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Resumo

Rocha, Joyce Ferreira Pessanha da Silva; Buarque, Camilla. Sintese e
ancoragem molecular de 1,2,3-triaz6is para o tratamento de Fibrose
Cistica. Rio de Janeiro, 2021. 126p. Dissertacdo de Mestrado — Departamento
de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Por ser uma doenca geneética, resultado de uma mutacdo em um gene
especifico, que gera proteinas (CFTR) defeituosas, a Fibrose Cistica é uma
patologia dificil de ser tratada. Os custos para 0s tratamentos atualmente
disponiveis sdo altos, sem 0s quais, porém, a gravidade da doenca tende a crescer
ainda mais. Por esse motivo, novos tratamentos farmacologicos vém surgindo,
como o Trikafta®, uma combinacdo tripla de farmacos com acdo sinérgica
(elexacaftor, ivacaftor e tezacaftor). Porém, esse medicamento ainda ndo é
disponivel no Brasil e 0 acesso aos tratamentos, em geral, sdo onerosos. Sendo
assim, este trabalho visa a sintese de compostos 1,2,3-triazdis, com possivel
atividade biologica frente a proteina CFTR, sugerida por ancoragem molecular.
Este trabalho também visa selecionar as melhores moléculas quanto aos perfis
farmacocinéticos e toxicoldgicos, avaliados por ferramentas computacionais como
swissADME e VirtualToxLab, respectivamente. Dessa forma, a estratégia sintética
para a obtencdo dos compostos consiste em duas etapas sintéticas. A primeira,
envolve a sintese da enaminona — (E)-3-(dimetilamino)acrilaldeido (3a-d) — por
organocatalise, a partir de L-prolina e DMA-DMF (1,1-dimetoxi-N,N-
dimetillmetanamina) (1). A segunda etapa inclui a reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar
onpot entre as azidas (5a-h) e as enaminonas previamente obtidas. Assim, foi
possivel obter 1,2,3-triazdis 1,4-substituidos (6a-k), com rendimentos de 5 a 96%.
Dentre eles, a molécula 6k, N-(2-(1-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
carbonil)fenil)acetamida), destacou-se quanto aos perfis toxicologicos e também
pelos resultados observados nos estudos de ancoragem molecular. Os espectros de

RMN de *H e $3C RMN confirmaram a obtencéo das estruturas.

Palavras-chave: Fibrose cistica; ivacaftor; 1,2,3-triazdis, ciclo adicio 1,3-

dipolar; enaminona; ancoragem molecular; CFTR
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Abstract

Rocha, Joyce Ferreira Pessanha da Silva; Buarque, Camilla (Advisor).
Synthesis and molecular docking of 1,2,3-triazoles for the treatment of
Cystic Fibrosis. Rio de Janeiro, 2021. 126p. Dissertacdo de Mestrado —
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catélica do Rio de
Janeiro.

Because it is a genetic disease, the result of a mutation in a specific gene,
which generates defective proteins (CFTR), Cystic Fibrosis is a pathology that is
difficult to be treated. The costs for currently available treatments are high, without
which, however, the severity of the disease tends to increase even more. For this
reason, new pharmacological treatments are emerging, such as Trikafta®, a triple
combination of drugs with synergistic action (elexacaftor, ivacaftor and tezacaftor).
However, this drug is not yet available in Brazil and access to treatments, in general,
is expensive. Therefore, this work aims at the synthesis of 1,2,3-triazole
compounds, with possible biological activity against the CFTR protein, proposed
by molecular anchoring. This work also aims to select the best molecules in terms
of pharmacokinetic and toxicological profiles, evaluated by computational tools
such as swissADME and VirtualToxpot, respectively. Thus, the synthetic strategy
for obtaining the compounds consists of two synthetic steps. The first involves the
synthesis of enaminone - (E)-3-(dimethylamino) acrylaldehyde (3a-d) - by
organocatalysis, starting from L- proline and DMA-DMF (1,1-dimethoxy-N, N-
dimethylmethanamine) (1). The second stage includes the 1,3-dipolar onpot
cycloaddition reaction between the azides (5a-h) and the previously obtained
enaminones. Thus, it was possible to obtain 1,4-substituted 1,2,3-triazoles (6a-k),
with yields of 5 to 96%. Among them, the molecule 6k, N- (2- (1- (4-
methoxyphenyl) -1H-1,2,3-triazol-4-carbonyl) phenyl) acetamide), stood out in
terms of toxicological profiles and also by results observed in molecular anchorage
studies. The *H and **C NMR NMR spectra confirmed the structures obtained.

Key words:
Cystic fibrosis; ivacaftor; 1,2,3-triazoles, 1,3-dipolar addition cycle;

enaminone; molecular docking; CFTR.
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Levantamento bibliografico

11

Fibrose Cistica: aspectos gerais

Conhecida como uma doenca genética autossdmica recessiva, letal, e a mais
importante dentre as doencas hereditarias que atingem a raca branca, a Fibrose
Cistica (FC) € resultado da mutacdo do gene que expressa a proteina CFTR, do
inglés (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator) (BARRY, DONALDSON, et
al., 2018; RIBEIRO, RIBEIRO, et al., 2002). A proteina CFTR é necessaria para o
transporte transmembranar de ions, como cloro, sddio e bicarbonato, sendo
encontrada na superficie de células epiteliais do sistema respiratorio, no pancreas,
nas glandulas salivares e sudoriparas, no sistema reprodutor e no intestino (REIS,
DAMACENO, 1998).

Desde a descoberta do gene da FC, em 1989, cerca de 2000 mutacdes foram
identificadas, sendo que a mais conhecida e estudada é a DF508, que causa deplecao
de trés bases nitrogenadas, uma citosina e duas timinas, implicando na delecédo do
aminoéacido fenilalanina na posicdo 508 do cromossomo 7 (locus 79g31) (RANG,
KEATING, et al., 2020). Sabe-se ainda que cerca de 95% dos portadores de FC
possuem esse tipo de mutacdo (RUSECKAITE et al., 2017).

Assim, a disfuncdo da proteina CFTR, decorrente da mutacdo génica, resulta
no transporte defeituoso de ions, diminuindo o efluxo de cloreto, que torna o interior
da célula mais eletronegativo. 1sso causa maior fluxo de sddio e dgua para a célula,
preservando o equilibrio eletrolitico. Verifica-se, pois, 0 aumento de viscosidade
das secrecdes (que acarreta a ocluséo dos ductos), iniciando-se, dessa forma, 0s
processos inflamatorios e posterior fibrose nos diversos tecidos (RIBEIRO,
RIBEIRO, et al.,, 2002). Por esse motivo, a sindrome clinica da FC ¢
multissistémica e se apresenta de varias formas, sendo as mais comuns: doenca
pulmonar crbnica e progressiva, insuficiéncia pancreatica exocrina, concentragdo
elevada de cloreto no suor (usada para confirmar a doenca no teste de suor),
infertilidade masculina (azoospermia obstrutiva), dentre outras (CABELLO, 2011).

Apesar de comprometer o funcionamento de diversos 6rgdos, o quadro mais
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critico da FC é o acumulo de muco nos pulmdes, que pode provocar insuficiéncia
respiratoria, maior responsavel pela morbidade e mortalidade associadas a referida
patologia (BIEGER, MARSON, et al., 2012).

A FC é a doenca genética com maior prevaléncia em caucasianos, e a
incidéncia é de 1 portador do gene da FC para cada 25 individuos desta populag&o,
(HAARDT, BENHAROUGA, etal., 1999; REIS, DAMACENO, 1998). No Brasil,
a maior incidéncia é nas regides sul e sudeste, onde ha maior concentracdo de
descendentes europeus, havendo maior semelhanca com as populagdes caucasianas
existentes na regido centro-sul da Europa (RASKIN, PHILLIPS, 1993).

1.2

Bases moleculares do CFTR

O gene CFTR é composto por 27 exons com 250 kb por toda a extensdo do
braco do cromossomo 7, que confere a proteina 1480 aminoacidos. Em geral, a
proteina faz parte da familia dos transportadores ABC, do inglés (ATP-binding
cassette), regulado por AMPc (adenosine cyclic monophosphate), sendo o Unico
dessa familia a possuir o dominio R citosélico como regulador da abertura do canal.
Esse dominio possui aminoacidos, como serinas e treoninas, que, quando
fosforilados por proteina-cinases dependentes de AMPc, induzem mudanca
conformacional na proteina e permitem o transporte iénico (SCHMIDT, HAAF, et
al., 2016).

Para tanto, também é importante a participacdo de dois dominios de ligagdo a
nucleotideos, NBD1 e NBD2 (nucleotide binding domains), onde ocorre a ligacao
do ATP, que resulta na dimerizacdo dos dominios e consequente abertura do
transportador idnico (YEH, SOHMA, et al., 2017). A figura 1 exibe o esquema que

representa 0s componentes que constituem a proteina CFTR.
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Figura 1: Proteina CFTR e seus dominios intracelulares e transmembranares (SCHMIDT,
HAAF, et al., 2016)

Os MSD1 e MSD2 (membrane-spanning domain), sdo compostos por doze
dominios transmembranares, TMD1 e TMD2, cada um contendo seis segmentos
hidrofobicos que, unidos, formam o poro por onde atravessam 0s ions apds a
ativacdo dos dominios R e NBDs citosdlicos. (LOPES-PACHECO, 2020).

1.3
Mutacdes

Recentemente, tem-se classificado as mutagGes de acordo com a maneira pela
qual elas interferem na biossintese da proteina e comprometem seu funcionamento
ideal, sendo possivel estabelecer, outrossim, uma conexdo com as caracteristicas
fenotipicas da doenca (FIRMIDA, 2011). A figura 2 representa didaticamente as
etapas da sintese proteica e sua relacdo com as classificagbes da mutacéo
(DECHECCHI, TAMANINI, et al., 2018).
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Figura 2: Representacdo esquematica das seis classes de mutacdo. I, II, II, IV, V,VI , e

sua relagdo com os defeitos na proteina, em comparagédo com a proteina funcional “wild
type. (DECHECCHI, TAMANINI, et al., 2018)

A classe | abrange as mutacdes em que ha a introducdo de um codon de parada
no gene, interrompendo a sintese proteica de forma prematura. A classe Il envolve
as mutacBes mais comuns (DF508), em que a proteina ndo se dobra corretamente e
perde a conformacdo ideal devido & auséncia de estabilidade. Por isso, é
reconhecida pelas chaperonas no reticulo endoplasmatico como proteina defeituosa,
sendo movida ao proteassoma, a fim de ser degradada. Interessante destacar que,
como o mecanismo celular de reconhecimento e degradacdo das proteinas
defeituosas ndo sdo totalmente efetivos, ha casos em que, mesmo incorreta, a CFTR
é expressa, exercendo atividade parcial na superficie celular (AMARAL, HUTT,
et al., 2020; CABELLO, 2011; SLOANE, ROWE, 2010).

Outra situacdo peculiar ocorre quando a proteina é expressa normalmente,
porém sem atividade, devido aos seguintes fatores: i) disfuncdo do canal idnico, que
sdo as mutagdes classe Il1; ii) comprometimento da condutancia dos ions através do
canal, que correspondem a mutacdo de classe IV (CABELLO, 2011).

Quanto a mutacéo de classe V, verifica-se que ha um erro na etapa de splicing
do RNA, gerando diminuicdo da expressao da proteina.

Por fim, na classe VI estdo as mutacGes relacionadas com o truncamento na
regido carboxi-terminal da proteina, e, consequentemente, a mesma passa a ser
expressa na célula por curto periodo e com baixa atividade (AMARAL, HUTT, et
al., 2020; HAARDT, BENHAROUGA, et al., 1999).
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1.4

Tratamento

Devido aos estudos dedicados & maior compreensdo do funcionamento da FC,
somados aos diagnosticos prévios e a aplicacdo da terapia apropriada, a expectativa
de vida dos fibrocisticos tem aumentado. A literatura aponta que, em paises
desenvolvidos, o indice de mortalidade reduziu de 1,8 a 2 % ao ano, em um
intervalo de aproximadamente 10 anos. Nos Estados Unidos, por exemplo, a
sobrevida dos portadores de FC pode chegar a 65 anos para homens e 56 anos para
mulheres, considerando que o indice de mortalidade continue decaindo
(BALFOUR-LYNN, KING, 2020).

Embora ndo haja cura para a doenca, os dados relatados acima sdo muito
relevantes se comparados a realidade da época em que a doenga foi descoberta: a
maioria dos nascidos vivos portadores da doenca ndo atingia o final da infancia
(KOCK, HOIBY, 2000).

Desta forma, além de aumentar a sobrevida dos fibrocisticos, a terapia
disponibilizada recentemente visa melhorar a qualidade de vida, uma vez que
desacelera a progressdo das complicacGes das lesdes nos 6rgdos acometidos e
previne as infeccdes recorrentes. Como os portadores de FC sdo mais vulneraveis a
infeccbes pulmonares por Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus,
antimicrobianos tém sido muito utilizados. Dentre eles, podem ser citados 0s
aminoglicosideos, (amicacina lipossomal, tobramicina, por exemplo); p-
lactdmicos, (como o imipenem e meropenem); quinolonas (ciprofloxacino e
levofloxacino), etc (DORING, FLUME, et al., 2012).

Em combinagdo com a antibioticoterapia, também sé&o utilizados mucoliticos,
anti-inflamatorios (costicosterdides e nao-esteroidais), broncodilatadores, além da
terapia nutricional, com reposi¢do de enzimas pancredticas e suplementacdo de
vitaminas lipossoltuveis (ATHANAZIO, DA SILVA FILHO, et al., 2017). Além
disso, fisioterapia respiratdria, oxigenoterapia, suporte psicoldgico e social séo
exemplos de medidas ndo-farmacoldgicas de apoio ao bem-estar do paciente
(FONSECA, BICKER, et al., 2020; ROSA, DIAS, et al., 2008).

O empenho de pesquisadores de todo 0 mundo e os estudos mais detalhados

sobre o funcionamento do canal idbnico CFTR, culminaram na descoberta de
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moléculas com capacidade de modular sua atividade. Assim, 0s agentes
moduladores do canal atuam restaurando a funcgéo, estabilidade e a expressdo
proteicas, e sdo dividos em: read-through, corretores e potenciadores, 0s quais séo
classificados de acordo com sua acéo especifica nas diversas etapas da biossintese
da proteina (SLOANE, ROWE, 2010).

Os agentes red-through suprimem o cddon de parada prematuro, e permitem
que a proteina seja sintetizada completamente pelo RNAm. Esses farmacos sao uma
alternativa para o tratamento de mutacGes de classe I, em que ndo ha traducéo da
proteina CFTR. Estudos apontam que aminoglicosideos, como a gentamicina, sao
eficazes nesse proposito, possibilitando a sintese normal da proteina e sua expressao
na superficie apical celular. Porém, em decorréncia dos efeitos toxicos desses
antimicrobianos, foi desenvolvida a molécula Ataluren (PTC124), que promove a
supressao especifica dos codons de parada prematuros, ndo comprometendo os de
parada normais (BEDWELL, KAENJAK, et al., 1997).

Os corretores sdo um grupo de farmacos que vao agir semelhantemente as
chaperonas e reguladores de proteases, conferindo estabilidade conformacional ao
CFTR de forma que a regulacdo do transporte ionico seja eficiente. Assim, essa
classe de farmacos é importante para o caso de mutacfes classe I, em que o
transporte do CFTR é bloqueado no reticulo endoplasmatico (CHENG, Seng H,
GREGORY, et al., 1990). Os representantes dessa classe sdo Lumacaftor (\VX-809)
e Tezacaftor (VX-661), entretanto, quando utilizados em monoterapia, nao
produzem melhoras relevantes da funcdo pulmonar. Para pacientes homozigoticos
gue possuem a mutacdo DF508, faz-se necessaria a terapia combinada com
potenciadores (DONALDSON, M.PILEWSKI, et al., 2018).

Potenciadores sdo uma classe de farmacos utilizados para promover alteracéo
conformacional e estabilidade a proteina — 0 que a torna ativa — diminuindo a
viscosidade das secrecdes e a susceptibilidade as infec¢des recorrentes. O ivacaftor
(VX-770) é um exemplo dessa classe e se destaca por ser o primeiro agente
modulador descoberto, e é usado principalmente em casos de mutacdes 11 e 1V, em
combinacdo com corretores (SKILTON, KRISHAN, et al., 2019).

