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SYNTHESIS, BIOLOGICAL EVALUATION AND MOLECULAR MODELING OF ARYLFURANS AS POTENTIAL
TRYPANOTHIONE REDUCTASE INHIBITORS. Trypanosoma cruzi is a protozoan parasite that causes a severe disease
(Chagas’disease) in Central and South America. The currently available chemotherapeutic agents against this disease are still
inadequate. The enzyme trypanothione reductase (TR) is considered a validated molecular target for the development of new drugs
against this parasite. In this regard, a series of arylfurans based on 2,5-bis-(4-acetamidophenyl)furan was synthesized and tested
for their in vitro inhibitory activity against TR. Molecular modeling studies of putative enzyme-inhibitor complexes revealed a

possible mechanism of interaction. From synthesized compounds, a benzylaminofuran derivative was found to be more active than

the lead compound.
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INTRODUCAO

A doenca de Chagas é uma doenga tropical causada pelo
hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Segundo a Organiza¢do Mundi-
al de Saude, esta endemia atinge entre 16 a 18 milhdes de pessoas
distribuidas entre México, América Central e América do Sul. Esti-
ma-se que 13.000 pessoas morrem por ano vitimas dessa doenga'.

Atualmente, o Unico farmaco disponivel para o tratamento da
Doenca de Chagas ¢ o benzonidazol, o qual € eficaz apenas na fase
aguda da doenga, sendo praticamente inécuo para o parasita na fase
cronica, estdgio em que se encontra a maioria dos chagésicos?. Além
disso, esse formaco causa reacdes adversas muitas vezes graves, entre
as quais se destacam: dermatite por hipersensibilidade, depressdao
da medula Gssea e polineuropatia periférica®. Portanto, existe uma
necessidade urgente de novos agentes quimioterdpicos para esta do-
enca, que sejam mais eficazes e com menos efeitos colaterais.

Neste sentido, a descoberta de alvos que possam ser explorados
no desenvolvimento de novos farmacos tripanosomicidas € de extre-
ma importincia. A enzima tripanotiona redutase (TR) foi descober-
ta em 1985* e atualmente € considerada um alvo molecular validado
para o planejamento de inibidores a serem utilizados no tratamento
da doenga de Chagas®‘. Esta enzima € dependente de NADPH e
catalisa a redugdo da tripanotiona disulfeto [T(S),] em tripanotiona
ditiol [T(SH),], desencadeando, assim, uma cascata de eventos res-
ponséveis pela neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (Figu-
ra 1). Desta forma, a TR mantém um ambiente redutor no interior do
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Figura 1. Cascata de eventos, dependentes da TR, responsdveis pela
neutralizagdo das espécies reativas de oxigénio

parasita, protegendo-o contra o estresse oxidativo’.

Além de exercer uma funcdo fundamental para o parasita, uma
outra caracteristica que faz com que a TR seja um alvo interessante
para o planejamento de farmacos antiparasitdrios € a sua significa-
tiva diferenca estrutural em relagdo a glutationa redutase (GR),
enzima com fun¢do correspondente no homem. As principais dife-
rencas entre a TR e a GR estdo relacionadas ao tamanho, carga e
distribui¢do dos bolsdes hidrofilicos/hidrofébicos. Estas diferen-
cas fazem com que o sitio ativo da TR, em comparacdo com o da
GR, seja capaz de acomodar facilmente substratos apresentando
grupos mais volumosos’. Além disso, a TR apresenta residuos car-
regados negativamente e regides hidrofébicas em seu sitio ativo
que sdo capazes de interagir, via interagdes eletrostdticas e de van
der Waals, respectivamente, com seu substrato. Ao contrdrio, a GR
apresenta residuos de arginina, carregados positivamente, que
interagem por ligagdo eletrostitica com seu substrato® (Figura 2).
Estas diferencas podem ser aproveitadas no planejamento de
inibidores seletivos para a TR.

Recentemente demonstramos que o 2,5-bis-(4-acetil-
aminofenil)furano (1) € capaz de inibir, na concentracdo de 48 UM,
50% da atividade da TR®. Apesar de apresentar uma atividade con-
siderdvel como inibidor da TR, a diacetamida (1) nao foi ativa nos
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Figura 2. Comparagdo entre as estruturas da glutationa e tripanotiona,
substratos da GR e TR, respectivamente

ensaios in vitro utilizando as formas tripomastigota e amastigota
do T. cruzi. Uma explicacdo para este fato pode estar relacionada
com a baixa solubilidade de (1) (LogP = 0,39, calculado usando o
programa HyperChem 6.02), o que dificulta sua penetragdo no pa-
rasita e, conseqiientemente, a impede de alcancar concentracdes
suficientes para a inibi¢do persistente da TR®.

