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Resumo

A descoberta e desenvolvimento de um novo farmaco € um processo complexo e dispendioso.
Os estudos in silico tém sido fundamentais neste processo a fim de encontrar novas entidades
quimicas mais efetivas e seguras. Neste panorama, a utilizacdo de programas, como o
Autodock ou o GOLD, nos quais através da predicao das interacoes das moléculas com a
proteina-alvo se pode selecionar os compostos de maior interesse, é fundamental. Deste

modo, consegue-se solucionar os problemas associados aos métodos tradicionais.

Neste trabalho pretendeu-se estudar novos possiveis inibidores da xantina oxidorredutase
sendo que para isso foi realizado numa primeira fase um estudo de docking molecular para
permitir a selecao dos compostos mais promissores. Estes compostos, posteriormente, foram
sintetizados e a sua atividade inibitoria foi avaliada in vitro. A xantina oxidorredutase
pertence a classe das molibdoenzimas e esta envolvida no catabolismo de purinas. Esta
enzima esta envolvida em patologias, como a gota, situacoes de isquemia/reperfusdo, entre
outras. O alopurinol tem sido o composto mais utilizado no tratamento da gota. Devido as
reacoes de hipersensibilidade que esta molécula provoca foi produzido o febuxostat. Contudo
um dos principais problemas deste sdo os distUrbios hepaticos a nivel enzimatico. Assim

torna-se importante desenvolver novos inibidores da xantina oxidorredutase.

No docking molecular foram utilizados os programas Autodock e GOLD, tendo sido estudadas 4
classes de compostos: esteroides, barbituratos, cianinas e sais de amoénio quaternarios
derivados de benzoxazoles e benzotiazoles, e a sua interacao com a xantina oxidorredutase
foi avaliada com o objetivo de selecionar os compostos mais promissores para serem

estudados através da avaliacdo da sua atividade inibitoria in vitro da xantina oxidorredutase.

De modo geral, obtiveram-se bons resultados no docking molecular uma vez que alguns dos
compostos testados apresentam maior afinidade para a xantina oxidorredutase do que o
febuxostat, inibidor conhecido da xantina oxidorredutase e utilizado na clinica. Para além
disso, verificou-se que a maioria dos compostos interagiu com a proteina a entrada do sitio
ativo, o que indica que podem ser capazes de inibir a sua atividade ao impossibilitar a sua
interacdo com os seus ligandos enddgenos. Os compostos com estrutura base

trimetinocianinas, da classe das cianinas, apresentaram inibicao na xantina oxidorredutase.
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Abstract

The discovery and development of a new drug is a complex, expensive process. In silico
studies have been instrumental in this process in order to find new, more effective and safe
chemical entities. In this scenario, the use of programs, such as Autodock or GOLD, in which
through the prediction of interactions of molecules with the target protein can select the
compounds of major interest, is fundamental. In this way, it is possible to solve the problems

associated with traditional methods.

In this work, new possible xanthine oxidoreductase inhibitors were studied and a molecular
docking study was carried out in the first phase to allow selection of the most promising
compounds. These compounds were subsequently synthesized and their inhibitory activity was
evaluated in vitro. Xanthine oxidoreductase belongs to the class of molybdoenzymes and is
involved in the purine catabolism. This enzyme is involved in pathologies, such as gout,
ischemia/reperfusion situations, among others. Allopurinol has been the most widely used
compound in the treatment of gout. Due to hypersensitivity reactions of this molecule it was
produced febuxostat. However one of the main problems of it is the liver disorders at the
enzymatic level. Thus it becomes important to develop new inhibitors of xanthine

oxidoreductase.

In the molecular docking, the Autodock and GOLD programs were used, and four classes of
compounds were studied: steroids, barbiturates, cyanines and quaternary ammonium salts
derived from benzoxazoles and benzothiazoles and their interaction with xanthine
oxidoreductase was evaluated with the objective of selecting the most promising compounds
to be studied through the evaluation of its inhibitory activity in vitro of xanthine

oxidoreductase.

In general, good molecular docking results were obtained since some of the compounds tested
had higher affinity for xanthine oxidoreductase than febuxostat, a known xanthine
oxidoreductase inhibitor and used in the clinic. In addition, it was found that most of the
compounds interacted with the protein at the entrance of the active site, indicating that they
may be able to inhibit their activity by precluding their interaction with their endogenous
ligands. The compounds with base structure trimethocyanins, of the cyanine class, showed

inhibition on xanthine oxidoreductase.
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Capitulo 1 - Introducao



1.1. Xantina oxidorredutase

A xantina oxidorredutase (XOR) é uma enzima envolvida no catabolismo de bases azotadas
purinicas no nosso organismo e que tem como principais substratos a hipoxantina (HX) e a
xantina (XA)'. Esta enzima pertence a classe das molibdoenzimas uma vez que apresenta um
cofator de molibdénio, a molibdopterina (MPT)2. A XOR é um homodimero com 290 kDa de
peso molecular que apresenta, para além do dominio da MPT, o dominio do dinucleétido de
flavina e adenina (FAD) como cofatores. Adicionalmente, também ¢é importante destacar o
dominio composto por dois centros de ferro e enxofre, sendo que cada mondmero é
constituido pelas 3 dominios®. Na figura 1 esta representada esquematicamente um exemplo

de um monomero desta enzima.