E interessante frisar que o lumacaftor, da primeira geragio de corretores, é um
indutor enzimatico da CYP3A, e o ivacaftor, um substrato dessa enzima. Significa
que, quando administrados em associacgéo, o lumacaftor acelera a metabolizagéo do

ivacaftor, diminuindo seu efeito biologico. Logo, é necessaria uma dose maior do
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que a efetiva desse farmaco, comparada aquela usada em monoterapia, para garantir
o efeito farmacoldgico desejado. Nesse contexto, foi desenvolvido o tezacaftor,
baseado na estrutura do lumacaftor, que ndo possui essa interacdo farmacodinamica
com o ivacaftor, possuindo também melhores resultados farmacocinéticos e
menores efeitos adversos, podendo ser usado na dose efetiva quando em
combinacéo terapéutica (FAJAC, WAINWRIGHT, 2017).

Atualmente, sdo disponiveis no Brasil os medicamentos Orkambi®
(lumacaftor/ivacaftor), Kalydeco® (ivacaftor) e Symdeko® (tezacaftor/ivacaftor +
ivacaftor), que podem ser adquiridos pela Vertex Pharmaceuticals. A figura 3 a

seguir representa a estrutura quimica desses farmacos.
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Figura 3: Representagéo da estrutura quimica dos farmacos moduladores do CFTR
comercializados no Brasil para tratar FC

A literatura descreve ainda compostos de origem natural que também exercem
atividade moduladora no canal CFTR. Dentre eles, destacam-se as xantinas, como
a cafeina, teobromina e teofilina presentes no café, chocolate e em alguns chas, que
sdo inibidores de fosfodiesterases (PDEs), aumentando a atividade do
transportador, prevenindo sua defosforilacdo. Além disso, os alimentos que contém
soja sdo ricos em isoflavonas, como a genisteina, que é um inibidor de tirosina
cinase, e assim, ativa o0 CFTR. O desafio é estabelecer a dose dessas substancias
necessaria para garantir esses efeitos, sendo dificil garanti-la na alimentag&o diéria,
além de os compostos citados serem inespecificos, regulando muitos outros
processos bioquimicos do organismo (SCHMIDT, HAAF, et al., 2016).
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15

Novos tratamentos

A aprovacdo da comercializacdo do ivacaftor, em 2012, melhorou
consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes, gerando grande motivacao
dos pesquisadores, a fim de compreender detalhadamente o mecanismo de acéo
desses agentes. Desde entdo, novas moléculas candidatas a farmacos para FC vém
surgindo, e muitas estdo na fase de ensaios pré-clinicos, in-vitro, e nas primeiras

etapas dos ensaios clinicos, como mostra a figura 4.

Desenvolvimento de Farmacos moduladores da CFTR

Pré-clinica Fase 1 Fase 2 Fase 3 Pacientes
Elesacattor + tezacatior +icavattor ((RIKAFT) [ B D
VX 561 ou CTP — 656 MM
roL 16 [N
PTI-428 (sozinho ou em combma;ﬁo)_-

PTI-801 (sozinho ou em combinacao

PTI-808 (sozinho ou em combinacao

VX-121

MRTS5005

Figura 4: Medicamentos ja aprovados e das novas moléculas candidatas a farmacos que
se encontram nas fases pré-clinicas e clinicas. Fonte: www.cff.orh/Trials/Pipeline

Em 2019, a FDA aprovou a comercializacdo do Trikafta® para maiores de 12
anos que possuem pelo menos uma copia do gene mutado DF508. Produzido pela
Vertex Pharmaceutical, o medicamento € a primeira combinacdo tripla de um
potenciador (ivacaftor) com dois corretores, elexacaftor e tezacaftor. O elexacaftor
exerce um efeito aditivo melhorando o processamento e trafego da proteina CFTR
a superficie apical celular (BEAR, 2020).

Apesar da importancia dessa combinacéo tripla, salienta-se 0 6nus que essa
classe de medicamentos representa, principalmente, para paises em
desenvolvimento, como o Brasil, mesmo que venha a ser aprovado pela Anvisa
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(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria).

Dentre as novas moléculas que podem ser citadas, destacam-se o Deutivafactor
(VX-561), da Vertex Pharmaceutical, que é a forma deuterada do ivacaftor e tem
mostrado maior poténcia, pois é necessario apenas uma dose didria comparado com
duas doses diérias do ivacaftor. Além disso, somam-se as vantagens do efeito
isotopico relacionado a substituicdo do hidrogénio pelo deutério.

Dentre as vantagens, podem se destacar a viabilidade de rastreamento dos
mecanismos biologicos, visto que o deutério pode se comportar como um
biomarcador, o que permite elucidar possiveis mecanismos de acdo do
medicamento (CLAYDEN, 2012).

Além dele, o Galicaftor (ABBV-2222) e (ABBV-3067) sdo corretores
desenvolvidos pela Abbvie/Galapagos, sendo o primeiro muito promissor, mais
potente do que tezacaftor e lumacaftor. Ainda é relevante citar o posenacaftor (PTI-
801), um corretor que tem demonstrado ser mais potente do que os ja existentes no
mercado, e apresenta sinergismo quando combinados in vitro com lumacaftor ou
tezacaftor (LOPES-PACHECO, 2020).

Curiosamente, novas classes de moduladores estdo em fase de estudo: os
estabilizadores e amplificadores, representados por casovonstat (N91115) e
nesolicaftor (PTI-428), respectivamente. Os primeiros prolongam a expressdo da
proteina mutante na membrana apical ao inibir sua degradacdo precoce mediada
pela maquinaria celular; e os amplificadores aumentam a expressdo do RNAm,
permitindo que mais proteinas imaturas sejam sintetizadas e direcionadas para a
proxima etapa de maturacdio (DONALDSON, SOLOMON, et al., 2017
GIULIANO, WACHI, et al., 2018). A figura 5 expde as estruturas quimicas das

novas moléculas candidatas a farmacos supracitadas.
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Figura 5: Estruturas quimicas dos novos candidatos ao tratamento da FC

1.6

1,2,3-triazbis

Em geral, substancias heterociclicas aromaticas que contém ao menos um
atomo de nitrogénio sdo chamadas de azol, sendo o pirrol o representante mais
simples desta classe. Estes compostos heterociclicos podem ainda possuir 0s
atomos de enxofre ou oxigénio em sua estrutura, sendo chamados de tiazol e oxazol,
respectivamente, representados na figura 6. (MELO, DONNICI, et al., 2006).

A H H i t H H
N s 0 N N N N N, N,
© 7 S € 'y NN TNONTN
W _{: _lf N—'l}ll \l / n_{,f I'.‘"_ﬁ A _ 4 N=N 0
a N b c N Ne f r:_;' N h h{ N

Figura 6: Estruturas dos hetero-aromaticos de cinco membros.a) pirrol; b) tiazol; c) oxazol;
d) imidazol; e) 1,2,3-triazol; f) pirazol ; g) 1,2,4-triazol; h) tetrazol; i) pentazol (MELO,
DONNICI, et al., 2006).

Os triazéis compreendem o grupo mais estudado dentre esses compostos
heterociclicos arométicos azoicos devido suas aplicacGes bioldgicas, estando
presentes nas estruturas de farmacos utilizados para diversas morbidades. Os
triazdis sdo classificados em vicinais (1,2,3-triazdis), figura 6e ou simétricos (1,2,4-

triazdis), figura 6g. Ganham destaque 0s vicinais, que constituem 0s grupos

25


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1912850/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1912850/CA

farmacofdricos de moléculas importantes com atividade antimicrobiana (1 e 2),
anticancer (3 e 5), antiviral (4), por exemplo, dentre muitas outras (figura 7)
(AGALAVE, MAUJAN, et al., 2011).

O\\//O
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NH2 H S N/N\\N ’/\l\)
N N\N N >\ Cl cl N/
o N Lo cof
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1 COOH 2 3 &
N\
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N= N
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4 (CH,)sCOPh o 5

Figura 7: Exemplos de moléculas com diferentes atividades biolégicas contendo o ndcleo
1,2,3-triazol (AGALAVE, MAUJAN, et al., 2011; BOLLU, PALEM, et al., 2015)

Os triaz0is vicinais podem ser substituidos nos &tomos de nitrogénio e carbono,
podendo, entdo, ser obtidos os regioisdmeros, como mostrado na figura 8A. E ainda,
de acordo com a 8B, o0s 1,2,3-triazdis, substituidos ou ndo, podem se apresentar de
diferentes formas tautoméricas que vdo depender da posi¢do da ligagdo nitrogénio
— hidrogénio (N-H), do nitrogénio 1 (1H), do nitrogénio 2 (2H) ou do nitrogénio 3
(3H) do anel triazolico. A literatura relata que o equilibrio tautomérico vai depender
de fatores relacionados com solvente, temperatura e concentragéo.

Todavia, em solucdo aquosa, estudos indicam que o 2H 1,2,3-triazol é o
tautbmero mais predominante em funcdo da repulsdo eletrénica dos pares de
elétrons do nitrogénio 1 do tautémero 1H 1,2,3-triazois.

Nesse contexto, importa destacar que metodologias sintéticas regiosseletivas
vém sendo muito desenvolvidas, principalmente, para a obtencdo de triazois
vicinais 1,4 substituidos, visto que a metodologia tradicional utiliza azidas e
acetilenos em refluxo na presenca de tolueno, resultando em uma mistura de
regioisdbmeros. Dessa forma, além de outros meétodos sintéticos, o estudo da
utilizacdo de sais de cobre para a obtencao de triazois regiosseletivos tem sido de

grande interesse na quimica organica e medicinal (SOUZA, MIRANDA, 2019).
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B

Figura 8: A) Estrutura dos regioisdmeros formas de acordo com a posi¢éo de substituicdo
do anel triazolico; B) Equilibrio tautomérico entre as estrututuras do anel triazélico
(SOUZA, MIRANDA, 2019)

O nucleo 1,2,3-triazol é o bioisostero bastante usado para o grupamento amida
na quimica medicinal. Isso se deve, por exemplo, a semelhangca de padrBes
eletrbnicos e sobreposicdo dos atomos entre 1,2,3-triazois-1,4-disubstituidos e as
trans-amidas, pois, como mostra a figura 9, substituintes ligados nas posi¢des 1 e 4
do triazol conferem uma distancia de aproximadamente 5 A, proxima a distancia de
3,9 A entre os substituintes da amida, R1 e Ra.

Somado a isso, 0 atomo N3 e o C5 do triazol sdo aceptores e doadores de
hidrogénio, respectivamente, caracteristicas essas semelhantes as dos atomos de
oxigénio e nitrogénio da amida. Isso sugere que 0s triaz6is ocupam a mesma
posicao espacial das trans-amidas, ou seja, amidas que possuem 0s substituintes Ry
e Rz em lados opostos do plano. Outra questdo importante € que a substituigéo
bioisistérica de 1,2,3-triazol aumenta tanto a estabilidade quimica (sendo mais

tolerante a hidrdlise), quanto metabdlica, o que pode aumentar a biodisponibilidade
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do farmaco a ser desenvolvido (DOIRON, LE, et al., 2019).

A
Aceptor de H Aceptor de H
4 _
‘0 Distancia de @ Distancia de
/U\ R4 para Ry= 3 2 R para R,=
R N'R2 3.8 - 3.9 angstron .N2N 1 5.0 - 5.1 angstron
1 |l N-R ‘
H ‘9§< 5
R
] YW
Doador de H {
Doador de H
B

3 ¢

Figura 9: Representacao das distancias dos grupos funcionais trans-amida (em vermelho)
e 1,2,3-triazois-1,4-dissubstituidos (A). (B) Sobreposicdo dos grupos funcionais (DOIRON,

LE, et al., 2019)

Vale destacar que os 1,2,3-triaz0is podem se sintetizados por meio da reacao

de click chemistry, que constitui uma metodologia sintética muito utilizada e bem

conhecida para a obtencao desses compostos. Essa estratégia trata-se de uma reacdo

de cicloadicdo 1,3-dipolar que inclui a participacao de cobre (I) como catalisador

(THOMAS, GOYVAERTS, et al., 2016).

Porém, atualmente, é possivel sintetizar triazois vicinais a partir de outras

metodologias, ganhando destaque, principalmente, as de cicloadi¢do 1,3-dipolar

utilizados neste trabalho para obtengdo dos compostos 1,2,3-triaz0is de interesse.

Vale destacar que, neste caso, dispensa-se 0 uso de metais como cobre e chumbo,

tornando a reacdo menos nociva ao meio ambiente e também bem mais econdmica.
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1.7
Cicloadicéo 1,3-dipolar

A reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar tem uma enorme representatividade em
sintese organica, dentre outros fatores, por permitir atualmente a obtencdo de uma
grande variedade de compostos triazdis vicinais, que, como ja descrito, tém
ocupado consideravelmente sua relevancia no ambito farmacéutico. Tal éxito deve
ser atribuido a pesquisadores como Huisgen, Sharpless e Meldal, responsaveis pela
descoberta da reacéo de cicloadi¢do envolvendo alcino e azidas, AAC, do inglés
Alkyne azide cycloaddition (WAN, CAOQ, et al., 2016).

De maneira geral, a reacdo ocorre entre um dipolo (1,3-dipolos) e um
dipolardéfilo composto por elétrons 7, que vao interagir de forma concertada - 0 que
justifica a estereoespecificidade da reacdo - resultando em um ciclo-aduto. Importa
enfatizar que o elemento 1,3-dipolo se trata de uma estrutura de Lewis com dois
orbitais atdmicos preenchidos e um vazio, permitindo a deslocalizacao dos elétrons
ao longo da estrutura, e sdo representados pelos anions alilas e propargilas (figura
12).

A nomenclatura (1,3-dipolo) faz referéncia ao fato de esses compostos
possuirem ao menos uma estrutura de ressonancia com cargas opostas nos atomos
adjacentes. Quanto aos dipolardéfilos, sdo estruturas representadas por alcenos ou
alcinos com liga¢do 7, a exemplo de grupamentos como carbonil, imina, azo e
nitroso, incluindo as azidas, que sdo os dipolos mais conhecidos em sintese
(CAREY, SANBERG, 2007).

E sabido que o ponto critico dessa reacdo é a baixa regiosseletividade quando
sdo utilizados acetilenos ndo simétricos, gerando formas isoméricas de 1,2,3-
triazéis (MELO, DONNICI, et al., 2006). A figura 10 ilustra 0 mecanismo geral da
reacao, e o ciclo-aduto formado.

®
Co 0@ ]
a ?/b\ ou aé/
d-/°
d=e © d=e

Figura 10: Mecanismo geral da reacao entre um dipolo e um dipolaréfilo em reacdes de
adicdo 1,3-dipolar (MELO, DONNICI, et al., 2006)
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Assim, essa metodologia sintética vem sendo melhorada, sobretudo para
atender & demanda de sintese de produtos triazolicos com alta regiosseletividade e
rendimentos satisfatéorios, evitando a formacéo de subprodutos. Como exemplo,
reacOes de cicloadicdo organocatalitica envolvendo azidas e cetonas enolizaveis ou
aldeidos, por meio da formacdo de enaminas, ion iminio ou enolatos como
intermediarios, sdo estratégias sintéticas de grande interesse na sintese orgénica
atualmente. (THOMAS, GOYVAERTS, et al., 2016).

1.8

Ancoragem molecular

A simulagcdo computacional aplicada ao planejamento de farmacos tem sido
grande aliada no sentido de reduzir custos e tempo associados ao processo da
descoberta de farmacos. De fato, a ferramenta computacional é de extrema
relevancia porque permite, principalmente, concentrar esfor¢os naquelas moléculas
que realmente possuem uma energia de ligacdo mais significativa na proteina de
interesse.

Assim, os testes in vitro seriam aplicados para confirmar ou melhorar os
resultados daqueles compostos obtidos por triagem virtual, que € mais veloz e
econdmico do que apenas 0 processo experimental de avaliacdo bioldgica de uma
série de moléculas por tentativa e erro frente a um alvo especifico (HEBERLE, F.
DE AZEVEDO, 2011).

Nesse contexto, a ancoragem molecular é uma ferramenta computacional que,
de maneira geral, se baseia na ideia do modelo chave-fechadura, em que a chave é
representada por um ligante e a fechadura, o sitio de ligacao da proteina ou receptor
de estudo. Assim, analogamente, os estudos de docking ou ancoragem molecular
permitem avaliar e selecionar, de acordo com critérios bem estabelecidos (mediante
uma molécula de referéncia), quais conformagfes geradas do ligante sdo capazes
de melhor interagir com a proteina-alvo (HEBERLE, F. DE AZEVEDO, 2011).

Entretanto, por tras desse modelo mais simples, sabe-se que 0s programas de
ancoragem utilizam diversos parametros fisico-quimicos associados aos atomos
que compdem os ligantes e a proteina, como distancias e angulo de ligacéo,

interacdes intermoleculares e eletrostaticas, angulo de torsdo, dentre outros, para
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prever a melhor conformacdo do ligante.

