS

4.3.1. Dados Gerais e temperatura de fusao ou degradagao.

As bases de Schiff sintetizadas apresentam dados gerais conforme a Tabela
9, na qual sao apresentadas as massas molares, pontos de fusdo ou degradacgao,

rendimento e coloracio apresentadas.

Tabela 9 - Dados Gerais de caracterizagao obtidos para as bases de Schiff
sintetizadas.

ID M.M. Rend. Cor P.F.
(g.mol) (%) (°C)
FO1 290,40 25,83 Bege 123-125
FO2 290,40 77,65 Amarelo 76-77
Claro
F03 322,40 58,53 Laranja >340

FO04 322,40 41,62 Amarelo 137-138
claro

FO5 480,19 83,71 Laranja 153-155

FO6 480,19 69,26 Amarelo 134,5-135
claro

FO7 35440 69,57 Vermelho 290-320(d)

FO8 354,40 52,53 Amarelo  165-195(d)
escuro

ID = identificador. M.M = Massa molar. P.F. = Ponto de fusdo. Rend. = Rendimento. Fonte: O Autor
(2024).

Em todos os compostos, apods a sintese foi realizada uma lavagem com uma
quantidade consideravel de agua e etanol gelado para retirada dos reagentes
remanescentes. Os rendimentos das bases de Schiff variaram de 25,83 a 83,71%,
sendo a menor referente ao FO1, e a maior referente ao F05. Na literatura bases de
Schiff similares e com a mesma metodologia de sintese, tem-se os trabalhos de
Romera (2007) e Silva (2011) os quais apresentaram rendimentos variando de 43 a
94% e 71 a 94%, respectivamente, para os compostos cis e trans. Portanto, os

rendimentos do presente trabalho foram razoaveis quando comparados a literatura.
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4.3.2. Testes de Solubilidade Qualitativa

Para analises de solubilidade das bases de Schiff sintetizadas, utilizou-se
aproximadamente 1 mg de composto para 1 mL de solventes com diferentes graus de
solubilidade. Em geral, todas as bases de Schiff sintetizadas apresentaram
insolubilidade em agua e solubilidade em dimetilsulfoxido, acetonitrila, cloroférmio,
acetona, dimetilformamida, tetrahidrofurano e alcoois de cadeias curtas. Os resultados
encontrados estdo dispostos na Tabela 10. Estes ensaios foram feitos para que se
pudesse avaliar em quais solventes os compostos eram soluveis para determinar qual
seria utilizado na preparacdo das solugcdes para realizacdo das medidas de

condutancia e espectroscopia de absor¢do na regiao do Ultravioleta-visivel.

Tabela 10 — Dados qualitativos de solubilidade dos compostos.

ID HO DMSO CH;CN MetOH EtOH CHCI;z Acet. Hex. DMF THF

FO1 I S S S S S S S S S
F02 I S S S S S S S S S
FO3 I S PS S S S S I PS S
Fo4 I S S S S S S S S S
F05 I PS PS PS PS S PS I PS PS
F06 I S S S S S S S S S
Fo7 I S S PS PS PS S I S S
Fo8 I S S S S PS S I S S

Legendas: H20 = agua; DMSO = dimetilsulféxido; CH3CN = acetonitrila; MetOH = metanol; EtOH
etanol; CHCIs = cloroférmio; Acet. = acetona; Hex. = Hexano; THF = tetrahidrofurano; DMF

Dimetilformamida. S = Soluvel; PS = Parcialmente Soluvel; | = Insoluvel. Fonte: O Autor (2024).
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4.3.3. Medidas de Condutancia

As analises de condutancia foram realizadas para verificar a presenca dos
contra-ions cloreto (CI') e sulfato (SO4%) remanescentes dos sais das diaminas apos
sintese. Como comparativo, foi realizado as medidas de condutancia para os
compostos FO1 e FO2 que ndo continham tais ions em seus reagentes. As amostras
foram realizadas no solvente Acetonitrila (CH3CN) na concentragéo de 1 x 10 mol L
' e acordo com a Tabela 11, percebe-se que ndo houve resquicios dessas espécies.
As amostras foram realizadas no solvente Acetonitrila (CH3CN) na concentragao de 1
x 10 mol L-'. Nao foi possivel realizar a medida para o composto F05, visto que este
nao foi soluvel em acetonitrila. A faixa de eletrélitos neste solvente é de 100-160 puS
cm' e de acordo com os valores obtidos na Tabela 11, os compostos permaneceram
fora dessa faixa, sendo um indicio de que as sinteses foram bem sucedidas (Velho,
2006).