Figura 1: Estrutura cristalizada da subunidade da xantina oxidorredutase constituida por 3 dominios

(FAD, a verde, 2 Fe;/S;, a amarelo, e MPT, a magenta) (adaptado de 4).

A XOR, como ja foi referido, esta envolvida no catabolismo de purinas, nomeadamente, nas
etapas finais deste processo. Esta enzima converte a HX e XA a acido Urico (AU), sendo que

isto ocorre mediante uma hidroxilacao sequencial em C2 e de seguida em C8'.

A XOR é comumente designada por xantina oxidase (XO). Contudo, essa designacdo nao é a
mais correta uma vez que esta proteina apresenta 2 formas, a forma desidrogenase (xantina

desidrogenase (XDH)) e/ou a forma de XO. Quando as subunidades estao na forma XDH, a



forma oxidada do dinucleé6tido de nicotinamida e adenina (NAD*) é reduzida a forma reduzida
do dinucleodtido de nicotinamida e adenina (NADH) e o oxigénio molecular é reduzido a
perdxido de hidrogénio e radical superdxido na oxidacao do substrato da enzima, o que pode
levar a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS), como por exemplo, o radical
hidroxilo. Quando as subunidades estdao na forma XO, o NAD* nao é envolvido no processo

(esquema 1)"2,

NAD NADH Ho NADH Ho  N_ [
OH
/ / ; \é\ N_ N/>
"+ H0: _+ H0r
Hlpoxantma Xantina Acido urico
OH +OH + 02 OH +OH + 02

Esquema 1: Diagrama esquematico da hidroxilacao oxidativa da HX a XA e, posteriormente, a AU e

geracao de ROS, no metabolismo das purinas (adaptado de 4).

Um facto que é importante ser destacado é que as formas XO e XDH podem coexistir no
processo oxidativo da HX em determinadas situacoes. Para além disto, a XO e a XDH sao
capazes de se interconverter uma na outra. Quando ocorre a formacao de quatro cistinas
através da ligacdo de oito cisteinas por pontes dissulfureto presentes nos 2 cofatores (FAD e
MPT), estamos na presenca da enzima na forma XO. Quando esta ligacdo entre dois atomos de

enxofre nao é formada estamos na presenca da forma XDH (esquema 2)*.

N 20 kDa m 40 kDa N 20 kDa /\ 40 kDa

Oxidacao
de SH
e

\ Cofator molibdopterina

XDH 85 kDa XO

Esquema 2: Modelo estrutural da enzima na forma de XDH e XO. A interconversao entre XDH e XO

procede de forma reversivel mediante formacdo de quatro pontes dissulfureto (adaptado de ).
1.1.1. Importancia biolégica

A XOR é necessaria para o metabolismo normal das purinas e pode ser encontrada em grandes

quantidades no figado, no intestino e no leite. A XOR também esta associada a multiplas



doencas humanas devido a sua capacidade de gerar AU e ROS, como o radical superoxido e o

peroxido de hidrogénio®.

Entre estas patologias encontra-se a gota, na qual ocorre a deposicao de cristais de AU nas
articulacbes tendo como consequéncia a inflamacdo das mesmas*>. A formacao de ROS esta
também associada a varias condicoes patologicas, designadamente lesdes por
isquemia/reperfusao, sendo que estas situacdes podem ocorrer devido a producao destas
espécies reativas por parte da atividade elevada da XOR®. Outras patologias associadas as ROS
sdo varias doencas cardiovasculares, podendo estar envolvida a formacao de peroxinitrito.
Este é formado a partir do radical superdxido e do 6xido nitrico, e € um potente oxidante que
esta envolvido na nitracao de residuos de treonina das proteinas fazendo com que as mesmas
percam a sua funcdo?. Para além destas, existem outras patologias onde as ROS estao
implicadas como a inducao de apoptose/necrose, a inducao/supressao da expressao de muitos
genes, a ativacdo de cascatas de sinalizacdo celular, o dano oxidativo de acidos
desoxirribonucleicos (ADN) e lipidos, a inflamacéo, os distlrbios metabdlicos, a aterosclerose,

a insuficiéncia renal, a hipoxia e a carcinogénese®.