Pelo exposto, ainda é relevante destacar que, apesar de o modelo chave-
fechadura retratar bem o funcionamento basico do programa, sabe-se que ndo é
totalmente correto, uma vez que induz afirmar que a proteina € rigida e apenas 0s
ligantes séo flexiveis e se moldam a fechadura. Também, os efeitos dindmicos e
entrdpicos sdo desprezados na ancoragem molecular.

Os estudos de ancoragem, porém, permitem que ambos (proteina e ligante)
tenham flexibilidade, proporcionando um nimero ainda maior de possibilidades
conformacionais do sistema. No entanto, uma das maiores desvantagens dessa
abordagem é que o programa ird demandar mais tempo para retornar as melhores
poses devido a maior capacidade de processamento exigida. (VERLI, BARREIRO,
2005).

1.9

Re-ancoragem

Geralmente, antes da realizacdo da etapa de ancoragem molecular
propriamente dita, faz-se necessario estabelecer a validacdo do método, processo
conhecido como re-ancoragem, cujo objetivo € a padronizacdo dos parametros a
serem aplicados nas etapas posteriores. O processo pode ser comparado a validagéo
de algum procedimento experimental, em que a estrutura cristalogréfica do ligante
complexado a proteina de interesse, obtida experimentalmente, € considerada o
padrdo ouro da analise. Assim, avalia-se a capacidade do software de realocar o
ligante (ivacaftor) no sitio ativo da proteina e comparar a sua posicao (ou pose) de
encaixe com a posi¢éo da estrutura cristalografica do ligante.

A ferramenta de analise usada para estudar os resultados desta etapa de
validagdo é a raiz do desvio quadratico médio (da sigla RMSD em Inglés Root-
mean Square Deviation), que é expresso pela equacdo matematica mostrada abaixo,

em que N faz referéncia ao numero total de atomos.

N
RMSD = z . 1[( xposej— xcristalj )2 + (yposej— ycristalj ) 2+
]:

( Zposej— Zcristalj)z] 1/2
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Pela equacdo, 0 RMSD pode ser interpretado como a media das distancias entre
0s atomos do ligante em uma dada posicao (pose), (Xpose, Ypose, Zpose) € da estrutura
cristalografica do mesmo (Xcristal, Yeristal, Zeristat). NOta-se que as orientacoes X, v, z,
sdo as coordenadas dos atomos que traduzem na sua posicao espacial. Com base
nisso, considera-se que a pose ou a conformacéo do ligante dada pelo software no
sitio ativo da proteina serd adequada se o RMSD obtido for menor que 2.0 A
(THOMSEN, CHRISTENSEN, 2006).

1.10

Funcéo de pontuacéao

E importante a compreenséo do que seja a funcdo de pontuacdo como critério
de analise adotado no presente trabalho para cada conformacéo obtida. Esse critério
é o valor da fungdo de energia Moldock Score fornecido pelo software Molegr
(THOMSEN, CHRISTENSEN, 2006).

De forma geral, esse dado é resultado de uma equacdo matematica onde se
calcula a soma das energias de interacdo do complexo ligante-proteina e da energia
interna do ligante, considerando todos os 4tomos envolvidos, tanto da proteina
quanto do ligante. No célculo, sdo consideradas as interacGes eletrostaticas entre os
atomos com carga, com base na Lei de Coulomb, e também ligacdes de hidrogénio.

E imprescindivel citar que, neste modelo matematico, igualmente sao incluidas
as contribuicOes das interacOes estéricas entre os atomos, van der waals, levando-
se em conta a presenca de atomos doadores e aceptores de hidrogénio, tanto no
ligante quanto na proteina (THOMSEN, CHRISTENSEN, 2006).

Evidente que essa resolucdo matemética ndo e tdo trivial, porém, o atual
objetivo dessa exposi¢cdo tedrica € compreender como 0 programa alcanca oS
valores de Moldock Score - parametro de analise escolhido neste trabalho, para
fundamentar as interacdes entre as moléculas de interesse e o alvo farmacoldgico.

Ap0s obter uma pequena nocao do que seja a fungdo de energia, € necessario
entender como os valores fornecidos por ela podem ser interpretados.

Desta forma, o Moldock Score é correlacionado com a constante de dissociacéo

Kb e a energia livre de ligacdo (AG) envolvidos em um equilibrio quimico como
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exemplificado a seguir:

[P]+[L] == [PL]

Sabendo que P = proteina (CFTR); L= ligante (ivacaftor); PL= complexo Proteina
+ Ligante, a relacdo da constante de equilibrio Kp, pode ser escrita da seguinte

forma:

Kd = 28 0
~[PIL]

De maneira geral, para relacionar a constante de dissociacdo com a energia livre de

Gibbs, AG, tem-se da fisico-quimica que:

AG®=-R T In(Kp), (I
onde : R = constante universal dos gases; T= temperatura; K, = constante de

afinidade

Logo, relacionando as equacdes (1) e (11), pode-se inferir que, quanto maior o
valor de Kp, maior a afinidade da interacdo entre a proteina e o ligante no sitio de
ligacdo. Sendo assim, mais negativo sera o valor de AG, que, da segunda lei da
termodinamica, significa que o processo é espontaneo, e, portanto, neste caso, a
ligacdo [PL] é mais favorecida (THOMSEN, CHRISTENSEN, 2006).

Neste contexto, é valido destacar o Rerank Score, parametro também fornecido
pelo software Molegro. Esse dado traduz a etapa de re-ranqueamento, onde 0s
resultados obtidos nas corridas de ancoramento molecular sao “refinados” de modo
que séo consideradas fungdes de pontuacdo mais complexas que incluem as torgdes
sp2-sp2 e o potencial de Lennard-Jones.

A literatura indica que esse processo adotado pelo software aumenta a acuracia
dos resultados obtidos em cada ciclo de ancoragem molecular (THOMSEN,
CHRISTENSEN, 2006).
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E relevante destacar que a funcdo de pontuacdo Moldock Score baseia-se no
conceito de evolucgdo diferencial, tratando-se de um algoritmo genético, onde o
programa e capaz de gerar e selecionar novas poses ou conformacdes, considerando
as ligacOes hidrogénio e as interacOes eletrostaticas existentes entre as ligacbes do
ligante e da proteina (THOMSEN, CHRISTENSEN, 2006).

1.11

Analise toxicoldgica in silico — VirtualToxLab

Sabe-se que a toxicidade adveém da capacidade de agentes ativos promoverem
modulacdo no sistema fisiol6gico por meio da interacdo com a maquinaria celular,
funcionando como se fossem horménios exdgenos no organismo, desencadeando
os efeitos adversos.

Embora nenhuma substancia ativa esteja livre de toxicidade, é crucial prever
seu potencial toxico, afinal, o objetivo da sintese voltada para quimica medicinal é
gue os compostos sintetizados sejam candidatos a farmacos.

Para esse fim, o software VirtualToxLab®, é muito bem empregado, pois é
capaz de simular e quantificar a forca de ligacdo entre um composto de interesse e
as proteinas-alvo. Com tal propdsito, o programa utiliza as técnicas de ancoragem
molecular e fatores termodinamicos do sistema envolvido para prever o potencial
toxico dos compostos. O VirtualToxLab® dispde de 16 proteinas-alvo, onde sdo
incluidas aquelas ja conhecidas por causarem efeitos adversos ou as que estdo sob
suspeitas. Essas 16 proteinas-alvo representam importante papel nas etapas de
biotransformacdo de agentes quimicos e nas funcGes de regulagdo do sistema
fisiologico (VEDANI, DOBLER, et al., 2015). S&o elas:

e receptores nucleares |: Receptor Andrégeno (AR), Receptores de
Estrogénio- ERa e ERP-, Receptor de Glicocorticéides (GR),
Receptor de Mineralocorticoide (MR), Receptor da Progesterona
(PR);

e receptores nucleares Il: Receptores do Figado X (LXR), Receptores
Ativados por Proliferador do Peroxissoma (PPAR), Receptores de
Hormonios da Tireoide (TRa e TRp);
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e receptor de hidrocarboneto arilico (AhR)
e enzimas do citocromo P450: 1A2, 2C9, 2D6, 3A4

e canal de ion potassio (hERG)

A analise do potencial toxico é feita pelo valor de Toxpot (fornecido pelo
programa) que expressa a afinidade da ligacdo entre as moléculas testadas e as 16
proteinas—alvo, respectivamente, ja citadas.

O Toxtpot pode variar de 0.0 (quando ndo héa interacdo) a 1.0 (ligacéo
extremamente forte). Logo, quanto mais proximo de 1 se encontrar o Toxpot, maior
o potencial toxico da molécula e sua capacidade de gerar efeitos adversos.

As equacOes matematicas a seguir expdem como o software calcula o
potencial téxico dos compostos, até alcancar o valor numérico traduzido pelo
Toxpot. De forma geral, o programa considera, inicialmente, o Potencial Toxico
individual (TPindividual) para cada uma das 16 proteinas-alvo, conforme a equacéao
abaixo (VEDANI, DOBLER, et al., 2015).

(TPindividuaI = Knormalizado X W)
onde K é a afinidade de ligacdo e W, representa o peso da proteina, que é dado por
K= (1-0,125) X (Odesvio padréolK)-

Assim, o valor obtido de TPt (Toxpot) é determinado pela soma das
contribuicdes dos valores de TPindividual, COMO Mostra equagéo abaixo:

16
TPtotal = Z( TPtotal,atual )x ( TPindividual,n )x (Wsuperfamilia)

n-1

onde : W = 1/n, n = nimero de membros de uma superfamilia
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1.12

Druglikeness

Os parametros toxicoldgicos sdo imprescindiveis para selecionar as melhores
moléculas para os testes in vitro. Contudo, mesmo que a toxicidade para uma
molécula seja baixa e os estudos de ancoragem molecular fornecam energias de
interacdo Gtimas como o alvo farmacoldgico, ainda se fard necessario que a mesma
tenha o perfil de druglikeness. Ou seja, € preciso identificar se, de fato, a molécula
em andlise apresenta caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas que a
tornem biodisponiveis.

Para isso, utiliza-se o software swisSADMET, disponivel gratuitamente, que
avalia os pardmetros com base na estrutura quimica das moléculas, de modo a
prever seu comportamento mediante as etapas de Administracdo, Distribuigéo,
Metabolizacdo, Excrecdo e Toxicidade (DAINA, MICHIELIN, et al., 2017).

As caracteristicas farmacocinéticas sdo avaliadas a partir das caracteristicas
fisico-quimicas dos compostos, de acordo com a regra de Lipinski, ou regra dos
cinco, que é o método mais conhecido para determinar se um composto sera bem
absorvido ao ser administrado na forma oral. A regra dos cinco inclui os seguintes
fatores: peso molecular (MW) < 500; coeficiente de particdo octanol/agua (iLOGP)
< 5; numero de doadores de ligacdo de hidrogénio < 5; nimero de aceptores de
ligacdo de hidrogénio <10,6. Segundo a regra, 0 composto é aprovado se ndo
apresentar mais de uma violacao dos fatores citados. (ISYAKU, UZAIRU, et al.,
2020).

Entretanto, esses limites estabelecidos sdo mais aplicaveis para moléculas que
possuam menor peso molecular e que sejam disponiveis oralmente. Tais fatores
representam algumas das limitacGes descritas para a regra de Lipinski que
permitiram o desenvolvimento de outros multiparametros ou filtros para melhor
avaliar as caracteristicas de druglikeness. Nesse contexto, os filtros de Ghose e Eger
e a regra de Veber séo exemplos de outros parametros considerados pelo software.
(MIGNANI, RODRIGUES, et al., 2018).

Vale citar ainda o conceito de QED, Quantitative Estimated of Druglikeness,
que, além de considerar 0os quatro parametros da regra dos cinco, soma, ainda,

outros importantes: area de superficie polar da molécula (TPSA), nimero de
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ligacdes rotacionaveis (ROTBS), numero de atomos nos anéis aromaticos (nAr) e
nimero de subestruturas presentes nas moléculas tidas como n&do-desejadas
(representadas por PAINS e BRANK) (ISYAKU, UZAIRU, et al., 2020). Este
ultimo item € extremamente relevante por permitir ao swisSADMET identificar se a
molécula em estudo apresenta alguma estrutura quimica que origine fragmentos de
metabolizacdo que sejam toxicos, instaveis, ou responsaveis por comprometer a
farmacocinética (DAINA, MICHIELIN, et al., 2017).
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2
Objetivos

Objetivos gerais

Este trabalho visa a sintese de moléculas que sejam ativas frente a proteina
CFTR, modulando sua atividade, de modo que representem uma alternativa para o

tratamento oral da Fibrose Cistica.
Objetivos especificos

e Sintetizar 1,2,3-triaz6is 1,4-substituidos (6a-q) através da reacdo de
cicloadicéo 1,3-dipolar, entre enaminonas (3) e azidas (5)

e Investigar a interacdo dos compostos propostos frente a proteina alvo,
CFTR, por ancoragem molecular.

e Avaliar a toxicologia in silico dos compostos propostos através do Software
VirtualToxLab®.

e Verificar os parametros farmacocinéticos através do software SwissADME

das moléculas sintetizadas que tiveram melhores resultados toxicoldgicos.

__________________________________________________________________

Anallse retrossmtetlca N3

Racﬁw W - @

6a-q . 5 R

__________________________________________________________________

6a.R2= H: R4=H; R' = CO,H

6b.R2=H; R*=H; R'=Br

6c.R? = H: R1=H; R' = NO,

6d. R? = Br; R* = H; R = CO,H
6e.R2=Br;R‘=H; R'=Cl

6f.R2=H; R* = H: R' = CH,
6g.R2=H;R¢=H: R1=F

6h.R2 = Br; R*= H; R'= NO,

6i. R? = H: R = H; R" =CO,(CH,)OEt

6. R2=H; Ré=H;R' = Cl

6k. R2 = NHCOMet; R*= H; R'= OCH,
6l. R2 = H; R4= NHCOMet; R' = OCH,
6m. R? = NHTs; R* = H; R’ = OCH,

6n. R2 = NHTs; R* = H; R" = CO,(CH,)OEt
60. R2 = H; R* = NHTs; R' = OCH,

6p. R = H; R* = NHTs; R = CO,(CH,)OEt
6q. R? = Br; R% = H: R' = CO,(CH,)OEt
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3

Justificativa e estratégia de sintese

A Fibrose Cistica € uma doenca progressiva que debilita seus portadores,
comprometendo o funcionamento de diversos 6rgaos vitais, sobretudo os pulmaes,
que pode levar ao 6bito se ndo for devidamente tratada.

Sendo assim, o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da FC é
extremamente necessario, visando, principalmente, que os fibrocisticos tenham
maior acesso ao tratamento. Isso porque o custo anual total do tratamento para FC
é de US$40.308.420, e so o ivacaftor, por exemplo, custa US$344.100 anuais por
paciente (AUGUSTO, MARSON, 2020). N&o ha davidas de que tais valores trazem
uma sobrecarga imensa tanto para o sistema publico de saude quanto para as
unidades hospitalares (AUGUSTO, MARSON, 2020).

Além disso, novas alternativas farmacoldgicas sdo necessarias para desacelerar
a progressdo da doenca e sua gravidade. Estudos comprovam que o custo médio por
paciente para tratar niveis mais severos da doenca € trés vezes maior do que para
casos mais leves (VAN GOOL, NORMAN, et al., 2013).

Nesse contexto em que se evidencia o desenvolvimento de novos farmacos para
tratar FC, importa enfatizar que, desde 2019, o Laboratério de Sintese da PUC-Rio
(LabSint) busca a obtencdo de novas moléculas com atividade frente a FC.

A partir desse momento, o planejamento foi baseado na estrutura quimica do
ivacaftor, mantendo o nucleo quinolinonas triazoéis, realizado pela farmacéutica
Ligia Farias em seu projeto de dissertacdo de mestrado, sob o titulo: “Sintese e
relacdo estrutura e atividade de derivados de triazois para o tratamento da Fibrose
Cistica”. O objetivo era sintetizar quinolinonas triazois por meio de uma reagéao de
ciclizagéo intramolecular mediada pela reacao de Cadogan, como mostra o esquema
1.
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N Reacéo de Cadogan N,

Esquema 1: Estratégia sintética para obtencédo de quinolinonas triazois apresentada por
Ligia Farias em sua dissertacdo de mestrado (FARIAS, 2019).

A abordagem das quinolinonas triazois adotada no trabalho em questao advém
da estrutura quimica do ivacaftor (quinolinona-3-carboxamida), em que ha o
grupamento quinolona diretamente ligado a amida, mostrado a figura 11. Assim,
foi proposta a substituicdo do grupo amida por 1,2,3-triazéis com base nos relatos

da literatura discutidos no item 1.6.