/o

AcNH NHAc

(1)

Visando a obtencdo de inibidores mais ativos e que apresentem
melhores caracteristicas fisico-quimicas, uma série de aminas e
amidas andlogas a (1) foi planejada e sintetizada. Esperava-se que
a associac@o de grupos capazes de formar de ligacdo de hidrogénio
(-NH, -CHO, C=S, C=0, -NHCO) e grupos hidrofébicos, pudesse
aumentar a afinidade substrato-enzima. Sabendo-se que substanci-
as contendo grupos passiveis de sofrerem biorreducdo e gerarem
radicais livres podem atuar como substratos subversivos para a
TR planejou-se, também, a sintese de alguns andlogos con-
tendo grupo nitro em sua estrutura. As estruturas dos arilfuranos
sintetizados neste trabalho sdo mostradas na Figura 3. Paralela-
mente, os compostos sintetizados foram submetidos a estudos de
super-posi¢do molecular utilizando o programa AutoDock 3.0™,
para dar subsidios ao entendimento sobre o modo de interag@o des-
tes compostos com a enzima e, conseqiientemente, tornar possivel
o planejamento de novos inibidores.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos gerais

As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho
Electrothermal TA9000 e ndo foram corrigidas. Os espectros de

(6) Ry =H; Ry = CHoNHAC
(7) Ry = CHO; Ry = NO,

(8) R1 = CHO, Rg = NH2

(9) Ry = CHO; Ry = NHAC

(10) Ry = CHNNHCONH,: R, = NO,
(11) Ry = CHNNHCSNH,; R, = NO,
(12) R4 = CHNNHCONHg3; R, = NHAc
(13) R4 = CHNNHCSNH,; R, =NHAc

Figura 3. Estruturas dos arilfuranos sintetizados

RMN de 'H e de BC foram registrados no espectrometro Bruker
Avance DPX200, utilizando-se CDCl, ou DMSO-d® como solventes
e TMS como referéncia interna. Os espectros de massas foram
obtidos em espectrometro de massas modelo LCQ Advantage com
armadilha de fon (Thermo Electron, San Jose, CA) equipado com
fonte IES e operado no modo positivo. Os dados espectrais repre-
sentam a média de 50 varreduras (0,2 s/varredura). As amostras
foram inseridas por infusdo utilizando seringa e bomba em um
fluxo de 5 uL. min™'. As condic¢oes de IES foram: temperatura do
capilar de 150 °C; gés de arraste N, com fluxo de 20 unidades; a
voltagem do capilar foi de 4,5 kV.

Os reagentes, todos de grau analitico, foram utilizados sem puri-
ficacdo prévia. As cromatografias em coluna foram realizadas com
silica gel 60, 70-230 mesh. (Merck). A sintese e caracterizacio es-
trutural dos arilfuranos 17-19 ja foram previamente descritas’.

Sinteses

5-(4-nitrofenil)furano-2-carbaldeido (7)"

Em um baléo de fundo redondo, imerso em um banho de gelo e
sal, foram adicionados 0,7 g (5,1 mmol) da 4-nitroanilina, 3 mL de
acido cloridrico P.A. e 10 mL de dgua. Em seguida, adicionou-se,
gota a gota, uma solugdo de 0,350 g (5,1 mmol) NaNO, em 10 mL
de dgua gelada. Apds 5 min sob agitacdo magnética a temperatura
de 5 °C, adicionaram-se 0,5 mL (0,58 g; 6,0 mmol) do furfural, 20
mL de acetona e 0,13 g de CuCl,.2H,0 (0,76 mmol). A reagdo foi
mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante
24 h. Apds o término da reacdo, adicionou-se dgua destilada e fil-
trou-se o precipitado formado, lavando-se com dgua destilada. O
s6lido obtido foi purificado por cromatografia em coluna de silica
e o produto foi eluido com hexano/acetato de etila. Foi obtido
0,83 g (3,8 mmol) de 7, o que corresponde a 75% de rendimento.
Ponto de fusdo: 203,3-203,9 °C (lit". 203 °C). RMN de 'H (200
MHz, DMSO-d®): &: 9,7 (s, 1H, CHO), 8,35 (d. 2H, J = 8,9 Hz,
H-aromaticos), 8,13 (d. 2H, J = 8,9 Hz, H-aromaticos), 7,72 (d,
1H, J = 3,8 Hz, H-furano), 7,59 (d, 1H, J = 3,8 Hz, H-furano).

Metodologia geral: reacao de reducio do grupo nitro

Em um balao de fundo redondo adicionaram-se o derivado
nitrado 7 ou 17, metanol anidro e, lentamente, aproximadamente
10 mg de carvdo contendo 10% de Pd. O baldo foi fechado com
uma rolha de saia e eliminou-se o oxigénio do sistema com fluxo
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de nitrogénio. Em seguida, manteve-se a mistura reagindo sob at-
mosfera de hidrogénio durante 20 h. Filtrou-se e evaporou-se o
filtrado sob pressdo reduzida. O produto obtido foi utilizado na
proxima etapa de sintese, sem purificacio prévia.

5-(4-aminofenil)furano (2)'

A reacdo foi realizada conforme a metodologia geral para reducdo
do grupo nitro, descrita acima. Foi obtido 0,93 g (5,8 mmol) de 2, o
que corresponde a 100% de rendimento. Ponto de fusdo: 50,7-53,5 °C.
RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d°): &: 7,56 (1H, dd, J, ,= 1,8 Hz, H-5,
furano); 7,40 (2H, d, J= 8,6 Hz, H-aromaticos); 6,69 (2H, d, J= 8,6
Hz, H-aromdticos); 6,56 (1H, dd, J, ,= 3,3, H-3, furano); 6,47 (1H, dd,
J, —18HZ,J“—33HZH4 furano) 3,54 (2H, sl, NH,).
5-(4-aminofenil )furano-2-carbaldeido (8)"

A reacdo foi realizada conforme a metodologia geral para re-
dugdo do grupo nitro, descrita acima. Foi obtido 0,06 g (0,3 mmol)
de 8, o que corresponde a 72% de rendimento. O produto obtido
foi utilizado na préxima etapa de sintese, sem purificagio prévia e
ndo foi caracterizado.