1.1.2. Mecanismo de acao da Xantina oxidorredutase

A reacao de hidroxilacao da purina ocorre com o auxilio do cofator MPT?. Este cofator forma-
se através da ligacdo do molibdénio a dois atomos de enxofre de um derivado do anel de
pterina. Os dois atomos de oxigénio e um atomo de enxofre que estado ligados ao molibdénio,
mas que nao interagem na formacao do cofator MPT, encontram-se voltados para o sitio ativo
da XOR®?,

Para que ocorra a reacao de hidroxilagao é necessario que uma molécula de agua forneca um
grupo hidroxilo, para que este seja incorporado na HX e XA'®'', No esquema 3 esta
representa, de uma forma mais detalhada, a reacdo redox pela XOR. Esta reacdo redox é
iniciada com a sequestracdo do hidrogénio do grupo hidroxilo do cofactor de Mo pelo
glutamato 1261, reduzindo o Mo (VI) a Mo (IV). Posteriormente, com adicdo de uma molécula
de agua o Mo (IV) inicia o seu processo de oxidacdo, libertando dois eletrées, um protao e AU
da reacao. Estes dois eletroes serao sequestrados pelos centros de ferro e enxofre e,
posteriormente, pelo o FAD onde serao utilizados para reduzir o NAD* a NADH, na XDH, e o
oxigénio molecular a radical superoxido ou a peroxido de hidrogénio, na XO. No caso da X0, a
reducdo do oxigénio molecular s6 ocorre se o FAD estiver no estado FADH* para formar
superoxido ou no estado FADH, para formar peroxido de hidrogénio, sendo que estes nunca se

formam ao mesmo tempo'% '3,
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Esquema 3: Reacdo redox do cofator de molibdénio (adaptado de ).

1.1.3. Inibidores da Xantina oxidorredutase

Os inibidores da XOR, juntamente com agentes uricosuricos, representam a primeira escolha
terapéutica para tratamento a longo prazo e prevencado de hiperuricémia e gota, sendo os

mais conhecidos o alopurinol e febuxostat (figura 2)2.

0] N .
N)‘tf\ HO\PI \>/q \/<
t /NH S

NN 0 \\N

Alopurinol Febuxostat

Figura 2: Estrutura do alopurinol e o febuxostat, inibidores da XOR.

0 alopurinol é um inibidor relativamente potente da XOR e tem sido amplamente utilizado no
tratamento da gota, durante décadas. No mecanismo de acado deste inibidor, ocorre a sua
oxidacao pela XOR a oxipurinol, o metabolito ativo do alopurinol, que atua como um inibidor
covalente reversivel?. Este ultimo liga-se a forma reduzida da XO (Mo (IV)) através de uma
do tempo ocorre a rutura da ligacdo covalente levando a oxidacao do Mo (IV) a Mo (VI), o que

liberta o oxipurinol e, consequentemente, ha a recuperacao da atividade enzimatica'.

O febuxostat € um farmaco com um nicleo tiazol e foi o primeiro inibidor da XOR com
estrutura base nao purinica (figura 2) aprovado pela Food and Drug Administration." Este
agente atua como um inibidor ndo competitivo altamente potente da XOR humana*
blogueando a entrada do sitio ativo das duas formas (oxidada e reduzida) da XOR'™. O
febuxostat apresenta diversos efeitos secundarios, assim como o alopurinol, o que leva a que
nao sejam recomendados para o tratamento de hiperuricémia assintomatica. Estes

inconvenientes fomentam o interesse na procura de novos inibidores da XOR que possam ser



usados para tratar pacientes com gota ou com intolerancia ao alopurinol e/ou febuxostat*.

1.2. Estudos in silico

Nas Ultimas trés décadas, o design de farmacos assistido por computador (CADD) tem
desempenhado um papel importante no desenvolvimento de moléculas terapeuticamente

importantes.
Os trés maiores propdsitos onde o CADD é utilizado sao:

(1) Na filtragem de grandes bibliotecas de compostos em menores conjuntos de

compostos ativos que podem ser testados experimentalmente;

(2) Na orientacao da otimizacao dos leads, quer no aumento da sua afinidade, quer na

otimizacao do metabolismo de farmacos e da restante farmacocinética;

(3) No design de compostos novos através da construcao de moléculas adicionando um

grupo funcional de cada vez.

O CADD pode ser classificado em duas categorias: o0 método baseado na estrutura e o método
baseado no ligando. O método baseado na estrutura depende do conhecimento da estrutura
da proteina-alvo (PA) de modo a calcular, designadamente, as energias de interacao dos
compostos testados. O método baseado no ligando depende do conhecimento dos ligandos
com atividade conhecida para pesquisar através de relagdes quantitativas estrutura-

atividade, de modo a comparar ou construir novos ligandos'’.