OH

J

Figura 11: Estrutura quimica do ivacaftor enfatizando os grupamentos quinolinona e
amida.

Apesar de o principal objetivo de sintetizar as quinolinonas triazéis pela reacéo
de Cadogan nédo ter sido alcancado através do projeto citado, foram gerados
compostos intermediarios (I1-1V), figura 12.
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Figura 12: Estruturas dos derivados triazolicos (I — IV) obtidos por Ligia Farias.

Esses intermediérios despertaram a atencdo por ja terem sido sintetizados e

caracterizados, além de possuirem em sua estrutura o grupo triazélico, que tem sido

intensamente discutido dentro da quimica medicinal.

Assim, a estratégia sintética abordada no trabalho da farmacéutica Ligia Farias

para obter esses intermediarios triazolicos estd apresentada no esquema 2.

(Reagente de Gold)

Cl

N Cloreto de cianurila

I L
Cl)\N/ cl
A DMF seco
Dioxana seca, 100°C, 1h
©
I (el
o /N\7N\7g\ O

(0]
= e
©\)J\/\lil +
R2

1a. R? = H; 65%
2a. R? = Br; 90%
3a. R2= NO,; 50%

MeONa, 100°C, 4h
(50-90%)
1.R2=H 1a. R?=H; 65%
2.R%2=Br 2a. R?=Br; 90%
3.R2=NO, 3a. R?= NO,; 50%
B

Tolueno N,
120°C, 15h | N
(20-45%) Rz N
R1
2a.R'=H

2b. R'= COOH R1
I.R"=H; R?=Br; 45%

Il. R'= COOH; R?= Br; 20%
. R"= NO,; R%=Br; 45%
IV. R"= H; R?= NO,; 30%

2¢.R'=NO,

Esquema 2: Estratégia sintética adotada na dissertacdo de mestrado de Ligia Freitas, em
2019. (A): sintese da enaminona e (B): sintese de 1,2,3-triazbis
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Vale ressaltar que, inicialmente, o objetivo do atual trabalho era reproduzir a
metodologia sintética abordada a fim de obter maior variedade dos compostos, bem
como ampliar a quantidade de massa daqueles preparados previamente. Essa meta
foi estabelecida com a intencdo de testar novas estratégias sintéticas de reacoes de
acoplamento C-N (a partir dos compostos sintetizados), para, finalmente, obter os
produtos de ciclizacdo intramolecular, visto que, pela reacdo de Candogan, ndo se
obteve éxito.

Enquanto transcorriam as tentativas de reproduzir a metodologia em questao —
tendo em vista a estratégia sintética mostrada no esquema 2 — inicialmente para os
compostos (I-1V), foi selecionada uma série de 20 quinolinonas triazdis. Esses
compostos foram planejados de acordo com o0s reagentes disponiveis no LabSint.

Para essas moléculas, foram realizados estudos de ancoragem molecular onde
se verificou que os resultados das energias de interacdo, Moldock Score, com a
proteina foram maiores, em mddulo, do que para o ivacaftor, sugerindo que haja
uma interacdo ainda maior dessas moléculas com a proteina. A tabela 1, na pagina
a seguir, mostra as moléculas planejadas bem como as energias de interacao
obtidas.

Sendo assim, a partir desses valores de energia preliminares, foi possivel
especular que tais moléculas seriam interessantes para a abordagem da Fibrose
Cistica. Todavia, as tentativas para reproduzir, na pratica, a metodologia sintética
ja apresentada, ndo lograram éxito.

Por essa razdo, foi feita a otimizacdo da estratégia sintética para os carbonil-
triazdis (esquema 3) que permitiu, entdo, obter uma variedade de compostos
intermediarios em um primeiro momento. Os padrGes de substituicdo foram
empregados de acordo com 0s reagentes disponiveis no laboratorio de sintese.

Desta forma, dada a importancia do nucleo 1,2,3-triazol (principalmente no
ambito farmacoldgico), sua relevancia como bioisdsteros da amida na quimica
medicinal, além da possibilidade de obter os intermediarios com maiores
rendimentos, foi proposto neste trabalho a sintese dos derivados 1,2,3-triaz6licos
(6a-q), sem priorizar a abordagem das quinolinonas-triazois.

Junto com o interesse de otimizacdo da metodologia sintética, veio a
necessidade de estudar e constatar, por meétodos computacionais (como a
ancoragem molecular), a energia de ligacdo dos novos compostos intermediarios na

proteina CFTR, a medida que foram sendo obtidos. Com esse critério, visa-se
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evitar o investimento em compostos que ndo possuirem energias de ligacéo

proeminentes.

43


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1912850/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1912850/CA

Tabela 1: Estruturas das quinolinonas-triazois inicialmente planejadas e a energias de
interacdo (Moldock Score)

Quinolinonas-triazois
o)
N
L
NT N Re
RG
R4
Moldock
Molécula R? R4 R® Score
(Kcal/mol)

1 -H -H -H -96

2 -H -NO2 -H -95

3 -H -Br -H -96

4 -H -OCH3 -H -98

5 -H -Cl -H -97

6 -H -CO2H -H -97

7 -H -OH -H -97

8 -H -F -H -97

9 -Cl -Cl -H -98

10 -H -CHs -H -98

11 -H -CO2CH3 -H -98

12 -H -SCH3 -H -100

13 -H -1,3- -H -101

dioxolano

14 -NO2 -F -H -110

15 -l -Br -H -101

16 -l -H -H -98

17 -NO2 -H -H -106

18 -Br -Cl -H -101

19 -OH -H -H -98

20 -tercBut -H -terBut -103
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Cabe ressaltar neste contexto, a importancia frisar o processo de Virtual
Screening (etapa do processo computacional que permite selecionar, dentre um
enorme namero de moléculas, as melhores, frente um alvo especifico).

Por meio dele, pode-se economizar tempo e custo no processo de sintese de
forma geral, evitando investir em compostos que ndo serdo ativos ou candidatos a
farmacos. Porém, como j& abordado, logo no inicio deste trabalho, o interesse
estava muito voltado para a otimizacdo da parte sintética para obter o0s
intermediarios, por isso, neste trabalho, essa etapa de Virtual Screening nao foi
prioritaria.

E relevante destacar que a estratégia sintética abordada anteriormente (figura
13), exige que a reacdo seja seca (etapa A), além da necessidade de isolar o produto
obtido neste estagio, por coluna cromatografica para que depois fosse submetido a
reacdo do triazol propriamente dita. Assim, a otimizag&o da rota sintética foi muito
importante para ndo sé obter maiores quantidades dos intermediarios (que antes,
ndo era possivel), mas também de reduzir tempo e custo no processo.

A metodologia abordada neste trabalho desperta grande interesse, pois
dispensa 0 uso de metais no meio reacional, tratando-se de uma sintese
relativamente rapida, econémica e regiosseletiva, fatores que favorecem a
otimizacdo de estudos de relacdo estrutura-atividade na preparacao dos triazois em
questdo (THOMAS, GOYVAERTS, et al., 2016).

Logo, como descrito no esquema 3, para a obtencdo dos compostos (6a-q) a
estratégia € a reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar, partindo de arilazidas (5) e
enaminonas (3). Estas podem ser obtidas pela reacdo de organocatalise a partir de
N,N-dimetilformamida acetal (1) e acetofenonas (2a-f).

O planejamento das enamoninas (3c-f), particularmente, foi realizado com base
na estratégia da utilizacdo de grupos de protecdo, como tosil e acetila (figura 14) ja
que nao foi possivel obter a enaminona diretamente a partir da 2-aminoacetofenona
(Ic) e da 4-aminoacetofenona (1d), respectivamente.

Além disso, o trabalho propde estudos in silico das moléculas propostas, para
prever sua toxicidade e também o perfil farmacocinético, de forma a selecionar os

compostos menos toxicos para o0s testes in vitro.
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2c. R%= H; R2 = NHCOMet

1. Diazotacao
b 2d. R® = H; R% = NHTs

-

i = - 3
3 — "“ + :
' R3 R2 R® R? 1
i . R! 3
3 R! ‘
Proposta sintética (0] ‘ o
Z N~ Organocatélise N YO\ +
mmmeemeee@r e N ‘ -
: i i R3 R2 &N R3 R2
: 1 1 2
: : Cicloadigao 3
i 2 ' —R2=
R R | __1,3-dipolar * 2a. Rz =R? =H
' ' 2b.R®>=H; R*=Br
3 ' N3 NH;
' i

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ; 2. Substituicdo 2e. R® = NHCOMet; R? = H
2f. R®=NHTs; R2=H

6a. R®=H; R2=H; R'=CO,H
6b.R® = H; R?= H; R' = Br R 4
6c. R%= H; R? = H; R' = NO,
6d. R®= Br; R? = H; R' = CO,H
6e.R®=Br;R2=H; R' = CI

Para os compostos 4 e 5:

6f. R3=H;R2=H;R' = CH, R::COZH
6g.R3=H;R2=H;R'=F R1=Br

6h. R® = Br; R2 = H; R" = NO, R =NO

6i. R®=H; RZ = H; R' = CO,(CH,)OEt R =c

6j. R®=H; R2=H;R" = CI R =CHs

6k. R® = NHCOMet; R2 = H; R" = OCHjq R=F

6l. R® = H; R = NHCOMet; R' = OCHj R = CO(CH,)OE
6m. R3 = NHTs; R? = H; R = OCH, R'=0CH,

6n. R® = NHTs; R? = H; R" = CO,(CH,)OEt

60. R% = H; R? = NHTs; R" = OCHj,4

6p. R® = H; R? = NHTs; R' = CO,(CH,)OEt

6q.R®=Br: R2= H: R' = CO,(CH,)OEt [ Preparacéo de acetofenonas (2c-f) ]

Esquema 3: Otimizagao da estratégia sintética para obtencdo dos compostos triazolicos

(6a-q), baseada nos trabalhos iniciados por Ligia Farias
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4

Resultados e Discussao

4.1

Sintese de arilazidas

Para as etapas posteriores de cicloadicdo, primeiramente, foram sintetizadas
uma variedade de arilazidas (5a-h) obtidas a partir de anilinas (4a-h) (ZHAO,
GUQ, et al., 2019). Essa metodologia sintética, baseada nos trabalhos de Zhao e
colaboradores permite obter produtos com rendimentos entre 42 — 95%, sem

necessidade de purificacdo (esquema 4).
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NH
2 1. HCI (6mol/L), NaNO, 30min. Na
2.NaN;,1-2h
R R
4a.R" = CO,H 5a.R' =CO,H
4b.R' =Br 5b.R' =Br
4c.R' =NO, 5¢.R'" =NO,
4d.R'" =cClI 5d.R' = Cl
4e.R'" =CHj; 5e.R' =CHj,
4f. R = 5f.R' =F
4g.R" = CO,(CH,)OEt 5g. R' = CO,(CH,)OEt
4h.R" = OCHj, 5h.R! = OCH,4
Nj Ns
N3 N,
0~ “OH NO,
5a 5¢c
84% Br 95% Cl
5b 5d
42% 87%
N3 N3
Ng Na
CH; o O/\O/\
5e
44% F g?% OCH,
5f 5h
61% 88%

Esquema 4: Preparacao de arilazidas (5a-h) a partir de arilanilinas e os respectivos
rendimentos obtido

4.2

Sintese da 2-etoxietil 4-aminobenzoato (49)

A sintese de todas as arilazidas foi feita a partir de anilinas comercialmente
obtidas, exceto para a obtencdo da azida 5g. Neste caso, foi realizada a reacdo de

esterificacdo de Fischer, para o preparo a 2-etoxietil 4-aminobenzoato 49 partindo
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de outra anilina, o &cido 4-aminobenzoico, na presenca de acido sulfurico e 2-

etoxietanol (esquema 5).

NH, NH,
H,SO,

2-etoxietanol
Refluxo, 135°C, 1h

CO,H 61% o O/\/OV
4 49

\

Esquema 5: Reacdo de obtencéo da 2-etoxietil 4-aminobenzoato

Apos o término da reacdo e resfriamento, foi necessario neutralizar a reacao,
utilizando uma solucdo saturada de bicarbonato de sddio, o que possibilitou a

obtencdo dos cristais, com rendimento de 61%.

4.3

Sintese da N-(2-acetilfenil)acetamida (2c)

A reacdo da 2-aminoacetofenona 1c (34%), para formar o produto 2c, foi
embasada na metodologia de acetilagdo de aminas, em solucdo aquosa, na presenca
de anidrido acético. A literatura especifica este método, chamando-o de método de
Lamiere — Barbier, esquema 6 (CLAYDEN, 2012).

Ac,0/ HOAC

50°C, 2h
O NH, 34% O H’N\<

1c 2c

(. J

Esquema 6: Reagédo de acetilagdo (método de Lamiére — Barbier) (CLAYDEN, 2012)

A obtencéo da amida é confirmada pela presenca do singleto em 2.23 ppm (A),

relacionado com a metila da por¢do amida. Esse grupamento metilico estd mais
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blindado devido a maior densidade eletrénica gerada pelo par de elétrons do &tomo

de nitrogénio vizinho. Além disso, o singleto em 11.69 ppm, referente a um

hidrogénio, também confirma a obtencao do produto, como mostrado na figura 13.

Os sinais (C), (D), (E) e (F), respectivamente, apontam para os hidrogénios do anel

aromatico.

>
874
1874
8.72
roform-d

30000

25000

20000

f — 15000
G(s) F (dd) E (dd)| |D (ddd) C(m) B|(s) Al(s)
11.69 8.73 7.89 7.55 711 2|66 2|23
= =] H =] = ——
10000
| 5000
M ll } | "
1
L
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& @ o © o o 0
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—— Py Q, . = Ay T — — T
11.8 116 11490 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 30 28 26 24 22 20 02 00
f1 (ppm)

Figura 13: Espectro de RMN *H do produto de acetilagao 2c

4.4

Sintese da N-(4-acetilfenil)acetamida (2e)

Seguindo a mesma metodologia da reacdo anterior, foi proposta a preparagao

de acetanilidas, desta vez, da 4-aminoacetofenona 1d, esquema 7. Essa estratégia

foi utilizada com o objetivo de estudar com mais detalhes os diferentes padrdes de

substituicdo das moléculas propostas.
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o o)
Ac,0O / HOAc i
HN 50°C , 2h N
1d 67% H 2e

\. J

Esquema 7: Reacdo de obtencéo do produto 2e com 4-aminoacetofenona (1d).

O rendimento da reacdo foi de 67%, maior do que o obtido quando o
grupamento amina encontra-se na posicao orto, indicando que nesta posi¢do, ha um
maior impedimento estérico, devido a proximidade com o grupo cetona, em
comparagdo a posicdo para, figura 14. Infere-se, entdo, que a nucleofilicidade da
amina pode diminuir, quando o reagente de partida for a 2-aminoacetofenona,

tornando a reacdo mais lenta.

O

NH, H2N

A B

. J

Figura 14: Impedimento estérico da amina frente a carbonila na 2-aminoacetofenona (A) e
a auséncia desse efeito na 4-aminoacetofenona (B).

4.5
Sintese da N-(2-acetilfenil)-4-metilbenzenosulfonamida (2d)

Como no caso anterior, a proposta para sintese da molécula 2d surgiu com a
abordagem de utilizacdo de grupos de protecdo, que nesse caso € o grupo tosila, na
presenca de piridina a 0°C. A molécula foi preparada através da reacao de tosilagdo
baseada, como mostra esquema 8 (KAKUDA et. al, 2016). Por meio dessa

estratégia, foi possivel obter o produto com 73% de rendimento.
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o)

TsCl
(j\)k Piridina, Q
NH, DCM 10% (v/v) N-8

1c 0°C, 5h OH o
73%

Esquema 8: Reacdao de tosilacdo da 2-aminoacetofenona 1c

4.6
Sintese da N-(4-acetilfenil)-4-metilbenzenosulfonamida (2f)

A 4-aminoacetofenona 1d também foi submetida a reacdo de tosilacéo

(esquema 9).

s 2\

(@]

- \S\N

HoN Piridina, DCM 10% (v/v) /©/ .