Metodologia geral: reacio de reduciio da nitrila'

Em um baldo de fundo redondo contendo hidreto de litio e alumi-
nio, acoplou-se um funil de adicio e adicionou-se, gota a gota,
tetraidrofurano (THF) anidro, sob banho de gelo e fluxo continuo de
nitrogénio. Em seguida, adicionou-se, gota a gota, uma solugio da
nitrila em THF anidro. Deixou-se a mistura sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente e fluxo de nitrogénio durante 24 h. Posterior-
mente, adicionaram-se a mistura, lentamente, 0,5 mL de dgua e 0,5
mL de solugiio de NaOH a 20%. Filtrou-se e extraiu-se com 3 x 40 mL
de éter etilico. Secou-se a fase organica com sulfato de sédio, filtrou-
se e evaporou-se o filtrado sob pressao reduzida. O produto obtido foi
utilizado na préxima etapa de sintese, sem purificacdo prévia.

2-(4-aminobenzil)furano (5)

A reacdo foi realizada conforme a metodologia geral para re-
ducdo de nitrila, descrita acima. Foi obtido 0,14 g (0,81 mmol) de
5, o que corresponde a 69% de rendimento. P.F.: 98,3-99,9 °C; RMN
de 'H (200 MHz, DMSO-d%): &: 7,72-7,62 (4H, m, 4xH-aromati-
cos); 7,39 (1H, d, J, ,= 1.8, H-5 furano); 6,90 (1H, d, J,, = 3,3, H-
3 furano); 6,58 (1H, dd, J,,= 1,8 Hz, J,, = 3,3 Hz, H-4 furano);

> a3

3,75-3,50 (4H, m, 2xH- benzﬂlcos e NH,). IES-EM: [M+H]* 174.

2,5-bis-(4-aminobenzil)furano (15)"

A reacdo foi realizada conforme a metodologia geral para redu-
¢do de nitrila, descrita acima. Foi obtido 0,38 g (1,37 mmol) de 15,
o que corresponde a 76% de rendimento. P.F.: 108,4-110,3 °C. RMN
de 'H (200 MHz, DMSO-d°): &: 7,73 (4H, d, J = 7,9 Hz, 4xH-arom4-
ticos); 7,40 (4H, d, J = 7,9 Hz, 4xH-aromaticos); 6,99 (2H, s, H-3 e
H-4 furano); 3,74-3,69 (8H, m, 4xH-benzilicos e ZXNHZ).

Metodologia geral: reaciio de acetilacdo do grupo amino®

Em um baldo de fundo redondo contendo o derivado amino,
adicionaram-se anidrido acético e uma solugdo de acetato de sddio
a 5%. Deixou-se a mistura sob agitacdo magnética e banho de gelo
por cerca de 30 min. Adicionou-se, entdo, dgua destilada e transfe-
riu-se a mistura para um funil de separagdo. Extraiu-se com 3 x 40
mL de acetato de etila. Secou-se a fase organica com sulfato de
sodio, filtrou-se e evaporou-se o filtrado sob pressdo reduzida. O
residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna, utili-
zando hexano/acetato de etila como eluentes.
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2-(4-acetilaminofenil)furano (3)*

A reagdo foi realizada conforme a metodologia geral para
acetilacdo de grupo amino, descrita acima. Foi obtido 0,44 g (2,19
mmol) de 3, o que corresponde a 50% de rendimento. Ponto de
fusdo: 185,4-187,7 °C. RMN de 'H (200 MHz, CDCL): &: 10,04
(1H, sl, NH); 7,68 (1H, d, 15,42 1,8 Hz, H-5 furano); 7,63 (4H, m,
H aromaticos); 6,81 (1H, d, J,,= 3,2 Hz, H-3 furano); 6,55 (1H,dd,

= 1,8 Hz; J43 = 3,2 Hz, H-4 furano).
5-(4-acetilaminofenil)furano-2-carbaldeido (9)"

A reagdo foi realizada conforme a metodologia geral para
acetilacdo de grupo amino, descrita acima. Foi obtido 0,014 g (0,06
mmol) de 9, o que corresponde a 23% de rendimento. P.F.: 181,7-
185,4 °C; RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d°): &: 10,19 (1H, s, CHO);
9,57 (1H, s, NH), 7,82 (2H, d, J = 8,9 Hz, H-aromaticos), 7,72 (2H,
d, J = 8,9 Hz, H-aromaticos), 7,64 (1H, d, J. 4= 3,8 Hz, H-3 furano);
7,17 (1H, d, J,, = 3,8 Hz, H-4 furano), 2,08 (3H, s, CH,CO).
2-(4-acetilaminobenczil )furano (6)

A reagdo foi realizada conforme a metodologia geral para
acetilac@o de grupo amino, descrita acima. Foi obtido 0,063 g (0,29
mmol) de 6, o que corresponde a 51% de rendimento. PF. = 145,3-
1474 °C; RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d®): &: 8,38 (1H, t,J = 5,9
Hz, NH), 7,73 (1H, d, J,, = 1,4 Hz, H-5 furano), 7,65 (2H, d, J =
8,2 Hz, 2xH- aromatlcos) 7,30 (2H, d, J = 8,2 Hz, 2xH-aromati-
cos); 6,91 (1H, d, J,, = 3,3 Hz, H-3 furano), 6,58 (1H, dd, J,, = 1.4
Hz, J,, = 3,3 Hz, H-4 furano), 4,27 (2H, d, J = 5,9 Hz, 2xH-
benzﬂlcos) 1,89 (3H, s, CH,CO); IES-EM: [M+H]* 216, [M+Na]*
238, [2M+H]* 431, [2M+Na]* 453.