1.2.1. Docking molecular

0 principal objetivo do docking molecular é a simulacdo computacional de um ligando com a
PA, de estrutura conhecida através de processos de identificacdo molecular, sendo obtidas
conformagées de ligandos otimizadas com a energia livre do sistema minimizada. Os estudos
de docking molecular podem ser efetuados entre proteina-proteina, proteina-ligando e
proteina-nucledtido. O docking molecular é considerado um método de CADD baseado na
estrutura e o sistema pode ser por chave/fechadura (alvo e ligando configurados como
estruturas rigidas) ou por Induced Fit (alvo e ligando configurados como estruturas

flexiveis)'820,

O docking molecular, através da simulacdao da interacao entre o ligando e a PA, prevé a
afinidade do ligando, de modo a formar um complexo ligando-proteina estavel. Esta interacao
envolve varios tipos de interacdes nao covalentes, como as ligacoes de hidrogénio e as

ligaces ibnicas, hidrofdbicas e de Van der Waals.



Para a realizacdo do docking molecular sdo necessarias diversas etapas, como a preparacao da
estrutura da PA em trés dimensdes, a preparacao dos ligandos, a predicao da energia de

ligacao do complexo proteina-ligando e a analise de resultados (esquema 4)'°.

Identificacio de recetores

Disponibilidade da

Modelacao da proteina
estrutura 3D

Recuperacao dos ligandos

Preparacao do ligando Preparagio da proteina

Docking do ligando no
sitio alvo da proteina

Y

Andlise de resultados

Esquema 4: Passos basicos do docking molecular (adaptado de ).

Em suma, o uso de técnicas assistidas por computador no processo de descoberta e
desenvolvimento de farmacos esta a ganhar popularidade levando a sua rapida
implementacdo e apreciacdo 2°, desempenhando um papel fundamental neste processo de

design e descoberta de farmacos?'.

1.2.2. Programas, Scoring e Algoritmos

Nesta subseccdo sera abordada de forma sucinta os programas e algoritmos capazes de
realizar o docking molecular. Existem diversos programas para a realizacao deste processo,
entre os quais sao de destacar o Autodock e o GOLD, sendo estes os dois programas utilizados

no desenvolvimento desta dissertacao.

1.2.2.1. Autodock

Desde o seu lancamento, em 1990, o Autodock provou ser uma ferramenta eficaz e capaz de
prever de forma rapida e precisa as conformacdes de ligandos e as energias de ligacao destes
com a PA. Quando se pretende procurar o espaco conformacional disponivel para um ligando

numa proteina, o Autodock utiliza um método baseado numa grelha 3D para permitir uma



avaliacao rapida da energia de ligacao das diferentes conformacdes. Este método baseia-se na
incorporacao da PA ou de uma regido espacial da PA numa grelha 3D pré-definida, sendo
criados pontos bem definidos pelo utilizador dentro dessa mesma grelha. Em cada um desses
pontos sera colocado um atomo-sonda que servira como base para os calculos de energias das
interacdes desse especifico atomo-sonda com a PA. Apds ter calculado as energias em todos
os pontos criados dentro da grelha, os dados das energias sao armazenados numa tabela, de
modo a que o Autodock possa utilizar esses dados, permitindo-lhe selecionar os pontos que

apresentem menor energia livre.

Para a pesquisa conformacional, o método mais utilizado neste programa é o algoritmo
genético Lamarckian. Este algoritmo permite a criacdo de uma populacdo de conformacoes de
teste, que serve de base a todo o processo. Esta populacao, devido a sucessivas alteracées,
sofre uma troca nos parametros conformacionais, o que leva a uma competicdo que ocorre de
forma analoga a evolucao bioldgica, sendo selecionadas as conformacdes com menor energia
de ligacdo. O parametro “Lamarckian” é uma caracteristica adicional que permite que as
conformacoes individuais “procurem” o seu espaco conformacional local, adquirindo a menor
energia livre, transmitindo-se essas informacdes para as conformacoes posteriormente

consideradas, de modo a otimizar o processo.

0 Autodock utiliza um campo de forca de energias livres semi-empirico de modo a prever as
energias livres de ligacdo de moléculas pequenas a PA. O campo de forca é baseado num
modelo termodinamico que permite a incorporacado de energias intramoleculares na predicao
da energia livre de ligacdo, o que é realizado pela avaliacdo das energias tanto do estado de
ligacdo como do estado de nao-ligacdo. Para além disso, também incorpora um método de
dessolvatacao baseado na carga, o qual utiliza um conjunto de atomos e cargas pré-definidos
para a realizacdo do processo. O método foi calibrado com um conjunto de 188 estruturas e
energias de ligacdo conhecidas, e o erro padrdo é cerca de 2-3 kcal/mol na predicao de

energia livre de ligacdo em estudos de validacdo cruzada??.