1d 0°C, 5h H

N\ J

Esquema 9: Reacdo de tosilacdo da 4-amoniacetofenona 1d

Sendo assim, o espectro de RMN (figura 15) indica que a reacdo funcionou
pela presenca dos hidrogénios da metila pertencente ao grupo tosil (Ha, 2.53 ppm),
bem como dos hidrogénios He em 7.84 ppm, que se encontram mais deslocados por
estarem diretamente ligados ao grupo sulfonila, que atrai a nuvem eletronica para

Si.
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Figura 15: Espectro de RMN de hidrogénio do produto de tosilagédo 2f

Importa ressaltar que a TLC da reagdo mostrou tracos muito sutis do material
de partida. Em funcdo disso, foi proposto dar continuidade a etapa seguinte —

preparacdo da enaminona correspondente — sem purificar o produto.

4.7

Sintese de enaminonas

As enaminonas, por sua vez, foram sintetizadas por reagdo de organocatalise
mediada pelo aminoécido L-prolina, que promove a condensacdo de compostos
ativos metilénicos, chamados de N,N-dimetilformamidadimetilacetato (DMF-
DMA), resultando na obtencdo de enaminonas (3a-d), esquema 10. (KUMAR,
Dinesh, KOMMI, et al., 2012).
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1) DMA-DMF, 80°C = N/
i I
R 2) L-prolina, 1-5h R
2a.R=H 3a.R=H
za_RzBr 3bR=Br
2c. R = NHCOMet 3c. R = NHCOMet
2a. R = NHTs 3d. R = NHTs

Esquema 10: Reacéo de organocatdlise para obtencéo de enaminonas

Vale destacar que na reacdo em questdo a enaminona ndo € isolada. O
acompanhamento da mesma é feito por CCD (Cromatografia em Camada Delgada),

como mostra a figura 16 a seguir, que representa a enaminona 3a.

« o | 1-acetofencna
Z-enaminona

ko= ==

1 2

Figura 16: TLC da enaminona: 1. Reagente (acetofenona 2a) e 2. Enaminona (3a)

A TLC em questdo mostra que, apds o término da reacdo, ha resquicios de
material de partida ndo reagido. Por essa raz&o foi necessaria a otimizacéo do tempo
reacional, da temperatura e dos equivalentes dos reagentes. Dessa forma, para a
preparacdo das enaminonas 3c e 3d, especialmente, foi aplicado um tempo de
reacdo de 5h, mantendo a temperatura de aproximadamente 150°C.

O procedimento em questdo surtiu efeito para a enaminona 3c, em que se
observou que a presenca majoritaria do produto apos 5h de reacdo. Entretanto, para
a molécula 3d, essa otimizag&o parecia ndo ser adequada, uma vez que mesmo apos

0 tempo estabelecido, apenas o reagente era observado na TLC.
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Sendo assim, neste caso, foi decidido deixar a reacdo ocorrendo overnight.
Posteriormente, ao realizar uma nova TLC, verificou-se que a reacdo, de fato, ndo
ocorreu.

Nota-se que a molécula proposta 2d possui o substituinte tosil (volume
molecular bem consideravel) na posicdo orto, fator que pode justificar a ndo
obtengdo da enaminona 3d, relacionado com o impedimento estérico.

A fim de confirmar a hipotese descrita acima, foi proposta a sintese das
enaminonas substituidas em para (3e-f), em detalhes no esquema 11. A reacéo foi
feita a partir das acetofenonas previamente obtidas, como exposto nas secoes 4.4 e
4.6.

0. O 1) DMA-DMF, 150°C
N
N 2) L-prolina, overnight /©/

3f

o) /©)\ 1) DMA-DMF, 150°C
)J\N

2) L-prolina, overnight

(0]
= -
0 O/©)J\/\N
N |
S\
N
H
(0]
= N/
I
3e

H 2e

L

Esquema 11: Reacéo de organocatélise das enaminonas obtidas nas se¢6es

Como pode ser observado, a reagao ocorreu apenas para a molécula descrita no
caso |, verificado por TLC, em que se verificou tracos do produto.

O resultado, entdo, confirma a ocorréncia de impedimento estérico na posicao
orto, entre 0s grupamentos tosil e a acetofenona.

No entanto, curiosamente, no caso I, ndo houve sinal algum na TLC que
confirmasse a obtencdo do produto em questdo, uma vez que, teoricamente, a reacao
em para é menos impedida, ocorrendo mais rapidamente.

O mecanismo de agdo de organocatalise mediada pela L-prolina (esquema 12),
proposto por Kuman e colaboradores, envolve primeiramente a ativagédo

nucleofilica do composto carbonilico, as metilcetonas (2a-d), por condensagdo com
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0 grupamento pirrolidinico do catalisador. Essa condensacdo (favorecida pela
capacidade do nucleo pirrolidina de doar hidrogénio), resulta nos intermediérios la,
Ib e Ic, até que neste Ultimo, ocorre o atague do atomo de oxigénio negativamente
carregado ao Hg que leva a liberagdo de agua e do nucledfilo enamina, 1.

Consequentemente, o hidrogénio do &cido carboxilico forma uma ligagdo com
0 4tomo de oxigénio de uma das metoxilas do DMF-DMA (I1) o que aumenta o
caréater eletrofilico do carbono terciario do mesmo grupamento, gerando metanol no
meio reacional e o intermediario carboxilato, I11. Como resultado, o ataque
nucleofilico do oxigénio do carboxilato abstrai o hidrogénio ligado ao ion iminio
(1V), formando o intermediério V que, ap6s a etapa de hidrélise, gera o produto
enaminona (3a-d).

Neste contexto, é importante destacar o papel crucial da L-prolina na catalise
bifuncional que ocorre no mecanismo proposto, uma vez que é necessaria a ativacao
nucleofilica como primeira etapa, gerando a enamina, bem como a ativacao
eletrofilica, pela formacdo do ion iminio para que haja a formacéo do produto de
interesse.

Desta forma, a etapa seguinte consiste na sintese propriamente dita dos
compostos triazélicos de interesse por reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar.
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Esquema 12: Mecanismo proposto de organocatalise para formagéo de enaminona

(KUMAR, Dinesh, KOMMI, et al., 2012)

4.8
Cicloadicéao 1,3-dipolar

A etapa da reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar é realizada onepot, pois a

enaminona nao € isolada, e ocorre na presenca de DMSO e da azida correspondente,
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a 90°C, levando a formacédo dos compostos 1,2,3-triaz0is-1,4-dissubstituidos (6a-
k), com rendimento entre 5 e 96% , esquema 13 (KUMAR, Rajiv, VATS, et al.,

2018).

(0]

o}
1) DMA-DMF, 80°C WN/\
o
2) L-prolina, 1-5h ‘
w2 ) L-prolina R2
2a.R2=H 3a.R?=H
2b.R?=Br 3b. R =Br
2c. R? = NHCOMet 3c. R? = NHCOMet
2d. R? = NHTs 3d. R?= NHTs
NH, N3 1 o)
1500 :
1) H,S0,, NaNO,, H,0, 0°C DMSO, 90-150°C :m ‘
EE——— H '
2) NaNs 13-14h 3 R? ! 6a.R2=H;R'=CO,H, 47%
Rs R4 3 ! 6b.R2=H;R"=Br, 56%
4a.R" = COM 5a.R' = COH : | 6e.R?=H;R'=NO, 28%
4b.R' = Br 5b.R' = Br i R' ! 6d.R%=Br; R = CO,H, 89%
. TR s 2_ g R1 =
4c.R'= NO, 5c.R' = NO, 6e. R%=Br; R' = Cl, 32%
4d.R'=Cl 5d.R' = Cl 6f. R?=H; R'=CHj 24%
) : 2_ 1 R1=
4e.R'= CH, 5e.R'=CHj 69.R*=H;R' =F, 12%
4. R'=F 5t R'=F 6h. R? = Br; R'= NO, 96%
. . R =BrRe :
4g. R'= CO,(CH,)OEt 5g. R! = CO(CHp)OEt 6i. R%=H; R'= CO,(CH,)OEt, 45%
4h.R" = OCHy 5h.R' = OCHj / 6j. R?=H; R'=Cl; 22%

6k. R2= NHCOMet; R = OCH; 5%

o) o ) 0 )
479 569 6c. 28% 6d. 89%
6a. 47% ' 6b 56/0. o. a' ee.sz%Q
Br NO, co.

CO,H 2H cl
(o} o) o) o
: i : Br I : !

6f. 24% - 60. 12%- Gh.ge%. 6i. 45%
—
CH NO, -
s F o
o d

O ® “‘Q{

6. 22% /‘/ OH %

HyCO 6k. 5%

Cl

Esquema 13: Cicloadi¢cdo 1,3-dipolar entre enaminona e azidas para obter os triazéis 1,4-
dissubstituidos 6a-k (II)

O mecanismo da reacédo de cicloadicdo 1,3-dipolar € dito pelos estudos de
quimica tedrica como um mecanismo que ocorre pela formacdo de estado de
transicdo concertado, controlados por orbitais de fronteira, funcionando muito bem
quando realizada na presenca de solventes polares (ESS, HOUK, 2008). O

mecanismo proposto para a reagdo 1,3-dipolar esta detalhado no esquema 14.
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3a.R=H 5a. R* = CO,H

3b. R=Br 5b. R* = Br 6a. R = H; R* = CO,H, 47%

3c.R=NHCOMet  5¢ p4-NO, 6b. R = H; R* = Br, 56%

3d. R=NHTs 5d.R*=Cl 6c. R = H; R* = NO,, 28%
5e. R* = CH, 6d. R = Br; R* = CO,H, 89%
5f. R*=F 6e. R = Br; R* = Cl, 32%
5g. R*= CO,(CH,)OEt 6f. R = H; R*= CH3 24%
5h. R* = OCH,4 6g.R=H;R*=F, 12%

6h. R = Br; R* = NO, 96%

6i. R=H; R*=CO,(CH,)OEt, 45%
6j. R=H; R*=Cl;22%

6k. R = NHCOMet; R*= OCH; 5% |

L

Esquema 14: Proposta mecanistica para a reagéo de cicloadi¢do 1,3-dipolar entre
enaminonas (3a-d) e azidas (5a-h) (THOMAS, GOYVAERTS, et al., 2016)

De acordo com o exposto, o dipolardéfilo, que possui orbital preenchido de mais
alta energia (HOMO), representado por um dos carbonos da ligacdo dupla da
enaminona (3a-3d), ataca o dipolo, que é o atomo de nitrogénio positivamente
carregado. Por consequéncia, o carbono com momento dipolo positivo é atacado
pelo nitrogénio com carga negativa, formando o intermediario que, apds a migracao
da ligacdo de hidrogénio, leva a obtencéo do 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido.

A literatura indica que o sucesso da reacdo de cicloadicdo, descrita acima,
depende de parametros eletronicos, em que a reducdo do gap de energia entre o
HOMO (enaminona) e o LUMO (azida) constitui os fatores essenciais para a
ocorréncia da reacdo. Logo, significa dizer que, substituintes doadores de elétrons
na enaminona e retiradores de elétrons nas azidas, respectivamente, podem formar
uma combinagéo que refletird em rendimentos satisfatorios na obtengéo dos 1,2,3-
triazois.

Essa afirmativa pode ser corroborada ao se deparar com o rendimento de 5%
obtido para o composto 6k. O substituinte da azida 5h é uma metoxila, com
caracteristicas eletro doadoras. A enaminona 3c, por sua vez, possui 0 grupo
acetamida, cujo par de elétrons do atomo de nitrogénio compromete-se com a
ressonancia junto a carbonila, deixando-o menos disponivel para o anel aromatico.
Portanto, as propriedades eletronicas dos reagentes, neste caso, ndo estdo de acordo
com a teoria apresentada anteriormente, o que pode justificar o rendimento baixo.

Neste escopo, cabe destacar que foi realizada a tentativa de submeter a 3f a
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reacdo de cicloadigédo 1,3-dipolar com a azida corresponde, 4h, de modo a obter
6m, representada no esquema 15. Porém, mesmo submetendo a reacdo por 24h a
150°C (geralmente a reacdo ocorre em 90°C), ndo se observou a formacdo do
produto, podendo-se utilizar a mesma explicacdo do ponto de vista eletrénico para

0S reagentes.

&

\ DMSO, 150°C N-g

- 70
‘ // \O | ] O
overnight
OCHj,4 /‘/ O 6m
H3CO

Esquema 15: Tentativa de sintese da N-(4-(1-(4-metoxilfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
carbonil)fenil)-4-metilbenzenosulfonamida (6m)

A sintese do composto 6q nao foi muito bem sucedida, uma vez que se
observou a presenca de arilazida (5g), ap6s o término da reacdo (esquema 16). Por
esse motivo, de imediato, cogitou-se realizar a purificacdo do material por
cromatografia em coluna. Entretanto, a acetofenona 2b (necesséaria para formacgéo
da enaminona 3b) € adquirida pelo LabSint em pequenas quantidades (trata-se de
um reagente oneroso), por isso, a sintese é feita em pequena escala. Portanto, ndo
seria vantajoso colunar o material para obter uma quantidade infima, insuficiente,

de produto puro.

Ns 0
=
+ N~ DMSO, 120°C
l Br
59

Br 16h o
3b OO0 6q

0]

Esquema 16: Reacdo de cloadicdo 1,3-dipolar para obter a molécula 6q

A confirmacdo da sintese dos compostos (6a-k) foi feita através da analise dos

espectros de RMN de hidrogénio e carbono. A obtencdo dos compostos 1,2,3
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triazolicos pode ser facilmente verificada pela identificacdo do singleto do
hidrogénio referente ao triazol, que geralmente esta localizado na regido de alto
deslocamento, entre 8 - 9,0 ppm. Esse valor se deve a presenca da carbonila,
diretamente ligada ao triazol, que concentra maior densidade eletrénica no
oxigénio, por ser mais eletronegativo que o carbono, desblindando o atomo de
hidrogénio. XU, ZHUANG, et al., 2013)

Dessa forma, a figura 17 mostra o espectro de hidrogénio, feito em DMSOd,
obtido para uma das moléculas sintetizadas, 6c, por exemplo. Neste caso, ganha
destaque o sinal em 9.81 ppm (Ha) do singleto referente ao triazol, e os sinais dos
hidrogénios Hb, Hc, Hd e Hf, respectivamente, relacionadas aos anéis aromaticos.
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Figura 17: Espectro de RMN do composto 6c em DMSOd, evidenciando o hidrogénio
triazolico (Ha) em 9.81 ppm

A literatura assegura que a reacdo de cicloadicéo 1,3-dipolar apresentada neste
trabalho € regiosseletiva, levando a formacdo majoritaria de triazois 1,4-
substituidos. A afirmativa também pode ser explicada por RMN, pois estudos
apontam que substituicbes na posicdo 4 de 1,2,3-triazois implicam em singletos
com maiores deslocamentos em comparacdo com as substituicbes na posicédo 5.
(CALDERONE, GIORGI, et al., 2005; KUMAR, Rajiv, VATS, et al., 2018; XU,
ZHUANG, et al., 2013).
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O detalhe € que, quando o espectro é feito em DMSQd, os sinais para os triazdis
1,4-substituidos sdo mais deslocados do que em cloroférmio deuterado, mas, em
geral, esses deslocamentos sdo mais acentuados.

Para comprovar a teoria, a figura 18 mostra o espectro de hidrogénio do
composto realizado em cloroférmio deuterado. Em comparagdo com os resultados
visualizados na figura 18, nota-se que o singleto do triazol esté situado em 8.82 ppm

(menos deslocado) do que em DMSQOd, em que 0 mesmo sinal é localizado em 9.81

ppm.
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Figura 18: Espectro de RMN do composto 6c, feito em CDCI3

4.1.2

Re-ancoragem e ancoragem molecular

Nesta etapa, deseja-se avaliar a energia de ligagdo das moléculas sintetizadas
frente a proteina CFTR, através do método de ancoragem molecular. Entretanto, é
relevante destacar que nesta etapa, todas as moléculas propostas inicialmente (néo
necessariamente sintetizadas), foram estudadas.

Assim, foi realizada a otimizacdo de cada estrutura quimica dos compostos

propostos no SpartanPro®. A figura 19 exemplifica o resultado obtido nessa etapa
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para a molécula 6Kk.

Figura 19: Exemplo de uma molécula que teve a energia minimizada no programa
SpartanPro®

A proteina de interesse (CFTR) esta disponivel no banco de dados PDB
(Protein Data Bank), complexada com o ligante de estudo, ivacaftor. O complexo

foi obtido no PDB , sob o cédigo 602P, como mostra a figura 20.

Figura 20: Estrutura cristalografica do complexo proteina (CFTR) — ligante
(ivacaftor), obtida do Protein Data Bank, codigo 602P
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Porém, antes de submeter os compostos aos estudos de ancoragem molecular,
propriamente dito, foi realizado o processo de validagcdo do método que € a re-
ancoragem molecular.