2,5-bis-(4-acetilaminobenzil )furano (16)

A reagdo foi realizada conforme a metodologia geral para
acetilacdo de grupo amino, descrita acima. Foi obtido 0,23 g (0,64
mmol) de 16, o que corresponde a 58% de rendimento. P.F.: 263,4-
266,7 °C; RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d®): &: 7,71 (2H, t, J = 5,8
Hz, 2xNH), 7,08 (4H, d, J = 8,1 Hz, 4xH-aromaticos), 6,65 (4H, d,
J = 8,1 Hz, 4xH-aromaticos), 6,36 (2H, s, H-3 e H-4 furano); 3,59
(4H, d, J = 5,8 Hz, 4xH-benzilicos), 1,22 (6H, s, 2xCH,CO); IES-
EM: [M+Na]* 385, [2M+Na]* 747.

2-(4-benzamida)furano (4)

Em um baldo de fundo redondo adicionaram-se 352 mg de 18
(2,1 mmol), 10 mL de etanol e 10 mL de dioxano. Em seguida,
adicionaram-se uma solugdo de 2,5 g de hidréxido de sédio (62,5
mmol) em 10 mL de dgua e 15 mL de H,0,20%. A mistura foi
aquecida a 60 °C durante 2 h. A mistura foi extraida com 3 x 50 mL
de acetato de etila. As fases orgénicas foram reunidas, adicionou-
se sulfato de sédio anidro e filtrou-se. O filtrado foi, entdo, evapo-
rado sob pressdo reduzida e o sélido obtido foi purificado por
recristaliza¢do em etanol®. Foi obtido 0,140 g (0,75 mmol) de 4, o
que corresponde a 36% de rendimento. P.F.: 232,7-235,0 °C; RMN
de 'H (200 MHz, DMSO-d®): 6 8,02 (1H, sl, NH); 7,94 (2H, d, J=
8.5 Hz, H-aromaticos); 7,80 (1H, d, J. = 1,8 Hz, H-5 furano); 7,78
(2H d, J= 8,5 Hz, H-aromaticos); 7,40 (1H, sl, NH); 7,10 (1H, d,

= 3,4 Hz, H-3 furano); 6,64 (1H, dd, J, =1, 8 Hz. J = 3,4 Hz,
H 4 furano); IES-EM: [M+H]* 188.

2,5-bis-(4-benzamida)furano (14)

Aqueceu-se a 85 °C, 157 mg de 19 (0,58 mmol) em 1 mL de dcido
sulftirico concentrado, sob agitagdo magnética, durante 5 min. A solu-
¢do foi, entdo, resfriada e lentamente vertida sobre 5 mL de dgua gela-
da, resultando na formagdo de um precipitado. O precipitado foi sepa-
rado por filtragdo a vicuo, agitado com 5 mL de solugio de hidréxido
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de sédio 5% e filtrado novamente®. Foi obtido 0,08 g (0,26 mmol) de
14, o que corresponde a 44% de rendimento. RMN de 'H (200 MHz,
DMSO-d°): & 8,09 (2H, sl, 2xN-H); 7,96 (8H, m, 8xH-aromadticos);
744 (2H, sl, 2xN-H); 7,27 (2H, s, H4 ¢ H-3 furano).

Metodologia geral: sintese das semicarbazonas

Em um baldo de fundo redondo contendo uma solugdo do
aldeido (1 equivalente) em etanol, adicionaram-se uma soluc¢do do
cloridrato de semicarbazida (1 equivalente) e acetato de sodio (1
equivalente) em dgua. A mistura foi aquecida a 40 °C durante 20 h.
Adicionou-se dgua destilada e a mistura foi transferida para um
funil de separagdo e extraiu-se com 3 x 30 mL de acetato de etila.
Secou-se a fase orgdnica com sulfato de sodio, filtrou-se e evapo-
rou-se o filtrado sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi purifi-
cado por CCS utilizando hexano/acetato de etila como eluentes.

5-(4-nitrofenil)-2-furfurilideno semicarbazona (10)%

A reacdo foi realizada conforme a metodologia geral para sin-
tese de semicarbazona, descrita acima. Foi obtido 0,025 g (0,09
mmol) de 10, o que corresponde a 38% de rendimento. P.F.: 210,8-
212,8 °C; RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d°): 6 10,46 (1H, s, CHO);
8,26 (2H, d, J = 8,9 Hz, H-aromaticos); 8,02 (2H, d, /= 8,9 Hz, H-
aromaticos); 7,80 (1H, s, NH); 7,40 (1H, d, J,,= 3,6 Hz, H-3 furano);
7,00 (1H, d, .14'3 = 3,6 Hz, H-4 furano); 6,52 (2H, s, NH,).