Tabela 11 — Medidas de condutividade das bases de Schiff Sintetizadas.

ID Condutividade
(HS cm™)
FO1 1,24
F02 2,60
FO3 1,29
Fo4 1,87
F06 1,0
Fo7 1,38
FO08 3,94
CH3CN 0,89

Fonte: O Autor (2024).

4.3.4. Espectroscopia de absorcao na regiao do Ultravioleta-visivel.

Os espectros de absorgao na regiao do UV-vis para os compostos sintetizados
foram obtidos nas concentragdes de 1 x 103, 1 x 10 e 1 x 10> mol L', com excegéo
do composto FO5 em que foi realizado com o maximo de massa soluvel em 3 mL de
solvente. Utilizou-se cubeta de quartzo com caminho 6ptimo de 1 cm e solvente
acetonitrila devido a solubilidade dos compostos no mesmo e por obter grande faixa
de transparéncia nesta regiao (Pavia et al., 2010).

No geral, as bases de Schiff estudadas neste trabalho, apresentam as

seguintes regides de bandas caracteristicas: entre 360 nm e 410 nm e entre 310 nm
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e 335 nm, referentes as transi¢des n — n* e © — n*, respectivamente, da ligagdo N=C

e entre 210 nm e 280 nm relacionada a transi¢do do tipo = — =n* de ligagdes C=C
conjugadas (Cruz Junior, 2014; Silva, 2011; Silverstein; Webster; Kiemle, 2010). O
espectro do composto FO4 apresentado na Figura 15, € um bom ilustrativo do perfil
das bandas observadas nos compostos sintetizados, sendo que os demais espectros

estdo contidos no Apéndice B.

Figura 15 — Espectro de absorgéo na regiao do Ultravioleta-visivel do composto F04.
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Fonte: O Autor (2024).

A Tabela 12 contém as atribuicbes das bandas observadas dos compostos
sintetizados na regido do UV-Vis, nas quais apresentam-se de acordo com bases de
Schiff relatadas na literatura (Batley; Graddon, 1968; Cruz Junior, 2014; Felicio et al.,
1999; Silva, 2011, 2015; Silverstein; Webster; Kiemle, 2010; Zolezzi; Decinti; Spodine,
1999).
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Tabela 12 — Atribui¢cdes para as bandas observadas dos compostos sintetizados na
regido do UV-Visivel em acetonitrila.

ID n—m*(N=C) n—7*(N=C) n—7*(C=C)
K(Smax) 7\.(8max) }\,(Smax)
€ (mol' L cm™) € (mol' L cm™) € (mol' L cm™)
FO1 420 ~341 ~286; ~276; 240
(63) (159) (3200; 4600;
46900)
FO02 400 - ~286; ~278; 241
(11) (2200; 3400;
37300)
FO3 406 318 256; 245
(491) (587) (34200; 32300)
FO4 404 313 213; 254
(213) (8600) (48800; 23400)
F05 420 327 -
FO6 414 324 ~255; 225
(294) (5200) (10400; 37500)
FO7 392 305 265; ~242
(563) (993) (35600; 26300)
F08 385 308 275; ~230; 216
(1800) (12100) (19800; 18100;
25400)
~ombro.

Fonte: O Autor (2024).

4.3.5. Espectroscopia vibracional na regidao do Infravermelho.

Um exemplo de espectro que serve como um bom ilustrativo para as bases
de Schiff sintetizadas neste trabalho é do composto F06, de acordo com a Figura 16.
Os espectros no infravermelho para os compostos sintetizados foram interpretados
com base em bases de Schiff semelhantes contidas na literatura (Cruz Junior, 2014;
Felicio et al., 1999, 1999; Romera, 2007; Santos, 2007; Silverstein; Webster; Kiemle,
2010; Zamian; Dockal, 1996), a discussao dos dados obtidos dos compostos foram
realizadas em conjunto, visto que apresentam estruturas similares, cujos dados
referentes a atribuicdo das bandas estdo contidos na Tabela 13 e os demais espectros

no Apéndice C.
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Figura 16 — Espectro vibracional na regido do infravermelho para o composto FOG6.
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Fonte: O Autor (2024).