Assim, a tabela 2 apresenta os valores de RMSD obtidos nesta etapa, onde se
destacam os dados encontrados para as poses 2 e 10— (1.3 e 1.6 A, respectivamente
— que s&o menores que 2.0 A). Logo, de acordo com os conceitos descritos na se¢do
1.9 deste trabalho, infere-se que o programa é capaz de ndo s6 encontrar o sitio de
ligacdo da proteina em questdo como também de encaixar o ligante nesse sitio,

gerando conformacdes satisfatorias.

Tabela 2: Relagéo entre as poses geradas pelo Software e o valor de RMSD, com
destaque, em negrito, para as poses 2 e 10, respectivamente

Pose
(conformacéo) do RMSD (A)
ligante no sitio de
interacéo
1 2.8
2 1.3
3 8.9
4 8.2
5 5.0
5 8.3
7 9.5
3 8.6
9 7.8
10 1.6

Para fins de ilustragdo, na figura 21, podem ser observadas as poses 10 (A) e 2
(B), interagindo com o ligante ivacaftor (em amarelo) no sitio de interacdo da

proteina. Nota-se a sobreposicéo das conformagfes geradas em relacdo a posicao
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do ligante.

Figura 21: Representacéo das poses (em cinza) dos melhores RMSD obtidos. A) Pose
10; B) Pose 2

Apds a validacdo do método, prosseguiu-se com a etapa de ancoragem
molecular. Sendo assim, com o0 objetivo de aumentar a confiabilidade dos
resultados obtidos de Moldock Score, a ancoragem molecular dos compostos
planejados foi realizada em triplicata.

Convém destacar que, como discutido nas se¢des anteriores, ndo foi possivel
obter as moléculas 61-p, cujas estruturas estdao mostradas na figura 22. Entretanto,
neste momento, deseja-se buscar compreender como as moléculas propostas
(mesmo as que ndo foram sintetizadas), interagem com a proteina alvo. Assim, para
complementar esses estudos, também foram incluidas mais trés moléculas: 113m,
114m e JFR49m , codificadas aleatoriamente.

E relevante, ainda, enfatizar, que a proposta de incluir todas as moléculas
sugeridas adveio apos o insucesso da tentativa de obter as moléculas, inclusive 6l-
g, uma vez que representam diferentes padroes de substituicdo. Com isso, pretende-
se analisar se ha alguma alteracdo quanto a energia de ligagdo dos compostos caso

haja mudanca na posicao de substituintes especificos.

65


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1912850/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1912850/CA

60

o ot
HsCO
’ HsCO JFR49m

Figura 22: Estrutura quimica das moléculas 6l-g; 113m, 114m e JFR49m,

incluidas nos estudos de ancoragem molecular

A tabela 3 mostra os resultados feitos em triplicata para os valores de Moldock

Score, além da media obtida e o desvio-padréo calculado em cada caso. Os nimeros

significativos dos valores de Moldock Score apds a casa decimal foram preservados,

arredondando o valor apenas no calculo da média para facilitar a analise dos dados.
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Tabela 3: Valores de Moldock Score obtidos em triplicata (ancoragem 1, 2 e 3,
respectivamente, e os dados da média e desvio-padrao

Molécula  Ancoragem1  Ancoragem?2  Ancoragem 3 Variaveis
Moldock Score Moldock Score Moldock Score  Média Desvio
(Kcal/maol) (Kcal/mol) (Kcal/mol) padréo
6a -113,784 -113,89 -114,772 -114 0,44
6b -104,071 -104,151 -104,367 -104 0,13
6c -109,174 -109,076 -109,213 -109 0,06
6d -115,508 -115,563 -115,548 -116 0,02
6e -109,1 -109,14 -108,89 -109 0,11
6f -113,493 -113,543 -113,513 -114 0,02
69 -104,719 -105,373 -105,473 -105 0,33
6h -134,112 -132,807 -134,578 -134 0,75
6i -104,408 -103,16 -104,383 -104 0,58
6j -105,568 -105,558 -105,24 -105 0,15
6k -125,722 -125,68 -125,891 -126 0,09
6l -129,259 -129,224 -129,333 -129 0,045
6m -128,862 -132,067 -133,679 -132 2,00
6n -132,22 -134,836 -150,919 -139 8,27
60 -131,026 -132,355 -137,862 -134 2,96
6p -141,985 -147,75 -147,764 -146 2,72
6q -135,834 -138,695 -128,425 -134 4,33
113m -144,886 -152,86 -153,088 -150 3,81
114m -124,598 -127,625 -130,296 -146 2,33
JFR49m -127,907 -128,545 128,42 -129 0,12
Ivacaftor -85,809 -85,652 -85,646 -86 0,08

O primeiro ponto que desperta a atencdo é que os valores das energias de
interacdo (Moldock Score) encontrados para as moléculas em estudo séo superiores,
em médulo, em comparag&o ao valor obtido para o ligante de referéncia, o ivacaftor
(-86 kcal/mol). Diante dos dados obtidos despertou-se um interesse ainda maior
pelas estruturas propostas.

Assim, foi verificado que os maiores valores de Moldock Score obtidos estéo
relacionados com as moléculas mais volumosas e com ligacdes de grau de liberdade
mais elevado.

A afirmativa baseia-se na teoria de que, quanto maior o nimero de rotacdes
existentes para as compostos em estudo, as possibilidades de conformac6es geradas
que poderdo interagir com 0s aminoacidos no sitio de ligacdo da CFTR serdo

superiores.
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Para exemplificar o que foi descrito anteriormente, a figura 23 apresenta uma
comparacao da estrutura quimica da 6n, ap0s otimizacdo, em comparagdo com a
estrutura do ivacaftor. Nota-se que as ligagdes em 6n possuem maior grau de
liberdade, enquanto que o ivacaftor apresenta dois anéis ciclicos rigidos néo
rotacionaveis (circulado em vermelho). Esse sistema mais rigido parece limitar o
grau de rotacdo da molécula, o que pode resultar o menor nimero de conformagdes

que este ligante pode assumir no sitio de ligacao.

Figura 23: Comparagéo da molécula ivacaftor (A) e os anéis arométicos circulados em
vermelho. (B) mostrando o maior nimero de liga¢des rotacionaveis

A partir desses dados, foi realizada uma analise qualitativa a fim de verificar
se as moléculas em estudo interagem com o0s aminoacidos que, de fato, séo
importantes para a interacdo no sitio de ligacdo da CFTR.

E valido, antes, destacar os estudos de ancoragem molecular realizados por Liu

e colaboradores, em que apresentam os aminoacidos relevantes para a interacdo da
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CFTR com o ivacaftor, realizados a partir da mesma estrutura cristalografica do
complexo CFTR-ivacaftor obtida para este trabalho. Por esses estudos, foi
concluido que, dentre os aminoacidos identificados, os mais importantes para a
interacdo da proteina com o ivacaftor no sitio de interacdo foram: Ser308, Phe312,
Arg933, Tyr304 e Phe931 (LIU, ZHANG, et al., 2019).

A Ser308 e Phe312 interagem com o grupo funcional quinolinona do ivacaftor,
sendo a primeira, responsavel pela ligacdo de hidrogénio com o nitrogénio, e a
segunda, pela interagdo por empilhamento da liga¢ao m. Arg933 e Tyr304 formam
ligacdo de hidrogénio com o grupo carbonila, representando uma interacao
importante para a estabilizacdo do ligante em uma estrutura da proteina chamada
TMS8, que parece atuar como uma dobradica localizada no sitio de ligacdo. O estudo
descreve que a estabilizacdo do ligante nessa estrutura pode ser um indicativo do
mecanismo de acdo do ivacaftor, de exercer a mudanca conformacional da CFTR e
permitir o fluxo i0nico adequado.

Outro aminoacido relevante citado, a Phe931 que forma uma interacéo estérica
com o anel aromatico do fenol. A substituicdo desse aminoacido por alanina
diminui a afinidade do ivacaftor pela proteina em dez vezes, o que justifica sua
importancia para a interagdo. Além disso, outros aminoacidos como Phe932 e
Phe305 também foram importantes para as intera¢fes hidrofdébicas. A figura 24
representa 0s aminoacidos descritos pelo trabalho realizado por Liu e
colaboradores, em que podem ser observadas as interagdes do ivacaftor e CFTR e
a regido TM8.
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Figura 24: Interagdo da CFTR e o ivacaftor no sitio de ligagéo. Os amoniacidos de
interesse podem observados

Diante das considerages feitas previamente, na figura 25(F), observa-se que
as ligacOes intermoleculares envolvidas na interacdo entre CFTR e a molécula de
referéncia (icavaftor) através da metodologia aplicada neste trabalho foram:
ligacGes de hidrogénio (entre Tyr304 e Phe931 e a carbonila do ivacaftor) e
interacOes estéricas (entre Phe932, Phe931, Phe312, Gly 930, Ser308, Phe305 e 0s
anéis aromaticos do ivacaftor).

Nota-se que 0s mesmos aminoacidos aqui encontrados coincidem com aqueles
citados na literatura, principalmente Phe931, que se mostrou importante para a
afinidade da interacdo com a CFTR e a Tyr304, relevante para o encaixe no sitio de
ligagéo.

Assim, infere-se que 0 método de ancoragem molecular utilizado neste trabalho
é fidedigno, podendo ser reproduzido para as moléculas de estudo, uma vez que sao
capazes de aloca-las no sitio de ligacdo da CFTR importante para mediacdo da
resposta bioldgica. Sabendo disso, espera-se encontrar 0s mesmos aminoacidos
interagindo com as moléculas de interesse. Para essa verificagdo, foram
selecionadas algumas moléculas que apresentaram valores de Moldock Score
interessantes: 6q, 6m, 6n, 6i e 6k, identificadas pelas letras A, B, C, D e E,

respectivamente.
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Figura 25: Representagdo da interagdo entre os aminoacidos e as moléculas no sitio de ligacdo da CFTR. (A) 6q; (B) 6m; (C) 6n; (D) 6i; (E) 6k e (F) ivacaftor.
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Verificou-se que, embora as moléculas testadas tenham estruturas quimicas
diferentes do ivacaftor, os aminodcidos citados necessarios para a interacéo no sitio
de ligacéo foram encontrados. A Phe931, por exemplo, dita como importante para
a afinidade da ligacdo, esta presente efetuando ligacdes de hidrogénio com o
nitrogénio do anel triazdlico das moléculas 6q (A), e interacOes estéricas com o
mesmo anel nas moléculas 6g (A), 6m (B), 6n (C) 6k e (E) 6k. O interessante é
gue esse aminoacido interage com o grupamento amida do ivacaftor por ligacéo
hidrogénio, e, no caso da molécula 44, essa mesma interacao é feita com o grupo
triazdlico, o que pode corroborar com o fato de os triaz6is serem representados
como bioisdsteros da amida.

Destaca-se a presenca da Arg933 e Tyr304 na interacdo com as moléculas 6m
e 6n, pois, como ja foi citado, a presenca de ambos os aminoacidos se mostraram
importantes na estabilizacdo das estruturas no sitio de ligacdo para mediarem o
efeito bioldgico.

Insta frisar que, as moléculas 113m, 114m e JFR49m apresentaram resultados
de Moldock Score ligeiramente maiores (em mem relacdo aos compostos com
padrdes de substituicdo diferentes. Por essa razédo, conclui-se que a energia de
ligacdo frente a proteina CFTR ndo foi alterada com a mudanca da posi¢do dos
substituintes tosil ou acetamida do anel aromatico dos compostos 1,2,3-triaz0is
estudados.

Portanto, diante do exposto, pode-se afirmar que as moléculas entdo propostas
podem representar importantes agentes ativos frente a fibrose cistica, dada a
capacidade de interagir com aminoacidos relevantes, no sitio de ligacdo da CFTR.
Logo, ao alcanga-lo, espera-se que essas moléculas promovam a estabilidade
conformacional na proteina, permitindo a abertura do canal e o fluxo adequado de

jons através da membrana, tal como ocorre com o ivacafto
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4.1.3

Andlise toxicologica (in silico)

Os resultados obtidos atraves do VirtualToxLab® estdo dispostos na tabela
4. As moléculas 6k, 6m, 6n, e 6p despertaram grande interesse por apresentarem
interacdes mais fracas, indicadas pela cor verde mais clara, ou nenhuma interacao
(espacos em branco) com as proteinas-alvo, refletindo em valores de Toxpot mais
baixos. Nesse contexto, destaca-se que, quantitativamente, a forca de ligacdo entre
as 16 proteinas e cada molecula é dada pela intensidade da cor a ela atribuida,
acompanhada de um valor numérico que vai traduzir essa intensidade.

Diante desses dados, buscou-se compreender melhor como as moléculas
interagem com as proteinas — alvo, a fim de angariar alguma correlacdo da
toxicidade com a estrutura das mesmas. Com esta finalidade, foi realizada a
ancoragem molecular nos receptores Ar e AhR, respectivamente, de um dos
compostos mais tdxicos, segundo o valor de Toxpot — 6¢ e 6e — e dos menos toxicos:
6m e 6n. No caso do Ar, foi mantido o DHT (Di-hidrotestosterona) que € o ligante
complexado a proteina em sua estrutura cristalografica.

Interessante que, para o receptor AhR , houve uma interacdo mais intensa,
de moderada a forte, para a maioria das moléculas, fator que pode estar contribuindo
para o valor mais acentuado de Toxpot, o que justifica a escolha para a realizagédo
da ancoragem molecular neste caso. E valido destacar que este receptor é um fator
de transcricdo que, enguanto inativo, fica localizado no citoplasma ligado as

proteinas chaperonas.
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Moléculal Toxpot AR AhR [CYP1A2|CYP2C9|CYP2D6|CYP3A4| ERa ERDb GR hERG LXR MR PPARg PR Tra TRb
6j 0,598 6,50 7,90 5,10 4,90 4,50 4,60 5,50 540 6,10 4,50 5,30 4,50 6,20 6,00 6,10 7,30
6b 0,665 6,80 8,50 4,60 5,30 5,60 5,90 6,10 6,20 6,70 6,50 5,50 5,00 6,40 6,60 6,70 6,80
6e 0,681 7,00 8,70 5,80 5,50 6,30 540 5,80 510 6,90 5,00 5,00 540 7,30 6,40 7,00 6,60
69 0,635 4,50 6,60 4,60 5,50 0,00 4,60 5,70 4,60 6,50 7,20 8,20 6,60 5,80 7,30 7,40 5,90
6m 0,225 0,00 4,30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,30 0,00 0,00 0,00 4,10 4,20 4,30 0,00
6k 0,267 4,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,20 4,30 4,30 4,30 0,00 410 4,70 4,70 0,00 4,50
69 0,64 6,60 8,30 4,90 4,70 440 4,70 5,50 540 6,10 4,70 5,30 4,60 6,30 530 6,50 6,90
Bi 0,629 5,80 7,30 4,90 0,00 4,20 0,00 4,40 4,40 5,50 5,90 8,20 0,00 5,30 6,50 6,20 6,40
6n 0,219 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,30 4,00 0,00 0,00
6f 0,656 7,00 8,50 5,70 4,50 5,60 540 6,00 6,70 6,20 4,50 5,70 540 7,10 5,70 7,70 7,00
6h 0,641 6,20 8,30 6,10 6,20 5,00 5,80 6,20 5,90 6,40 5,80 6,10 540 7,30 0,00 6,60 6,10
6d 0,541 5,30 5,90 0,00 0,00 520 530 6,10 4,60 5,70 0,00 5,70 5,50 740 6,70 6,40 6,20
6c 0,672 6,10 8,60 6,50 540 540 4,90 5,50 5,50 6,00 6,10 5,00 4,90 6,60 5,50 7,20 6,90
6a 0,504 7,00 6,20 0,00 5,20 0,00 5,70 4,80 4,10 4,70 4,40 6,30 6,00 6,90 4,90 7,10 5,90

JFR49m| 0,372 0,00 4,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 520 0,00 4,80 4,20 4,80 5,20 4,40 5,80 4,40

114m 0,348 0,00 4,50 4,80 0,00 0,00 4,50 0,00 4,40 4,80 0,00 4,10 0,00 4,50 5,30 4,60 5,60
113m 0,433 5,50 5,20 4,10 0,00 580 440 540 6,10 6,40 5,70 5,50 530 5,70 5,90 530 5,10
6p 0,28 0,00 4,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 450 5,00 4,20 4,00

60 0,516 5,10 4,50 0,00 4,30 4,70 4,90 4,60 510 6,60 0,00 4,60 4,40 5,70 7,10 5,60 6,70

6l 0414 0,00 4,40 4,10 0,00 0,00 0,00 4,40 4,40 4,90 6,20 0,00 4,40 4,70 4,10 550 4,60
ivacaftor| 0,172 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabela 4: Valores de Toxpot obtidos pelo software VirtualToxLab® para todas as moléculas de acordo com a interagdo com as 16 proteinas-alvo
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Ao ser ativado, 0 AhR é encaminhado ao nucleo onde induz a expresséo de
varios genes, sendo capaz, entdo, de modular diversas funcbes celulares e incitar
efeitos adversos importantes. (CHENG, Lin, QIAN, et al., 2017).