1.2.2.2. GOLD

O GOLD foi desenvolvido em 1995 e é considerado um programa de docking automatizado.
Este programa utiliza o algoritmo genético como base de calculo, de modo a explorar uma
gama completa de flexibilidade conformacional do ligando com uma flexibilidade parcial da
proteina, satisfazendo a exigéncia fundamental de que o ligando deve deslocar a agua que se

encontra no sitio ativo da proteina®.

Um dos scores utilizados no GOLD é o GOLDScore, sendo este uma funcdo de score default do
programa. Para efetuar os calculos, o GOLDScore baseia-se em 4 energias especificas, que
posteriormente, serao utilizadas para gerar um score para cada conformacao. Essas energias

sao:



1) Energia da ligacao por pontes de hidrogénio externas proteina-ligando;
2) Energia de interacdes de Van der Waals externas proteina-ligando;

3) Energia de interacdes de Van der Waals internas proteina-ligando;

4) Energia da tensao de torsao do ligando.

O GOLD utiliza um método exclusivo de modo a colocar o ligando no local de ligacdo, o qual
se baseia em pontos de controlo. Neste mecanismo sao acrescentados pontos de controlo nos
grupos de ligacdo do hidrogénio da proteina e do ligando, o que permite mapear pontos
aceitadores no ligando e pontos doadores na proteina e vice-versa. Além disso, o GOLD gera
pontos de controlo hidrofobicos na cavidade da proteina, onde qualquer ligando com grupos

hidrofdbicos pode ser mapeado?.

1.3. Cianinas

Em 1856, Greville Williams, ao fazer reagir iodeto de isopentilo com quinolina, a qual possuia
lepidina como impureza, obteve um composto de cor azul?®. Este composto foi denominado
por cianina, da palavra grega “Kyanos”, azul escuro, devido a brilhante cor azul que origina
em solucao, designacao esta que passou a representar uma classe de corantes 2628, Estes tipos
de compostos foram utilizados em fotografia, ha mais de 100 anos, no processo de revelacao
das mesmas, como sensibilizadores de haletos de prata, devido as suas propriedades
fotossensiveis. Estas moléculas apresentam a capacidade de sensibilizar os halogenetos de
prata numa area espetral onde estes sdao, normalmente, insensiveis, o que levou a um

interesse crescente no estudo e sintese de novos compostos deste tipo?.

1.3.1. Carateristicas estruturais

A sua importancia sintética deve-se ao seu baixo custo de sintese, a sua relativa estabilidade,
bem como aos seus coeficientes de absorcdo molar elevados e intensidades médias de
fluorescéncia. De facto, através de simples modificacdes estruturais, como a cadeia metinica
ou alteracao do nucleo heterociclico, o comprimento de onda a que absorvem estes corantes
pode alterar, permitindo-lhes absorver radiacao com comprimentos de ondas entre os 340 nm
e os 1400 nm do espectro eletromagnético, o que correspondente ao intervalo que vai do

ultravioleta (UV) ao infravermelho (IV)¥729:30,

As cianinas sdo compostos catidnicos constituidos por duas subunidades heterociclicas
azotadas terminais separadas por uma cadeia mono- ou polimetinica de nimero impar de
carbonos (cromoforo)®'. As subunidades heterociclicas mais comuns sdo o benzotiazole,

benzoxazole, indole, benzimidazole e a quinolina. De acordo com o tamanho da cadeia



cromofora, podem classificar-se como monometinocianinas (n=0), trimetinocianinas (n=1),
pentametinocianinas (n=2), entre outras, sendo n o nimero de grupos metino existentes entre

as duas subunidades, como pode ser verificado na figura 3.

X Y.
\ \

Er)/ ) n

| 2 |

R, R;

X=Y ou X=Y = NR, O, S, Se, ...

Z=Tos, |, Br, Cl, ...

n=0,1,2,3, ..

R; = R, = (CHy),CH3, (CH,),CO,H, ... (sendo que a = 0,1, 2, 3, ...)

Figura 3: Estrutura geral das cianinas (adaptado de %)

1.3.1.1. Sintese de sais de amoénio quaternario

A sintese de sais de amonio quaternario (SAQ) é necessaria, uma vez que sao precursores das
cianinas. Estes compostos podem ser sintetizados através de uma reacdo simples de
quaternizacdo de aminas terciarias ou através da troca anionica de sais disponiveis
comercialmente. Os SAQ podem ser obtidos mediante duas vias de sintese: por refluxo da
base heterociclica com um agente alquilante na presenca de um solvente polar, como por
exemplo o acetonitrilo®, ou por fusdo in situ da base heterociclica com um reagente
alquilante3334, como por exemplo o acido 11-bromoundecandico®. Recentemente, a técnica
de micro-ondas comecou a ser utilizada na sintese destes sais devido a diminuicdo do tempo
reacional, bem como a obtencédo de produtos mais puros e com melhores rendimentos?.