Analisando a faixa entre 1750 cm™' e 1000 cm™! do espectro do composto FO06,
de acordo com a Figura 16, é possivel de demonstrar as principais bandas observadas
nos compostos deste trabalho. Bandas relevantes sao relacionadas aos estiramentos
assimétricos das ligagdes C=N, que compreenderam em geral uma faixa entre 1645
cm' e 1600 cm™', tendo seu aparecimento em todos os compostos, sendo indicio da
formagdo da imina, enquanto as bandas referentes aos estiramentos simétricos
compreenderam uma faixa entre 1615 cm-' e 1600cm-' em menor frequéncia. No
entanto, esses ultimos estiramentos nem sempre foram observados, pelo fato da
diferenca de energia entre estiramento assimétrico e simétrico ser muito proximo, o
que pode levar em alguns casos a coalescéncia dessas bandas, sendo observadas
como apenas uma unica banda alargada (Sahu et al., 1990).

Outras bandas de interesse sdo os estiramentos da ligagdo C-N, observado
como uma banda de intensidade mediana na faixa entre 1405 cm™ e 1350 cm™, e as
referentes a ligagao C-O, permanecendo na faixa entre 1325 cm™' e 1275 cm™ (Cruz
Junior, 2014; Silva, 2011, 2015).

Para estruturas analogas dos compostos sintetizados, esperava-se uma banda
moderada referente ao estiramento da ligagdo O-H (hidroxila) na faixa entre 3800 cm’
e 3000 cm™. No entanto, elas podem sofrer um deslocamento para regides
compreendidas entre 2750 cm' e 2500 cm-', por conta da possibilidade de interagéo

de ligacao de hidrogénio intramolecular entre hidroxila e o nitrogénio da imina, tendo
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como consequéncia o enfraquecimento da ligagao OH (Ueno; Martell, 1956; Zamian;
Dockal, 1996).

Uma comparacgao interessante com os compostos obtidos em relagéo a este
deslocamento foi observada com F02, FO4 e F08, cujos espectros estdo contidos de
na Figura 17. O composto FO2 ndo contém hidroxilas, portanto, ndo houve o
aparecimento da respectiva banda. Entretanto, o composto F04 possui tal grupo em
sua estrutura e, por conta da interagao intramolecular da hidroxila com imina, houve o
deslocamento da banda referente ao estiramento OH. Ja& o composto F08, além de
conter essas hidroxilas que fazem interagdo com imina provocando esse
deslocamento, possuem hidroxilas em posicdo meta a imina, as quais nao fazem
estas interagbes, sendo nitido o aparecimento da uma banda mais alargada em
comparagdo ao F04 na faixa entre 3500 cm-' e 3000 cm-’, por conta dessas hidroxilas

em posicao meta.

Figura 17 — Espectro vibracional na regido do infravermelho entre 3500 cm-1 e 2250
cm-1 comparando os compostos F02 (linha preta), FO4 (linha vermelha) e FO8 (linha
azul).
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Fonte: O Autor (2024).
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Tabela 13 — Estiramentos caracteristicos dos compostos de base de Schiff
sintetizados.

ID vOH-N vassC=N vsimC=N C-N C-O
FO1 NI 1640 NI 1383 NI
F02 NI 1644 NI 1388 NI
FO3 2680 1619 1601 1389 1292
FO4 2638 1626 1608 1391 1280
FO5 2663 1619 NI 1379 1323
FO6 2620 1628 1608 1385 1277
FO7 2671 1601 NI 1373 1288
FO8 2624 1620 NI 1373 1280

Legenda: NI = Nao Identificada. Fonte: O Autor (2024).

5. CONCLUSAO

Neste trabalho, foram realizados estudos in silico, compreendendo métodos
LBDD e SDBB, além de sintese e caracterizacao de bases de Schiff derivadas da 1,2-
diaminociclohexano.