5-(4-acetilaminofenil)-2-furfurilideno semicarbazona (12)

A reagdo foi realizada conforme a metodologia geral para sin-
tese de semicarbazona, descrita acima. Foi obtido 0,050 g (0,17
mmol) de 12, o que corresponde a 79% de rendimento. P.F.: 244,1-
247,0 °C; RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d®): 6 10,29 (1H, s, CHO
ou NH), 10,07 (1H, s, NH ou CHO), 7,72 (2H, d, J= 8,9 Hz, 2xH-
aromaticos); 7,64 (2H, d, J= 8,9 Hz, 2xH-aromaticos), 6,93 (1H,
d, J,,= 3,4 Hz, H-3 furano), 6,87 (1H, d, J,, = 3,4 Hz, H-4 furano),

> Y34

6,42 (2H, s, NH,), 2,05 (3H, s, CH,CO). IES-EM: [M+H]* 287.
Metodologia geral: sintese das tiossemicarbazonas

Em um baldo de fundo redondo contendo uma solucido do
aldeido (1 equivalente) em etanol e dcido acético, adicionou-se
uma solucdo da tiossemicarbazida (1 equivalente) em etanol. A
mistura foi aquecida a 40 °C durante 20 h. Adicionou-se dgua des-
tilada e a mistura foi transferida para um funil de separag@o e ex-
traiu-se com 3 x 30 mL de acetato de etila. Secou-se a fase organi-
ca com sulfato de sédio, filtrou-se e evaporou-se o filtrado sob
pressao reduzida. O residuo obtido foi purificado por CCS utili-
zando hexano/acetato de etila como eluentes.

5-(4-nitrofenil)-2-furfurilideno tiossemicarbazona (11)*

A reagdo foi realizada conforme a metodologia geral para sin-
tese de tiossemicarbazona, descrita acima. Foi obtido 0,042 g (0,14
mmol) de 11, o que corresponde a 38% de rendimento. PF.: 211,2-
213,6 °C; RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d°): & 11,62 (1H, s, CHO);
8,39 (1H, s, NH); 8,24 (2H, d, J = 8,9 Hz, 2xH-aromaticos); 8,06-
7,99 (3H, m, 2xH-aromaéticos, NH); 7,87 (1H, s, NH); 7,41 (1H, d,
J,= 3,6 Hz, H-3 furano); 7,14 (1H, d, J443 = 3,6 Hz, H-4 furano).

5-(4-acetilaminofenil)-2-furfurilideno tiossemicarbazona (13)

A reacdo foi realizada conforme a metodologia geral para sin-
tese de tiossemicarbazona, descrita acima. Foi obtido 0,026 g (0,09
mmol) de 13, o que corresponde a 39% de rendimento. P.F.: 191,6-
193,0 °C; RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d®): § 11,47 (1H, s, CHO),
10,08 (1H, s, NH), 7,96 (2H, s, NH,), 7,76 (2H, d, J= 8,7 Hz, 2xH-
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aromaticos); 7,65 (2H, d, J= 8,7 Hz, 2xH-aromaticos), 7,03 (1H,
d, J3y4= 3,5 Hz, H-3 furano), 6,97 (1H, d, J473 = 3,5 Hz, H-4 furano),

2,02 (3H, s, CH,CO); IES-EM: [M+H]* 303.
Ensaios biolégicos

Ensaio com a enzima tripanotiona redutase’

O ensaio colorimétrico foi conduzido em placas de 96 pogos
sendo que cada poco (250 puL) continha: 40 mM de HEPES (pH
7,5), 1 mM de EDTA, 5,12 mUI da enzima (TR), 0,8 uM do
substrato (T(S),), 0,12 mM de NADPH, 100 uM da substancia a
ser testada (solugdo aquosa contendo 0,1% de DMSO). Controles
com 6,5 UM de clomipramina (controle positivo) e sem amostra
(controle negativo) foram conduzidos em paralelo. A mistura foi
pré-encubada a 30 °C durante 30 min e a leitura iniciada apds a
adicdo de 25 uM de DTNB (reagente de Ellman) em A, nm,
medindo-se a inclina¢do da curva (8Abs/t). Este valor foi com-
parado com o controle sem amostra para fornecer o percentual de
inibi¢do da enzima. Os ensaios foram realizados em triplicata e
repetidos por, no minimo, duas vezes. Foram consideradas ativas
as amostras capazes de inibir em pelo menos 50% a atividade da
enzima.

Ensaio in vitro com T. cruzi®

Sangue de camundongos infectados com as formas tripo-
mastigotas de cepas Y de 7. cruzi foi utilizado nos experimentos.
As substancias foram testadas em placas de 96 pogos, sendo que
cada pogo continha: 195 pL de sangue infectado (2,4 x 10° parasi-
tas/mL) e 5 UL da solugdo da substancia a ser testada em DMSO.
As placas foram mantidas a 4 °C. Apés 24 h, a concentragdo do
parasita foi avaliada utilizando microscopia dtica. A redugdo da
concentragdo do parasita (lise do parasita) foi determinada em com-
paracdo com os parasitas ndo tratados. Controle positivo (7,5 pg/
mL; 3,0 uM de cristal violeta) e controle do solvente (2,5% de
DMSO v/v) foram realizados em todos os experimentos. Os ensai-
os foram realizados em duplicata e repetidos duas vezes.