A diversidade dos SAQ é elevada, devido a existéncia de diversas bases heterociclicas, como
por exemplo, benzotiazole, benzoxazole, benzosselenazole, benzimidazole, quinolina, entre

outras, (esquema 5)3.

X @)X=5
X\ (CHy)CH;l (b)X =0
> > (c) X =Se
N// CHCN, C?q/@ (d) X = NH
Refluxo | (e) X =C=C
(CHZ)nCH3

Esquema 5: Sintese geral dos SAQ com grupos alquilo. (a) benzotiazole, (b) benzoxazole, (c)
benzosselenazole, (d) benzimidazole e (e) quinolina.
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1.3.1.2. Sintese de cianinas

Na sintese de cianinas, o processo utilizado depende do comprimento da cadeia polimetinica
que se pretende. De modo geral, esta sintese requer simples adicdes nucleofilicas,
antecedidas ou seguidas por reacdes de eliminacao que envolvem desprotonacao e remocao
do grupo de saida. Os SAQ de 2-metilbenzoazo6is sao precursores chave desta reacao e
originam bases metilénicas nucleofilicas, também denominadas bases de Fischer?’.

As monometinocianinas simétricas e assimétricas sao principalmente sintetizadas pelo método
de tioalquilo. Este método consiste na condensacdo de dois SAQ heterociclicos: um dos sais
com um grupo metilo reativo e o outro contém um grupo tioalquilo, sendo que este ultimo é o

grupo abandonante (esquema 6)%7:2%37,

X

/>—CH3 />ZCH3

(100 - 150) N© Z
R Base//A\

Y

N
—»
/>—SCH3 />—SCH3 rlz A

@ -0
(100 150) NO z

XeY=NR,O,S, Se, C(CHs),, ...
Z =Tos, I, Br, CL, ...
= (CH;y),CH3, (CH,),CO,H, ... (sendo que n = 0,1, 2, 3, ...)

Esquema 6: Método do tioalquilo para obtencdo de monometinocianinas simétricas e assimétricas
(adaptado de 7).

Na sintese de trimetinocianinas simétricas, o método utilizado é o do orto éster. Este método
envolve a condensacdo de dois SAQ pela acdo de um orto éster, normalmente o

trietilortoformiato, sob condicdes basicas, normalmente usando piridina (esquema 7).

CH(OCH,CH3)3
/>—CH3 >/\/\<
N® 70 Base /A N® 70
FL

R
X =NR, O, Se, C(CHs),, ...
Z=Tos, |, Br, Cl
R = (CH,),CHs, (CH,),CO4H, ... (sendo que n = 0,1, 2, 3, ...)

Esquema 7: Método do ortoéster para obtencao de trimetinocianinas simétricas (adaptado de 7).

1.3.2. Aplicagoes

Apds a descoberta de Williams, o interesse nestes compostos levou a sua utilizacdo na

coloracao de téxteis. No entanto, estes compostos demostraram ser pouco eficazes neste uso
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devido a fraca resisténcia a luz. Estudos posteriores levaram a descoberta das suas
propriedades fotossensiveis e, posteriormente, de outras aplicacoes. Desde entdo, estes
compostos comecaram a ser utilizados na producao de meios de gravacao otica (CD, DVD)?> e
como antitumorais, por tecnologia laser (fotossensibilizadores em terapia fotodinamica para
tumores superficiais, como por exemplo, melanomas3®) ou como uma molécula que pode ser
inserida no nosso organismo e que leva a morte celular das células cancerigenas por
interacdo, por exemplo, com os seus recetores especificos’®. Através da tecnologia laser
também podem ser utilizados na area da oftalmologia®® e em intervencoes cirurgicas3®.
Adicionalmente, também podem ser usados como mostradores de cristais liquidos (LCD)*'.
Devido as suas carateristicas hidrofobicas e catidnicas, as quais permitem uma interacao forte
com ADN, as cianinas tém também sido aplicadas como sondas fluorescentes na detencéo e
sequenciacao de ADN*, bem como em ensaios imunoldgicos, na microscopia de fluorescéncia,
na marcacao de proteinas®* e em estudos de potencial de membrana#. As cianinas também
apresentam um elevado potencial terapéutico na doenca de Alzheimer sendo capazes de

inibir a agregacéo da proteina tau e dos péptidos beta amiloide*>4,

1.4. Esteroides

Os esteroides tém desempenhado um papel importante no desenvolvimento de farmacos para
doencas cardiovasculares, autoimunes, tumores e osteoartrite*’. A base estrutural destes
compostos pode ser encontrada no organismo humano, como por exemplo nos acidos biliares,
nas hormonas sexuais, nos derivados da vitamina D, entre outros“®. Os esteroides de origem
animal derivam do colesterol e sdo responsaveis por algumas funcdes, como o metabolismo, a
digestdo e o funcionamento dos 6rgdos sexuais*. Os acidos biliares pertencem a familia dos
esteroides e tém sido alvo de interesse na investigacao e desenvolvimento de novos farmacos,

para a aplicacdo no tratamento de tumores, como antivirais, antiflngicos, entre outros>5'.