Nos estudos LBDD, nenhum composto violou a regra dos 5 de Lipinski, bem
como tiveram boa adequacao no radar de biodisponibilidade, no qual foi possivel
perceber o que a diferenga estrutural proveniente dos aldeidos proporcionou para
cada um. Em relagcdo a inibicdo da CYP450, apenas os compostos FO5 e F06
apresentaram inibicao para CYP3A4, o que é um bom indicio de que sao suscetiveis
a processos metabdlicos realizados por essa enzima que garanta a sua excregao do
organismo. Nos estudos de toxicidade todos permaneceram na Classe 5 de
toxicidade, com LDso igual a 3080 mg Kg', além de que as predigdes indicaram que
nenhum demonstrou hepatotoxicidade, carcinogenicidade, imunotoxicidade,
mutagenicidade e citotoxicidade. Este conjunto de predigdes indicam que os
compostos podem ser potenciais farmacos.

Nos estudos SBDD, foi realizado o docking molecular nas fungdes de
pontuacado GoldScore e ChemPLP, visto que apresentaram baixo valor de RMSD. Foi
possivel observar, através dos 3 compostos de melhor score em cada fungcao de
pontuagao, sua interagado com residuos de aminoacidos no subsitio S2 hidrofébico e
especifico, o que é justificado pelos compostos apresentarem anéis aromaticos e
alifatico, o que Ihes confere hidrofobicidade para interacdo. Foi possivel observar

interagcdes indesejadas do tipo doador-doador e receptor-receptor do composto FO1
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com residuos GIn19 e Ser61. Uma estratégia visando melhorar essa atividade seria a
complexagdo com o vanadio que oferece propriedades quimicas e bioldgicas
vantajosas, visto que este composto é tetradentado, as hidroxilas na posigao 2 do anel
aromatico e as iminas vao interagir com este metal, mudando a conformagéao espacial
do composto, podendo ocorrer uma melhora na atividade, sem as interacbes
indesejadas.

As sinteses dos compostos apresentaram bons rendimentos, todos foram
submetidos em analises de condutancia que indicaram a auséncia de ions
provenientes dos reagentes, para aqueles realizados com os sais das diaminas.

Na espectroscopia de absorgdo na regido do ultravioleta-visivel foram
observadas as principais bandas esperadas destas bases de Schiff em comparagao
com a literatura, nas faixas entre 360 nm e 410 nm, 310 nm e 335 nm e 210 e 280 nm,
referentes as transigbes dotipon - n*e n — n *daligagdo C=N e n — n * de ligacdes
C=C conjugadas, respectivamente.

Na espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, todos os compostos
apresentaram estiramentos C=N, o que ¢é indicio da formacao da imina. Foi observado
o deslocamento, quando possivel, do estiramento da hidroxila devido a possibilidade
de interacao intramolecular de seu oxigénio com o nitrogénio da imina, bem como sua
comparagao com composto que ndo possui hidroxila, ndo havendo o aparecimento, e
outro que além de conter essa interacdo, possui outras hidroxilas que promovem o
alargamento da banda.

Como perspectiva futura, visa-se realizar analises elementares (CHN) e RMN
de 'H e 3C para que o conjunto das analises fornega maiores dados para corroborar
a identificacdo das estruturas. Objetiva-se também realizar estudos in vitro destes
compostos como inibidores da enzima cruzaina em parceria com instituicdes de
pesquisa, assim que as estruturas e purezas forem corroboradas por RMN e analise

elementar.
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7. APENDICE A — DIAGRAMAS 3D E 2D DAS INTERAGOES LIGANTE-
RECEPTOR DAS FUNGOES GOLDSCORE E CHEMPLP.

Figura 18 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e FO1 na fungao GoldScore.
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Fonte: O Autor (2024).
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Figura 19 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e FO02 na fungao GoldScore.
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Fonte: O Autor (2024).

Figura 20 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interagdes ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e FO3 na fungao GoldScore.
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Figura 21 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e F04 na fungao GoldScore.
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Figura 22 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e F05 na fungao GoldScore.
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Figura 23 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e F06 na fungao GoldScore.
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Figura 24 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interagdes ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e FO7 na fungao GoldScore.
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Figura 25 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interagdes ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e F08 na fungao GoldScore.
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Fonte: O Autor (2024).