Semelhantemente, o receptor Ar € interessante, pois, conforme a tabela 5,
observam-se interacbes moderada e fraca para as moléculas em questdo, o que
possibilita estuda-las com mais detalhes pela ancoragem molecular.

Ar é um receptor nuclear que, apos a interacdo com o andrégeno, liga-se ao
DNA diretamente, numa regido de regulacdo génica especifica, modulando a
transcricdo de gene. Assim, por consequéncia, efetua o controle fisiologico de
maturacdo sexual masculina, como, por exemplo, o desenvolvimento e crescimento
normais da prostata (PEREIRA DE JESUS-TRAN, COTE, et al., 2006).

Desta forma, os resultados das energias de interacdo para os receptores AhR

e Ar, estdo dispostos nas tabelas 5 e 6 , respectivamente.

Tabela 5: Resultados da ancoragem molecular realizada no receptor AhR

Molécula MolDock Rerank HBond
Score Score (Kcal/mol)
(Kcal/mol) (Kcal/mol)

6m -159 -113 0

6n -152 -61 0

6c -126 -104 0

6e -125 -98 0

6k -145 -50 0
ivacaftor -108 192 0

Tabela 6: Resultados da ancoragem molecular realizada no receptor Ar

Molécula MolDock Score Rerank Score HBond
(Kcal/mol) (Kcal/mol)  (Kcal/mol)

6m -174 -74 -0,6
6n -145 36 -1,5
DHT -114 -102 -7,3
6c -120 -92 -4,6

6e -127 -102 0
6k -149 -113 -8,5
ivacaftor -70 220 -0,05
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Os resultados das energias de interacdo das tabelas 5 e 6 mostraram-se
coerentes com aqueles exibidos na tabela 3. Por exemplo, para 0 AhR, as moléculas
6n e 6k ndo tiveram interacdo, o que pode ser constatado pelos menores valores de
Rerank Score — em mddulo — , se comparado com aqueles obtidos para moléculas
mais toxicas, como a 6¢ e 6e. No caso do ivacaftor, observa-se que o valor de
energia € muito alto (192 e 220 Kcal/mol para AhR e Ar, respectivamente). Tal
analise sugere que nao foi possivel encontrar um minimo de energia para as
conformacdes geradas no sitio de interacéo, 0 que pode explicar a baixa ou nenhuma
interacdo ligante-proteina, refletindo a baixa toxicidade deste composto.

Observando as figuras 26 e 27, nota-se que para a molécula 6e, por exemplo,
que exibiu maior afinidade pelo sitio de ligacao dos receptores, a interagdo com 0s
residuos de aminoacidos hidrofébicos foi menor. Entretanto, para as moléculas
menos toxicas, esse tipo de interagdo € mais acentuada. Por exemplo, no caso do
ligante DHT (figura 27), as interacfes com os amino&cidos séo através de ligacdo
de hidrogénio, majoritariamente, confirmado pelo menor valor da energia de Hbond
(-7.3 Kcal/mol), tabela 6.

Logo, pode-se inferir que a presenca de atomos de carbono dos anéis
aromaticos, dos grupos sulfonila e carbonila, principalmente, contribui para que a
molécula tenha uma conformacao especifica no sitio de ligacdo desses receptores.
Com isso, as interacbes com os residuos de aminoacidos de caracteristicas
hidrofébicas sdo favorecidas. Assim, a relacdo proteina-ligante, neste caso, tera
maior caréater repulsivo, que reflete em energias de interagdo menores (em modulo)

e, possivelmente, contribui para toxicidades mais baixas.
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Figura 26: InteracGes entre os residuos de aminoacidos do receptor Ar e as moléculas (A) — 6m; (B) — 6e; (C) — DHT; (D) — ivacaftor
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Figura 27: Interagdes entre os residuos de aminoacidos do receptor AhR e as moléculas (A) —6k; (B) — 6e; (C) — 6n; (D) — ivacaftor
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4.1.4
Estudos tedricos de ADME

De acordo com as etapas anteriores de ancoragem molecular e do estudo
toxicoldgico in silico, trés moléculas se destacaram: 6k, 6m e 6n. Sendo assim,
somente estas foram consideradas nos estudos tedricos de ADME. A figura 29
exemplifica os dados completos que sdo fornecidos pelo swissADMET quanto aos
parametros farmacocinéticos e a tabela 7 disp6e os resultados dos parametros fisico-
quimicos.

Verifica-se que a molécula 6k apresentou resultados fisico-quimicos muito
interessantes, ndo havendo nenhuma violacdo das regras estabelecidas pelo
programa swisSADMET. Por essa andlise, infere-se que o composto pode ser
considerado um candidato a fa&rmaco, alem de também se enquadrar nos parametros
de Leadlikness. Neste conceito, as moléculas devem ser, preferencialmente,
menores e menos hidrofébicas do que as druglikeness (DAINA, MICHIELIN, et
al., 2017).

O perfil farmacocinético da 6k também foi satisfatdrio, apresentando alta
absorcdo gastrica e moderada solubilidade em agua (log S = -5.50). Além disso, ndo
foi capaz de atravessar a Barreira Hemato-encefalica (BHE) e ndo apresentou
interacdo com glicoproteinas (P-gP), que pode estar associado ao menor potencial
toxico da molécula.

Quanto ao metabolismo, o swisSADMET revelou que 6k é um inibidor
enzimatico, sendo um substrato para as isoformas CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 e
CYP3A4; entretanto, ndo se obteve a mesma evidéncia observada no
VirtualToxLab. Neste caso, o programa ndo mostrou nenhuma interagdo com as
proteinas citadas, que pode estar associado com variagdes residuais dos valores

obtidos dentro da margem de erro do programa.
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Figura 28: Informacdes completas geradas pelo programa SwissADME para a molécula

6k
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Tabela 7: Resultados dos parametros fisico-quimicos obtidos pelo swissADMET das moléculas que apresentaram resultados interessantes a parit dos estudos
anteriores: 6k, 6m e 6n

Mokcula [MW (gmol)] iLOGP HBD HBA |TPsA(A)| RB nAH MR | PAINS #alert | Brenk #alert
6k 336.34 2.88 1 5 86.11 6 17 92.04 0 0
6m 448.49 3.54 1 6 111.56 7 23 119.81 1 0
6n 520.56 2.92 1 8 137.86 11 23 135.29 1 1

*MW = peso molecular; iLOGP = coeficiente de particdo octanol/agua ; HBD = nimero de doadores de ligacdo de hidrogénio; HBA = numero de aceptores de ligacdo de
hidrogénio; TPSA = &rea de superficie polar da molécula; RB = nimero de liga¢des rotacionaveis; nAH = nimero de anéis aromaticos; MR =refratividade molar; Pains e Brenk
alert = nimero de fragmentos indesejaveis
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O composto 6m apresentou propriedades druglikeness, sem violagdes;
entretanto, ndo possui caracteristicas de um farmaco lider (Leadlikness). Apenas
um fragmento de alerta foi identificado na molécula. De forma geral, a absorcéo
gastrointestinal (GI) foi alta, mas a solubilidade em &gua, baixa (log S = -8.33). A
molécula 113 inibiu as enzimas CYP2C19, CYP2C9 e CYP3A4 e, assim como a
JFR49, ndo atravessa a BHE e néo se liga a P-gP.

Por outro lado, 0 composto 6n apresentou caracteristicas fisico-quimicas
que culminaram em violacOes segundo as regras e, portanto, foi reprovado como
druglikeness. O perfil farmacocinético ndo foi tdo interessante, com baixa
solubilidade e absorcéo Gl.

Uma vez que aproximadamente 60% dos farmacos sao reprovados na fase
clinica devido as suas propriedades farmacocinéticas e metabdlicas, os testes de
AMDET in silico devem ser considerados na fase de planejamento de novos

compostos, como uma excelente forma de economizar tempo e custos.
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4

Perspectivas

Como néo foi possivel a obtencdo dos compostos 6l-q, propbe-se que a
estratégia sintética adotada para a preparacao das mesmas seja otimizada, incluindo
a tentativa de obter os compostos a partir da metodologia anterior (implementada
por Ligia Freitas).

E importante considerar que, embora a molécula 6k tenha sido obtida (com
5%), a sintese da mesma precisa de otimizagdo, de maneira a obter rendimentos
mais elevados. Essa medida é crucial, principalmente, se for comprovada a
atividade bioldgica do composto frente a CFTR, através dos estudos in vitro, que
também representa um das perspectivas deste trabalho, sendo realizada em
colaboragdo com a professora Margarida Amaral da Universidade de Lisboa,
Portugal.

Sugere-se que a sintese da molécula 6q seja refeita diminuindo o equivalente
da azida 5g, j& que 0 excesso prejudica a pureza do produto final.

Como foi verificado que os compostos 113m, 114m e JFR49m tiveram
afinidade pela CFTR, a sintese das mesmas é uma excelente proposta que pode
contribuir para os estudos de Relacdo Estrutura - Atividade (SAR).

Além disso, também ¢é interessante dar continuidade aos estudos
computacionais, explorando outras ferramentas que possam auxiliar a analise mais
minuciosa da proteina CFTR, como, por exemplo, o software TTD (Therapeutic
Target Database). O de novo design também pode ser util para a obtencdo de
informac0es interessantes quanto aos padrdes de substituicdo que podem favorecer
a interacdo com a proteina.

Ainda dentro desse escopo, sugerem-se o0s estudos de dindmica molecular,
pois podem auxiliar na quantificagdo dos efeitos dinamicos da interacdo ligante-
receptor, além de permitir avaliar o tempo de residéncia da molécula estudada no
sitio de ligacdo da proteina.

Outra medida importante a ser considerada com a técnica proposta € a
verificacdo da abertura da CFTR com dindmicas moleculares de longa duracéo.

Ademais, enfatiza-se a continuidade dos estudos e da aplicacdo de novas
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metodologias sintéticas de acoplamento C-N para a obtengdo das quinolinonas-
triazdis, uma vez que, por este trabalho, também apresentaram resultados otimistas
no contexto da ancoragem molecular.

Como forma de validar os resultados obtidos tanto da parte sintética como
dos estudos computacionais, todos os compostos obtidos serdo enviados para a
etapa de avaliagdo in vitro (realizada em colaboracdo com a Universidade de
Lisboa). Com isso, deseja-se analisar se, de fato, as moléculas estudadas possuem

atividade frente a CFTR, como previsto pelos estudos in silico.
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5

Conclusao

Os compostos 1,2,3-triazois 1,4-substituidos (6a-k) foram preparados com
rendimentos de 5-96%, através da estratégia sintética de cicloadigdo 1,3-dipolar
entre enaminonas (3a-f) e azidas (5a-h). Gracas a reacéo de organocatélise mediada
por L-prolina na presenca de DMA-DMF (1) e acetofenonas (2a-f), foi possivel
obter enaminonas de maneira mais rapida (2 a 5 horas). Adicionalmente, a
metodologia apresentada é muito interessante por permitir que a reacao de obtencéo
de 1,2,3-triazbis seja regiosseletiva, livre do uso de catalisadores (como cobre e
paladio).

A atividade de todos os compostos 6a-q propostos frente a CFTR foi
investigada por meio do método de ancoragem molecular, em que se verificaram
energias de interagdo (Moldock Score) superiores, em modulo, aquela encontrada
para a molécula de referéncia, o ivacaftor. Os resultados obtidos nesta fase se
mostraram otimistas, uma vez que as moléculas 6m-n apresentaram interacdes com
os aminoacidos Arg933 e Tyr304 no sitio de ligacdo da CFTR. Essas interacdes séo
muito relevantes, pois, em conformidade com dados obtidos da literatura,
contribuem efetivamente para a mudanca conformacional da proteina, conduzindo
a melhora nos sintomas inerentes a Fibrose Cistica.

O software VirtualtoxLab® permitiu prever a toxicidade dos compostos
sintetizados em comparagdo com o ivacaftor, onde se constatou que a maioria
apresentou Toxpot consideravelmente elevado, exceto para os compostos 6k, 6m e
6n. O programa swissADME foi a ferramenta computacional usada para estudar o
perfil farmacocinético das moléculas que se destacaram na etapa anterior (6k, 6m
e 6n). Os dados apontaram que a 6k e 6m sdo compostos ativos, com caracteristicas
druglikeness, podendo representar uma alternativa farmacologica ao tratamento de
FC.

Portanto, mediante a tudo que foi exposto, dentre os 1,2,3-triazois-1,4-
substituidos sintetizados, o composto 6k se evidenciou pelo baixo potencial toxico
(in silico) e por apresentar perfis farmacocinéticos interessantes que o destacam

como druglikeness. Além disso, mesmo que 0s outros compostos ativos ndo tenham
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sido sintetizados, enfatiza-se que o presente trabalho contribuiu para o
planejamento de moléculas promissoras frente ao tratamento de Fibrose Cistica.
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2

Procedimentos Experimentais

7.1

Procedimentos experimentais (parte sintética)

7.1.1

Sintese da 4-aminobenzoato de 2-etoxietil (49)

Em um baldo de 25 mL adicionou-se o acido aminobenzoico (4) e o 2-
etoxietanol, sendo levados para uma placa em aquecimento. Em seguida, Logo em
seguido, o &cido sulfarico foi adicionado aos poucos e a reacao ficou em refluxo a
135°C, sob agitacdo, por 1h. Tendo passado esse tempo, esperou-se a reacao esfriar
e depois se verteu um pouco de agua gelada e pedras de gelo no baldo contendo a

reacdo. O produto foi obtido ap6s precipitacéo e filtragdo a vacuo.

Etoximetil 4-aminobenzoato (49g)

NH,

o O/\O/\

Rendimento: 61%

FM: C10H13NO3

PM: 195.22 g/mol

RMN !H (400 MHz, CDCl3) § 7.89 — 7.85 (m, 1H), 6.65 — 6.61 (m, 1H), 4.42 —
4.40 (m, 1H), 3.75-3.73 (m, 1H), 3.57 (9, J = 7.0 Hz, 1H), 1.22 (t, J = 7.0 Hz, 1H).
RMN 3C (101 MHz, CDCls) & 166.98, 151.08, 131.96, 119.83, 114.25 66.84,
66.76, 63.66, 15.46.
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7.1.2

Sintese de arilazidas (5a-h)

1 g da arilanilina correspondente (4a-h) foi dissolvido em uma solucéo de

H2SO4 6mol/L e colocado em banho de gelo. Em seguida, NaNO> (12,2 mmol, 8g)

(dissolvido em &gua) é adicionado a solucgdo inicial. A mistura foi agitada por 30

minutos e, apds esse tempo, adicionou-se a azida de sodio (32,52 mmol, 2g) por

gotejamento, sob agitacdo rigorosa. A reacdo foi acompanhada por TLC e apoés

1h30 de reacdo, verificou-se a formacéo do produto por TLC. A reacéo foi extraida

com acetato de etila /agua e seca com sulfato de sodio anidro para posterior

evaporacdo no evaporador rotatério.

Acido 4-azidobenzoico (5a)
N3

0~ "OH
Rendimento: 84%
FM: C7HsN302
PM: 163,14

1-azido-4-bromobenzeno (5b)
N3

Br
Rendimento: 42%
FM: C7HsN30-
PM: 198,02
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1-azido-4-nitrobenzeno (5¢)

N3

NO,
Rendimento: 95%
FM: CsHaN4O2
PM: 164,12

1-azido-4-clorobenzeno (5d)
N3

Cl
Rendimento: 87%
FM: CgH4CIN3
PM:153,57

1-azido-4-metilbenzeno (5e)
N3

CHs
Rendimento: 44%
FM: C7H7N3
PM: 133,15
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1-azido-4-fluorobenzeno (5f)
N3

F
Rendimento: 61%
FM: CeH4FN3
PM: 137,12

Etoximetil 4-azidobenzoato (59)
N3

0”0”7 07

Rendimento: 57%

FM: C10H11N3O3

PM: 221,22

RMN H (400 MHz, CDCls) & 8.07 — 8.03 (m, 1H), 7.07 — 7.04 (m, 1H) , 4.46 —
4.44 (m, 1H), 3.76 — 3.74 (m, 1H), 3.57 (q, J = 7.0 Hz, 1H), 1.25 — 1.21 (m, 2H).