1.4.1. Carateristicas estruturais

A estrutura base dos esteroides é o ciclopentanoperidrofenantreno, o qual é composto por
quatro anéis ligados entre si, sendo estes constituidos por trés anéis (A, B e C) de 6 carbonos
e um anel (D) de 5 carbonos, o que perfaz um total de 17 carbonos, tal como se pode ver na
figura 4. A sua numeracéo é efetuada segundo regras definidas pela IUPAC®"%2, A maioria dos
esteroides tem um grupo metilo no carbono 10 e o outro no carbono 13, sendo possivel a
existéncia de outros grupos no carbono 174, Em relacdo a estereoquimica, os substituintes
que se apresentarem acima do plano dos quatro anéis, sdao designados beta, se os

substituintes se apresentam abaixo do plano, sao designados alfa.
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Figura 4: Estrutura do nlcleo esteroide.

1.4.2. Acidos biliares

Além dos grupos metilo angulares em C10 e C13, os acidos biliares apresentam ainda uma
pequena cadeia alifatica ligada ao carbono 17, que termina num alcool ou num acido
carboxilico. Carateristicamente, a fusdao dos aneis A e B tem configuracdo beta. Estes
compostos derivam do colesterol e sdo sintetizados nos hepatocitos. As suas funcoes
principais no organismo sao a regulacdo lipidica e a solubilizacdo e transporte de lipidos,
controlo da homeostase da glicose e do colesterol e a interferéncia nas vias apoptoticas e
inflamatorias®>'. A Gltima funcao referida ocorre devido a potencial capacidade antitumoral
de varios acidos biliares sendo, por isso, estes alvo de estudo para o desenvolvimento de

novos farmacos para o tratamento de diversos tumores®°.

1.5. Barbituratos

Em 1864 um quimico alemao chamado Adolph Von Baeyer, prémio Nobel da Quimica em 1904,
sintetizou o acido barbitlrico através da ciclizacdo da ureia com o acido malénico, com

eliminacéo de agua (figura 5)%.

H 0 9
\
N—H  HO |
Condensacao HN NH
’ ' | =/J‘3\/1J\ T
4 6
N—H HO 5
/ 0] (0]
H (0]
Ureia Acido maldnico Acido barbiturico

Figura 5: Formacao do acido barbitlrico pela reacao do acido maloénico e da ureia.

Antes da comercializacdo das benzodiazepinas, os barbitlricos eram muito utilizados como

sedativo-hipnéticos por serem potentes depressores do sistema nervoso central, além de
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apresentarem outras propriedades farmacoldgicas, como atividade anestésica e
anticonvulsivante®, Estes compostos foram importantes na compreensao da funcdo dos
recetores do acido y-aminobutirico, tendo sido genericamente substituidos por outros
farmacos devido a problemas de seguranca, incluindo a tolerancia e dependéncia aos
mesmos, bem como a sua janela terapéutica relativamente estreita. Apesar disso, tém
apresentado interesse noutras areas, nomeadamente como agentes antibacterianos®,
antitumorais®®%¢, antiangiogénicos, imunomoduladores, herbicidas, fungicidas, antivirais e
antioxidantes®”-*8. Os barbit(ricos mais utilizados foram o mefobarbital, o fenobarbital, o
amobarbital, o butabarbital, o pentobarbital, o secobarbital, o talbutal, o metohexital e o

tiopental®*%,

1.6. Objetivos

Os objetivos deste trabalho visaram a realizacao do docking molecular de uma lista de
compostos tendo como PA a XOR, utilizando os programas Autodock e GOLD. Dos resultados
do docking molecular, serdao selecionados os compostos com possivel atividade inibitoria,
sendo realizada a sintese desses compostos. Posteriormente, os compostos sintetizados serao
testados através da avaliacao da atividade inibitéria da XOR, utilizando o método de Gupta®

e as condicdes descritas por Zhao®'.