Estudos de superposi¢io molecular

As coordenadas da tripanotiona redutase complexada com a
tripanotiona foram obtidas do “Brookhaven Protein Data Bank™ (c6-
digo PDB 1BZL). As moléculas de dgua e as moléculas de
tripanotiona foram extraidas do complexo. As moléculas de FAD e a
proteina foram submetidas separadamente a cdlculos de cargas ato-
micas. As cargas foram determinadas utilizando métodos disponi-
veis no programa AutoDock 3.0'. Para a macromolécula foram adi-
cionados os hidrogénios polares (hidrogénios ligados a heterodtomos)
e calculadas as cargas Kollman®. Ao residuo de FAD foram adicio-
nados todos os hidrogénios, calculadas as cargas Gasteiger® e os
hidrogénios ndo polares foram reunidos aos carbonos aos quais esta-
vam ligados. Os arquivos da proteina e do FAD foram reunidos em
um unico arquivo para efetuar os cédlculos de superposicdo. O
AutoDock requer mapas de grade de afinidade pré-calculados para
cada um dos tipos de atomos presentes nos ligantes a serem subme-
tidos a superposi¢do. Os mapas das grades de afinidade consistem
de uma rede de pontos, espagados regularmente, que armazenam a
energia potencial de um dtomo “prova” em relagdo a todos os dto-
mos da macromolécula. As grades de afinidade foram entdo geradas
usando o programam auxiliar AutoGrid”’. Um dos dtomos de enxo-
fre da tripanotiona no sitio ativo foi escolhido como centro da grade
que foi construida com 71x71x71 pontos com espagamento de 0,375
A entre os pontos da grade. Constatou-se que a macromolécula apre-
senta dtomos de fésforo cujos parametos Lennard-Jones ndo esta-
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vam incluidos no programa AutoDock. Estes, entdo, foram defini-
dos (Rij =424 e Eij = 0,2 kcal mol") com base na literatura®.

Nos cdlculos utilizando o AutoGrid e o AutoDock foram empre-
gados potenciais para ligacdes de hidrogénio envolvendo os
heterodtomos O, N e S, tanto para o ligante quanto para a
macromolécula'*. No experimento de superposi¢io molecular fo-
ram realizadas 50 corridas de algoritmo genético Lamarckiano
(algoritmo genético com busca local) e o niimero maximo de avali-
acdes de energia de 500.000 e os outros pardmetros de algoritmo
genético (GA) e busca local (LS) de acordo com o descrito por Morris
e colaboradores'*. A energia livre € utilizada no célculo da constante
de inibi¢do K., usando a equagdo AG=RT In K,, onde R € a constante
dos gases (1,987 cal K' mol') e T € a temperatura absoluta, assumi-
da como temperatura ambiente, 298,15 K. Observe que esta equagio
perdeu seu sinal negativo porque a constante de inibi¢do € definida
para a reago de dissociagdo, E =—= E + |,enquanto AG__re-
fere-se ao processo oposto de ligagio E + | =——=>FE, onde E€ a
enzima e I o inibidor. Para facilitar a anélise dos dados, os valores de
K, foram transformados nos seus respectivos pK. (pK, = -logK).

Ap6s a realizagio dos cdlculos de superposicdo molecular e da
variacdo de AG envolvida na formagdo do complexo ligante-enzima,
analisaram-se as interagdes quimicas e o posicionamento da confor-
magao energeticamente mais estavel de cada ligante no sitio ativo da
TR. Para tanto se construiram arquivos contendo a conformacio mais
estavel de cada ligante, prevista pelo AutoDock, e todos os residuos
de aminodcidos préximos ao ligante. Foram identificados todos os
heterodtomos da macromolécula a uma distancia inferior a 3,5 A de
um heterodtomo do ligante, como possiveis pontos de formacdo de
ligacdo de hidrogénio®.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Sintese

Os arilfuranos 7, 17-19 foram obtidos, utilizando o furano ou
furfural e a 4-nitroanilina ou 4-aminobenzonitrila como materiais
de partida’®, de acordo com a metodologia de sintese descrita por
Meerwein®.

Os nitroarilfuranos 7 e 17 foram submetidos a reagdo de
hidrogenacio catalitica, utilizando H, sob Pd/C, resultando na ob-
tengdo dos derivados amino 2 e 8, respectivamente. Acetilagido de 2
e 8 levou a formagdo das monoacetamidas 3 e 9, respectivamente.

A redugdo das nitrilas 18 e 19 utilizando LiAIH, resultou na
formagdo das benzilaminas 5 e 15 que foram, em seguida, subme-
tidas a reagdo de acetilagdo, originando as benzilacetamidas 6 e
16, respectivamente.

A hidrdlise das nitrilas 18 e 19 foi realizada, para fins de com-
paragdo, utilizando-se duas condi¢des de reagdo: em meio bdsico,
em um processo catalisado por H,O, e, em meio 4cido, por reagdo
com acido sulfirico concentrado. No caso da nitrila 18, a hidrdlise
em meio 4cido resultou na degradacdo do material de partida com
a formac@o de produtos mais polares, dificeis de serem isolados,
purificados e identificados. Entretanto, realizando-se a reacdo em
meio bdsico, foi possivel obter a monobenzamida 4 com 36% de
rendimento. Os resultados obtidos na hidrdlise da dinitrila 19 fo-
ram opostos aos da monotrila 18. A reacdo realizada em meio 4ci-
do apresentou melhor rendimento (44% de rendimento) que a rea-
¢30 em meio bdsico (10% de rendimento).

As semicarbazonas 10 e 12 foram obtidas reagindo-se os
aldeidos correspondentes 7 e 9, respectivamente, com cloridrato
de semicarbazida. Da mesma forma, as tiossemicarbazonas 11 e
13 foram obtidas por reagdo do aldeido correspondente com a
tiossemicarbazida.
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A obtengdo de semicarbazonas e tiossemicarbazonas foi base-
ada no fato de que compostos contendo tais grupos, freqiientemente,
apresentam um amplo perfil farmacolégico e constituem uma im-
portante classe de compostos cujas propriedades tém sido extensi-
vamente estudadas em Quimica Medicinal®. Além disso, recente-
mente, foi demonstrado que 5-nitrofurfural-2-carboxaldeido
semicarbazonas (Figura 4) sdo potenciais inibidores da TR e apre-
sentam considerdvel atividade tripanosomicida'®!.

o
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Figura 4. Estrutura geral de 5-nitrofurfural-2-carboxaldeido semicarbazonas

Pode-se observar que a semicarbazona 10 € um andlago da 5-
nitrofurfural-2-carboxaldeido semicarbazona (R = H), sendo a tinica
diferenca a presenca de um anel aromatico entre o grupo nitro e o
furano.