Figura 26 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e T-10 na fungdo GoldScore.
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Fonte: O Autor (2024).
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Figura 27 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interagdes ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e Benzonidazol na fungdo GoldScore.
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Fonte: O Autor (2024).

Figura 28 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e Nifurtimox na fungao GoldScore.
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Fonte: O Autor (2024).
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Figura 29 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e FO1 na fungdo ChemPLP.
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Fonte: O Autor (2024).

Figura 30 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interagdes ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e F02 na fungdo ChemPLP.
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Fonte: O Autor (2024).
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Figura 31 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre

a proteina cruzaina e FO3 na fungdo ChemPLP.
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Fonte: O Autor (2024).

Figura 32 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e F04 na fungdo ChemPLP.
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Fonte: O Autor (2024).
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Figura 33 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interagdes ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e F05 na fungdo ChemPLP.
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Fonte: O Autor (2024).

Figura 34 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interagdes ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e F06 na fungdo ChemPLP.
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Fonte: O Autor (2024).
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Figura 35 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interagdes ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e FO7 na fungdo ChemPLP.
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Fonte: O Autor (2024).

Figura 36 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre

a proteina cruzaina e F08 na fungédo ChemPLP.
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Fonte: O Autor (2024).
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Figura 37 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e Benzonidazol na fungdo ChemPLP.
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Fonte: O Autor (2024).

Figura 38 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e Nifurtimox na fungao ChemPLP.
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Fonte: O Autor (2024).
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Figura 39 — Visualizagao do diagrama 3D e 2D das interag¢des ligante-receptor entre
a proteina cruzaina e T10 na fungdo ChemPLP.

Interactions
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Fonte: O Autor (2024).
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8. APENDICE B - ESPECTRO DE ABSORGAO NA REGIAO DO
ULTRAVIOLETA-VISIVEL PARA AS BASES DE SCHIFF

SINTETIZADAS.
Figura 40 — Espectro de absorgéo na regiao do Ultravioleta-visivel do composto FO1.
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Fonte: O Autor (2024).

Figura 41 — Espectro de absorgao na regiao do Ultravioleta-visivel do composto F02.
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Fonte: O Autor (2024).
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Figura 42 — Espectro de absorgao na regido do Ultravioleta-visivel do composto FO3.
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Fonte: O Autor (2024).

Figura 43 — Espectro de absorgao na regiao do Ultravioleta-visivel do composto FO5.
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Fonte: O Autor (2024).
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Figura 44 — Espectro de absorgao na regido do Ultravioleta-visivel do composto FO6.
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Fonte: O Autor (2024).

Figura 45 — Espectro de absorgao na regiao do Ultravioleta-visivel do composto FO7.
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Fonte: O Autor (2024).
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Figura 46 — Espectro de absorgao na regido do Ultravioleta-visivel do composto FO8.
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Fonte: O Autor (2024).
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9. APENDICE C — ESPECTROS VIBRACIONAIS NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO DAS BASES DE SCHIFF SINTETIZADAS

Figura 47 — Espectro vibracional na regido do infravermelho do composto FO1.
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Fonte: O Autor (2024).

74



Figura 48 — Espectro vibracional na regido do infravermelho do composto F02.
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Fonte: O Autor (2024).

Figura 49 — Espectro vibracional na regido do infravermelho do composto F03.
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Figura 50 — Espectro vibracional na regido do infravermelho do composto F04.
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Fonte: O Autor (2024).



Figura 51 — Espectro vibracional na regido do infravermelho do composto F05.
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Fonte: O Autor (2024).
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Figura 52 — Espectro vibracional na regido do infravermelho do composto FO06.
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Fonte: O Autor (2024).

Figura 53 — Espectro vibracional na regido do infravermelho do composto FO7.

100
90
. 804
)
8
O 704
c
«C
=
£
w 60 =
c
©
=
50
40 4
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

Fonte: O Autor (2024).
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Figura 54 — Espectro vibracional na regido do infravermelho do composto FO08.
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