1-azido-4-metoxibenzeno (5h)
N3

OCHs
Rendimento: 88%
FM: C7H7N3O
PM: 149,15
RMN !H (400 MHz, CDCls) 6 6.97 — 6.94 (m, 1H), 6.91 — 6.87 (m, 1H), 3.79 (s,
2H).
RMN %3C (101 MHz, CDCls) § 156.96, 132.34, 120.02.115.16, 55.63, 55.49.
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7.1.3

Sintese da N-(2-acetilfenil)acetamida (2c)

A 2-amoniacetofenona 1c (1.48 mmol, 200mg) é misturada com &cido
acético (10.36mL) e colocada sob agitagdo a 50°C durante 1h. A partir de ent&o,
foi adicionado ao baldo o anidrido acético (1.63 mmol, 0,15mL), ficando sob
agitacdo por mais 1h. A solucéo foi resfriada a temperatura ambiente, e o solido

obtido, filtrado e lavado com &gua gelada.

N-(2-acetilfenil)acetamida (2c)
o
N\
H
0

Rendimento: 34%

FM:C10H11NO>

PM: 177.20

RMN *H (400 MHz, CDCls) § 2.23 (s, 1H), 8.73 (dd, J = 8.5, 1.0 Hz, 1H), 7.89 (dd,
J=8.0, 1.5 Hz, 1H), 7.55 (ddd, J = 8.6, 7.5, 1.5 Hz, 1H), 7.13 — 7.09 (m, 1H), 2.66
(s, 1H), 2.23 (s, 1H).

RMN 3C (101 MHz, CDCls) § 203.44, 169.46, 141.03, 135.41, 131.62, 122.34,
122.33, 122.26, 121.69, 120.73, 120.69, 28.95, 24.47.

7.1.4

Sintese da N-(2-acetilfenil)-4-metilbenzenosulfonamida (2d)

Em um baldo de 100mL, foram adicionados o cloreto de tosila ( 2.96 mmol,
562 mg), a 2-aminoacetofenona 1c (2.96 mmol, 400 mg) e diclorometano (80mL).
A atmosfera do baldo foi trocada com arg6nio e, em seguida, adicionou-se a piridina
(8 mL) a reacdo. A mesma ficou em agitacao por 5h, e por, foi feita uma TLC para
verificar a formacao de produto. Também foi adicional um pouco de solucdo aquosa
de HCI (50%) para neutralizar a piridina. A extragdo foi feita com Nacl e

diclorometano.
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N-(2-acetilfenil)-4-metilbenzenosulfonamida (2d)

Rendimento: 73%

FM: C10H11NO2

PM: 177,20

RMN H (400 MHz, CDCls3) § 11.45 (s, 1H), 7.81 — 7.67 (m, 1H), 7.47 — 7.42 (m,
1H), 7.22 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.08 — 7.03 (m, 1H), 2.56 (s, 1H), 2.36 (s, 1H).

7.1.5
Sintese da N-(4-acetilfenil)acetamida (2e)

A 4-amoniacetofenona 1d (3.7 mmol, 500mg) é misturada com &cido
acetico (36 mL) e colocada sob agitacdo a 50°C durante 1h. A partir de entdo, foi
adicionado ao baldo o anidrido acético (0,38 mL), ficando sob agitacdo por mais
1h. A solugdo foi resfriada a temperatura ambiente, e o solido obtido, filtrado e
lavado com agua gelada.

N-(4-acetilfenil)acetamida (2e)
o)
Jon
)k’.“
H
Rendimento: 67%
FM: C10H11NO>
PM: 177,20
RMN *H (400 MHz, CDCls) & 7.92 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.63 (d, J =
8.5 Hz, 1H), 2.57 (s, 2H), 2.21 (s, 2H).
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RMN 23C (101 MHz, CDCls) § 197.17, 168.76, 142.76, 132.83, 129.77 (s), 118.90,
26.54, 24.78 (d, J = 7.8 Hz).

7.1.6

Sintese da N-(4-acetilfenil)-4-metilbenzenosulfonamida (2f)

Em um baldo de 100mL, foram adicionados o cloreto de tosila (2.95 mmol,
560 mg), a 4-aminoacetofenona 1d (2.95 mmol, 400 mg ) e diclorometano (80mL).
A atmosfera do bal&o foi trocada com argonio e, em seguida, adicionou-se a piridina
(8 mL) a reacdo. A mesma ficou em agitacao por 5h, e por, foi feita uma TLC para
verificar a formacéo de produto. Também foi adicional um pouco de solu¢édo aquosa
de HCI (50%) para neutralizar a piridina. A extracdo foi feita com Nacl e

diclorometano.

N-(4-acetilfenil)-4-metilbenzenosulfonamida (2f)

FM: Ci5H15NO3S

PM: 289,35

RMN H (400 MHz, CDCls) & 7.84 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
7.13 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 2.53 (s, 1H), 2.38 (s, 1H).

RMN 3C (101 MHz, CDCls) & 197.03, 151.05, 144.37, 141.20, 136.25, 133.16,
129.87, 127.40, 118.99, 113.78.
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7.1.7

Sintese de enaminonas (3a-d)

Para a formacdo das enamoninas 3a-d, a acetofenona apropriada (200mg) é
transferida para um bal&o volumétrico de 10 mL e, em seguida, adiciona-se o
volume de DMF-DMA (0,26mL, 1,99 mmol). A mistura é colocada em agitacdo e
aquecimento a 80 graus. Ao atingir a temperatura, a L-prolina (18 mg, 0,16 mmol)
é adicionada a reacdo. A formacédo da enaminona € acompanhada por TLC, podendo
a agitacdo ser mantida por 1 a 2 horas. A enaminona ndo é isolada e o excesso de

DMF-DMA é evaporado no evaporador rotatério.

(E)-3-(dimetilamino)-1-fenilprop-2-en-1-ona (3a)

FM: C11H13NO
PM: 175.23 g/mol

(E)-1-(2-bromophenyl)-3-(dimethylamino)prop-2-en-1-one (3b)

FM: C11H12BrNO
PM: 254.13 g/mol
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(E)-N-(2-(3-(dimetilamino)acriloil)fenil)acetamida (3c)

\N/
/

N
O H

(e
FM: C13H16N202
PM: 232.28 g/mol

(E)-N-(2-(3-(dimetilamino)acriloil)fenil)-4-metilbenzonesulfonamida (3d)

IQO<
7 N-s
O H ‘b

FM: C1gH20N203S
PM: 344.43 g/mol

7.1.8

Sintese dos 1,2,3-triazdis-1,4-substituidos

Na etapa 2, 0 excesso de DMF-DMA resultante da reacdo de formacdo da
enaminona (item 7.2.1) é retirado por rota evaporador, e , em seguida, € adicionada
a azida solubilizada em DMSO. A reacdo é colocada em aquecimento, 90 graus, e
agitacdo por 13 a 14 horas. A reacdo ¢ acompanhada por tlc. Apds o término da
reacdo, o produto é vertido em um béquer de 100 mL com &gua destilada gelada. O

produto precipita puro e, em seguida, é filtrado a vacuo.
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Formato de 4- (4-benzoil-1H-1,2,3-triazol-1-il) fenil (6a)
0

%

Rendimento: 47%

FM: C16H11N303

PM: 293,28

RMN !H (400 MHz, DMSOd) & 9.80 (s, 1H), 8.32 — 8.30 (m, 1H), 8.16 (s, 2H),
7.98 (ddd, J =14.2, 7.1, 1.3 Hz, 2H), 7.82 (dd, J = 7.5, 1.2 Hz, 1H), 7.90 (td, J =
8.1, 1.4 Hz, 1H), 7.23 (d, J = 8.6 Hz, 1H).

CO,H

(1-(4-bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)(fenil)metanona (6b)
o)

>
&

Br
Rendimento: 56%
FM: C15sH10BrNzO
PM: 328,17
RMN H (400 MHz, DMSOd) & 9.61 (s, 1H), 8.26 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 8.04 — 8.00
(m, 2H), 7.88 — 7.84 (m, 2H), 7.76 — 7.72 (m, 1H), 7.64 — 7.61 (m, 2H).
RMN 13C (101 MHz, CDCls) & 185.36, 148.72, 136.39, 135.34, 133.58, 133.21,
130.59, 128.45, 126.20, 123.57, 122.21.
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(1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)(fenil)metanona (6c)

0]

>
&

NO,
Rendimento: 28%
FM: C15H10N4O3
PM: 294,27
RMN *H (400 MHz, DMSOd) § 9.81 (s, 1H), 8.51 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 8.39 (d, J =
9.2 Hz, 2H), 8.28 (dd, J = 8.3, 1.2 Hz, 2H), 7.79 — 7.72 (m, 1H), 7.67 — 7.61 (m,
2H).

Formato 4-(4-(2-bromobenzoil)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)fenil (6d)

0]

L

CO,H
Rendimento: 89%
FM: C16H10BrN3O3
PM: 328,17
RMN H (400 MHz, DMSOd) : 9.71 (s, 1H), 8.16 (s, 5H), 7.80 (d, J = 7.7 Hz, 1H),
7.66 (dd, J=7.3, 1.7 Hz, 1H), 7.60 — 7.51 (m, 2H), 2.53 (d, J = 15.6 Hz, 3H)
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(2-bromofenil)(1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanona (6e)

0]

: Br .l
Cl

Rendimento: 32%
FM: C15HoBrCINsO
PM: 362,61
RMN !H: RMN !H (400 MHz, CDCls) & 8.66 (s, 1H), 7.79 — 7.75 (m, 2H), 7.72
(dd,J=7.9,1.1 Hz, 1H), 7.60 — 7.55 (m, 2H), 7.60 — 7.55 (m, 2H), 7.51 — 7.46 (m,
2H), 7.45 — 7.37 (m, 2H), 7.34 — 7.29 (m, 1H).
RMN 3C: (101 MHz, CDCls): 147.79, 147.79,141.47,139.06, 135.65, 134.73,

133.86, 133.71, 132.18, 131.82, 130.23, 130.15, 128.93, 127.46, 127.20, 125.64,
125.57, 122.05, 120.05, 120.07, 118.92.

Fenil(1-(p-tolil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanona (6f)

0]

o'e
®

CHs
Rendimento: 24%
FM: C16H13N3O
PM: 263,30
RMN *H (400 MHz, CDCls) & 8.68 (s, 1H), 8.51 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.71 (d, J =
8.4 Hz, 2H), 7.66 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.39 (s, 1H), 7.28 (s,
7H).
RMN 13 C: (101 MHz, CDCls): § 185.62, 139.82, 136.51, 136.48, 133.40, 130.67,
130.48, 130.44, 128.45, 120.71.
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(1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)(fenil)metanona (69)

@)

oA
&

F
Rendimento: 12%

FM: C15H10FN3O

PM: 267,26

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & 8.66 (s, 1H), 8.51 — 8.47 (m, 2H), 7.83 — 7.77 (m,
2H), 7.68 — 7.63 (m, 1H), 7.58 — 7.54 (m, 2H), 7.32 — 7.27 (m, 2H).

(2-bromofenil)(1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanona (6h)

0]

: Br .l
NO,
Rendimento: 96%
FM: C15H9BrN4O3
PM: 373,17
RMN !H (400 MHz, CDCls) & 8.80 (s, 1H), 8.49 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 8.07 (s, J =
9.0 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.66 (s, 1H), 7.52 — 7.42 (m, 2H),

RMN %3 C: (101 MHz, CDCls): & 148.21, 147.89, 140.39, 138.86, 133.77, 132.39,
130.15, 127.30, 125.74, 125.62, 121.13, 120.10.
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Etoximetil 4-(4-benzoil-1H-1,2,3-triazol-1-il) benzoato (6i)

Rendimento: 45%

FM: C19H17N304

PM: 351,36

RMN !H (400 MHz, CDCls) & 8.81 (s, 1H), 8.53 — 8.47 (m, 2H), 8.33 — 8.28 (m,
2H), 8.10 — 8.04 (m, 1H), 7.99 — 7.92 (m, 2H), 7.70 — 7.64 (m, 1H), 7.60 — 7.54
(m, 2H), 7.28 (s, 1H), 7.11 — 7.06 (m, 1H), 4.56 — 4.52 (m, 2H), 4.49 — 4.46 (m,
1H), 3.84 — 3.81 (m, 2H), 3.65 — 3.59 (m, 2H).

RMN %3C: (101 MHz, CDCls): 5 185.62, 139.82, 136.51, 136.48, 133, .40, 130.67,
130.48, 130.44, 128.45, 120.71.

(1-(4-chorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)(fenil)metanona (6j)

0]

ol

Cl
Rendimento: 22%
FM: C15H10CIN3O
PM: 283,72
RMN !H (400 MHz, CDCls) & 8.68 (s, 1H), 8.50 — 8.47 (m, 2H), 7.80 — 7.75 (m,
2H), 7.59 — 7.54 (m, 4H).
RMN 2 C: (101 MHz, CDCls): & 185.32, 148.82, 136.26, 135.50, 134.86, 133.48,
133.48, 130.64, 130.23, 128.59, 126.19, 122.00.
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N-(2-(1-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazole-4-carbonil)fenil)acetamida (6k)

Rendimento: 5%

FM: C18H16N4O3

PM: 336,35

RMN H (400 MHz, CDCls) § 11.21 (s, 1H), 8.70 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.70 (d, J =
8.3 Hz, 1H), 8.55 (s, 1H), 7.72 — 7.68 (m, 1H), 7.65 — 7.60 (m, 1H), 7.09 — 7.05
(m, 1H), 3.89 (s, 2H), 2.26 (s, 2H).

RMN 2 C: (101 MHz, CDCls): & 188.41, 169.19, 160.52, 148.65, 141.24, 135,19,
134.08, 129.57, 126.84, 122.46, 115.10, 115.02, 55.64, 25.86.

7.2

Procedimentos experimentais (parte computacional)

7.2.1

Ancoragem molecular

A primeira etapa do processo de ancoragem molecular foi a otimizacdo das
estruturas de todas as moléculas de interesse no programa Spartan Pro®, utilizando
0 pelo método semi-empirico Austin Model (AM1).

Posteriormente, a estrutura cristalografica do complexo proteina (CFTR)-
ligante (ivacaftor) foi obtida da Protein Data Bank (PDB), sob o codigo 602P. O
método de obtencdo da proteina descrito pelo PDB é a Microscopia Eletronica
(ME), com a resolucdo de 3.3 A. O sistema de expressdo da proteina é Homo
sapiens, contendo uma mutacdo, e de peso molecular de 178.06 Da. O software
utilizado foi o Molegro Virtual Docker, versdo 6.0.

Para a etapa de re-acoragem e ancoragem molecular, foram utilizados os

seguintes parametros: nimero de corridas = 30; nimero de iteracbes = 2000;
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tamanho da populagdo = 50. Além disso, um comando é dado ao Molegro para que
identifique as cavidades na estrutura cristalografica da proteina. Das cavidades
identificadas, prevaleceram aquelas mais préximas ao ligante complexado a
proteina. O Grid foi de 0,3 A. O algoritmo genético utilizado foi Moldock
Optimizer. Foi solicitado ao programa retornar as dez melhores poses encontradas
em cada etapa do processo de ancoragem molecular.

Para a ancoragem molecular nos receptores AhR e Ar foram utilizadas as
estruturas cristalograficas do PDB sob o codigo 4M4X (2.55 A) e 1T7R (1.40 A)

respectivamente.
7.2.2
Analise toxicoldgica in silico
As moléculas propostas foram inseridas individualmente no programa
VirtualToxLab apds o processo de otimizacao das estruturas.
7.2.3

Estudos teodricos in silico

As moléculas de interesse foram inseridas no formato SMILE no programa

SwissADME, gratuitamente disponivel no site www.swissadme.ch.
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Figura 38: Espectro de RMN 13C do composto 2e
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Figura 39: Espectro de RMN 1H do composto 2f
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Figura 40: Espectro de RMN 13C do composto 2f
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Figura 41: Espectro de RMN 1H do composto 6a
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Figura 44: Espectro de RMN 1H do composto 6¢
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Figura 45: Espectro de RMN 1H do composto 6d
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Figura 48: Espectro de RMN 1H do composto 6f
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Figura 49: Espectro de RMN 13C do composto 6f
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Figura 50: Espectro de RMN 1H do composto 6g
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Figura 51: Espectro de RMN 1H do composto 6h
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Figura 52: Espectro de RMN 13C do composto 6h
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Figura 53: Espectro de RMN 1H do composto 6i
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Figura 54: Espectro de RMN 13C do composto 6i
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Figura 55: Espectro de RMN 1H do composto 6j
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Figura 57: Espectro de 1H do composto 6k
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Figura 58: Espectro de 13C do composto 6k
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