Ensaio com a enzima tripanotiona redutase X estudos de
superposicao molecular

Todas as substincias sintetizadas foram testadas, na concentra-
¢do de 100 UM, no ensaio in vitro com a enzima TR. Controles com
6,5 UM de clomipramina (controle positivo) e sem amostra (contro-
le negativo) foram conduzidos em paralelo. Os ensaios foram reali-
zados em triplicata e repetidos por, no minimo, duas vezes.

Com o objetivo de testar a consisténcia do método compu-
tacional descrito na Parte Experimental, foi realizado um experi-
mento de superposi¢do da tripanotiona no sitio ativo da TR. A so-
lucdo de menor energia calculada é muito similar a posicdo da
tripanotiona revelada na estrutura cristalografica do complexo TR-
tripanotiona depositado no PDB (1BZL). Foram observadas as se-
guintes intera¢des da tripanotiona com a TR: um bolso de ligagdo
com uma superficie hidrofébica formada pelos residuos LEU18,
TRP22, TYR111, MET114, PHE396’ e THR397" voltada para o
lado onde se encontra a por¢do espermidina da tripanotiona, e um
sitio hidrofilico composto de aminodcidos com distincias adequa-
das para formacdo de ligagdes de hidrogénio com a por¢do
tripeptidica da tripanotiona constituido dos seguintes residuos:
SER15, LEU18, GLU19, SER110, TYR111, PRO336, LEU399’,
HIS461°, THR463’, SER464’, GLU466’ ¢ SER470’.

Confirmada a consisténcia do método, os experimentos utili-
zando os arilfuranos 1-16 como substratos para TR foram conduzi-
dos de acordo com as condicdes estabelecidas anteriormente, ori-
ginando os resultados mostrados na Tabela 1, onde também estio
registrados os resultados dos ensaios de inibicdo da TR.

O valor de K, foi calculado diretamente a partir de AG, sendo
menor para valores de AG mais negativos. Em geral, teoricamente,
0s compostos que apresentaram maior porcentagem de inibi¢do da
enzima nos estudos in vitro deveriam apresentar os menores valo-
res de AG e, portanto, maiores valores de pK.. A constante de inibi-
¢do € a medida intrinseca da afinidade do inibidor pela enzima,
enquanto outros fatores podem influenciar a medida da porcenta-
gem de inibi¢do®. A partir da andlise dos resultados obtidos, veri-
fica-se a ocorréncia dessa relacdo em alguns dos casos. Os com-
postos com maior porcentagem de inibicdo (1 e 15) apresentaram
os maiores valores de pKi e o de menor porcentagem de inibicio
(3) apresentou o menor valor de pKi.

Ap6s a realizacdo dos cdlculos de energia de interagdo entre
ligante e enzima, analisaram-se as interagcdes quimicas dos aril-
furanos no sitio ativo da enzima, considerando em cada caso o
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Tabela 1. Porcentagem de inibi¢io da enzima tripanotiona redutase
e constantes de inibigdo previstas pelo programa AutoDock para
0s compostos sintetizados

Substrato Dados Teoricos Dados
Experimentais
AG pK, % inibi¢do
(kcal mol™) (100 uM)
Tripanotiona -12,77 9,36 -
1 -8,6 6,3 62,3 + 15,1
2 -7,78 5,7 7,0 £3,5
3 -5,85 4,3 59+1,0
4 -6,64 49 32,6 +0,7
5 -7,52 5,5 44,9 + 13,1
6 -6,24 4,6 242 + 4,1
7 -7,75 5,7 36,2 = 1,1
8 -6,72 49 6,6 0,5
9 -6,58 4.8 48,1 £2,6
10 -7,95 5,8 143 +0,5
11 -8,14 6,0 15,7 + 0,8
12 -7,8 5,7 19,5+ 7.8
13 -7,59 5,6 22,5+ 3,5
14 -7,79 5,7 274 44
15 -9,07 6,7 63,0 = 1,7
16 -8,27 6,1 26,5 + 3,5

complexo mais favordvel energeticamente. A partir desses estudos
foi possivel propor uma explicagdo para a diferenca de atividade
entre esses compostos.

Os monoarilfuranos 3, 8 e 9 foram menos ativos tanto em rela-
¢do aos valores tedricos quanto em relacdo aos resultados experi-
mentais. A mesma correlacdo ndo foi tdo evidente em relagcdo aos
monoarilfuranos 2, 4 e 6, os quais apresentaram uma certa discre-
pancia entre resultados tedricos e experimentais. Dentre os
monoarilfuranos, apenas a benzilamina 5 e a acetamida 9 apresen-
taram atividade considerdvel (44 e 48% de inibi¢do da enzima,
respectivamente). A atividade apresentada por 5 pode ser justificada
em fung¢ado da possibilidade de intera¢des eletrostdticas entre o grupo
NH,* de 5 e os grupos carboxilatos dos res{duos GLU467 e GLU466.
Paulino e colaboradores'? realizaram estudos de superposi¢ido
molecular de derivados 5-nitrofurano e 5-nitrotiofeno semi-
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carbazonas com a TR e GR e enfatizaram a importancia da carga
positiva para aumentar a especificidade e afinidade dos compostos
para a interacdo com a TR. Em relac@o a acetamida 9, observou-se
um maior nimero de interagdes com a enzima quando comparada
com a acetamida 3 e uma dessas interacdes envolve o grupo
carbonila do aldeido de 9 (ligacdo de hidrogénio com o NH do
residuo de MET400 da TR). Portanto, neste caso, a presenga do
grupo carbonila teve uma importancia efetiva para o aumento da
atividade.

A presenca da por¢do semicarbazona e tiossemicarbazona nos
compostos 10-13 ndo ofereceu nenhuma vantagem em relacdo ao
nimero de interagdes possiveis com a enzima, quando comparados
com a diacetamida 1, utilizada como protétipo. O derivado nitrado
10 apresentou baixa afinidade pela TR (14,3% de inibicdo), apesar
da sua semelhanga estrutural com o 5-nitrofurfural-2-carboxaldeido
semicarbazona (Figura 4).

Na maioria dos casos, os diarilfuranos ocuparam uma regiao
no sitio ativo da enzima correspondente a regido ocupada pela ca-
deia peptidica do substrato natural (tripanotiona) (Figura 5).

Os diarilfuranos 14 e 16 apresentaram, no sitio da TR, uma
posi¢do semelhante a da diacetamida 1, porém com um menor nu-
mero de interagdes, o que refletiu em uma maior energia de encai-
xe e maior Ki calculado, justificando, assim, sua menor afinidade
pela enzima e menor atividade no teste in vitro. Em relagdo a
dibenzilamina 15, observa-se que ocupa uma posicdo no sitio ativo
totalmente diferenciada do restante das moléculas. Foram encon-
trados trés possiveis sitios de interacdo eletrostdtica entre a
dibenzilamina 15 com os grupos carboxilato dos residuos GLU19,
GLU113 e ASP117. Além disto, foi observada uma interacdo do
tipo m “stacking” do anel furano com o anel inddlico do TRP22.
Apesar de ela estar em uma posicéio diferente no sitio ativo, com-
parada com a tripanotiona, as fortes interacdes justificam sua afi-
nidade pelo receptor e sua maior atividade, tanto tedrica quanto
experimental.

A atividade tripanosomicida da dibenzilamina 15 contra as for-
mas tripomastigotas de 7. cruzi também foi avaliada. In vitro, a
dibenzilamina 15 foi capaz de eliminar o parasita do sangue murino
infectado na dose de 250 pug/mL, o que representa uma atividade
20 vezes maior que a da diacetamida 1 (Tabela 2). A maior ativida-
de apresentada por 15 pode estar relacionada, além da sua maior
forca de interagdo com a TR, a sua melhor solubilidade e facilida-
de de penetragdo no parasita.

Figura 5. Solu¢ao de menor energia encontrada no experimento de superposi¢do molecular da: diacetamida 1 (esquerda); dibenzamida 14 (centro) e

dibenzilacetamida 16 (direita) (rosa) com a TR. Em verde, para fins de comparag¢do, a tripanotiona na conformagdo da estrutura cristalina
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Tabela 2. Comparag@o entre a atividade tripanosomicida apresentada pela diacetamida 1 e dibenzilamina 15

Atividade tripanosomicida (% de lise)*

Concentragdo Concentragdo
Arilfurano 250 pg/mL 125 pg/mL
1 5 -
15 100 97

Concentrag@o Concentragdo
62,5 pg/mL 31,25 pg/mL
49 32

*Violeta de genciana foi utilizada como controle positivo na concentracao

CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados 15 derivados de mono- e
diarilfuranos, sendo 7 inéditos (compostos 4-6, 12-14 ¢ 16). Todas
as substancias sintetizadas foram avaliadas in vitro como potenciais
inibidores da TR. Dentre as substincias testadas, os arilfuranos 5, 9
e 15 foram os que apresentaram maior capacidade de inibi¢do da
enzima (45, 48 e 63% de inibigdo, respectivamente). Estudos de
superposi¢@o molecular utilizando o programa AutoDock 3.0 foram
realizados em paralelo, o que nos permitiu propor um modo de
interac@o destas substancias com a TR. Somente a dibenzilamina 15
apresentou melhor atividade em relacdo ao protétipo 1 (62% de ini-
bi¢do), o que estd em concordancia com os resultados dos estudos de
superposi¢do molecular. A atividade tripanosomicida da di-
benzilamina 15 contra as formas tripomastigotas de 7. cruzi também
foi avaliada, sendo 20 vezes mais ativa que o protdtipo. A melhor
atividade apresentada por 15 pode estar relacionada tanto a fatores
farmacocinéticos (melhor solubilidade) quanto a fatores farma-
codindmicos (maior afinidade pela enzima). Dando prosseguimento
a estes estudos, quantidades adicionais da dibenzilamina 15 serdo
preparadas, visando avaliacdo de sua atividade in vivo. Nenhuma
outra substincia apresentou atividade considerdvel, porém, os resul-
tados obtidos neste trabalho serdo de fundamental importincia para
planejamento de novos inibidores e estudos posteriores.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os esquemas de sintese e algumas figuras ilustrando as interagdes
entre os mono- e diarilfuranos e a enzima tripanotiona redutase, ob-
tidas a partir dos experimentos de superposi¢do molecular, encon-
tram-se disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de
arquivo pdf, com acesso gratuito.
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