As cianinas, SAQ, esteroides e barbituratos foram escolhidos para o presente estudo, nao so
por serem compostos que ja estdao a ser trabalhados pelo grupo de investigacdo em que este
trabalho se insere, mas também devido a apresentarem carateristicas de potencial interesse
para a inibicao da XO. Por exemplo, as cianinas e os SAQ em causa apresentam um anel de 5
membros com dois atomos eletronegativos, algo que se assemelha como o febuxostat, e os
barbituratos, apesar de apresentarem um anel de 6 membros, também tém atomos
eletronegativos e apresentam uma semelhanca com o febuxostat, designadamente no
tamanho. Os esteroides também sdo um grupo interessante para trabalhar, nomeadamente

devido a sua estrutura rigida.
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Capitulo 2 - Resultados e discussao
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2.1 Docking molecular

Neste trabalho pretendeu-se, através do uso de programas de docking molecular (Autodock 4
e GOLD), prever a interacao com a XOR de compostos pertencentes as classes dos esteroides,
das cianinas, dos barbituricos e dos SAQ. Além disso, esta ferramenta computacional permitiu
a selecao dos compostos que apresentam possiveis e melhores interacées com o sitio ativo da

XOR, podendo-se excluir a sintese de compostos menos promissores.

No estudo realizado com o Autodock 4, a validacdo do método de docking foi realizada por 2
abordagens diferentes. Na primeira abordagem, apos a separacdo do complexo ligando-
proteina obtido no banco de dados de proteinas (PDB) com o codigo 1N5X, foi efetuado um
docking com o mesmo ligando utilizando os parametros descritos na literatura por Chen®?, de
modo a verificar se as conformacdes geradas obtinham um valor de desvio da raiz quadrada
média (RMSD) inferior a 2,0 A. Na segunda abordagem, fez-se a comparacio dos resultados
obtidos no docking do ligando co-cristalizado da XOR e um ligando testado por Chen®, com os
resultados obtidos no docking realizado por Chen®. Apesar de haver varias entradas no PDB
para estruturas cristalizadas da XOR, a escolha recaiu sobre a 1N5X uma vez que esta

apresentava como ligando o febuxostat e permitiu obter os melhores resultados de validacao.

Na validacao pela primeira abordagem, a melhor conformacao gerada no docking do ligando
co-cristalizado (febuxostat) obteve uma energia minima de ligacdo de -8,68 Kcal/mol, sendo
o valor de RMSD inferior a 2,0 A (0,79 A), o que permitiu a validacdo do método. Na validacao
pela segunda abordagem, os resultados do docking foram semelhantes aos obtidos por Chen,

S.%2 (dados nao apresentados), considerando-se, assim, o método validado.

Na figura 6A podemos verificar que o febuxostat interage com a proteina no seu sitio ativo,
nomeadamente, através dos aminoacidos (aa’s) presentes a entrada do mesmo (duas
fenilalaninas (PHE), a 914 e a 1009, o glutamato (GLU) 802, a arginina (ARG) 880, a treonina
(THR) 1010 e a asparagina (ASN) 768). Na figura 6B podemos verificar que os aa’s ASN 768,
THR 1010 e ARG 880 interagem com o ligando por um total de 6 ligacdes de H.
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Figura 6: Docking do ligando co-cristalizado da XOR obtido no Autodock 4 com a conformacao com maior

afinidade gerada. A) entrada do sitio ativo; B) interages dos aminoacidos da XOR.

De seguida procedeu-se a validacdo do docking com o GOLD, procedendo a separacao do
complexo ligando-proteina obtido no protein data bank (PDB) com o codigo 1N5X, foi
efetuado um docking com o mesmo ligando utilizando os parametros default. Os resultados
obtidos no GOLD foram comparados com os resultados obtidos no Autodock 4, de modo a
verificar se os resultados seriam semelhantes. Esta comparacdo foi realizada através da
sobreposicdo da melhor conformacao gerada em cada programa e através da analise das suas

interacoes obtidas com os aa’s da XOR.

O GOLD utiliza um score’ proprio, ao contrario do Autodock 4, que utiliza um score baseado
em energias de afinidade (Kcal/mol). Por outras palavras, o ranking do score dos resultados
obtidos no GOLD é analisado de forma decrescente de valores sendo que estes nao
apresentam unidades. Sendo assim, os rankings dos scores do Autodock 4 e do GOLD tém de

ser analisados de forma distinta.

Na figura 7 encontra-se representada a conformacao obtida do febuxostat com maior score
através do GOLD. Na figura 7A podemos verificar que o febuxostat interage com a proteina no
seu sitio ativo, nomeadamente, através dos aa’s presentes a entrada (duas PHE, uma ARG,
uma THR e uma ASN). Na figura 7B podemos verificar que os aa’s ARG, THR e ASN interagem

com o ligando por um total de 3 ligacées de H com o ligando.

1 score - informacdo dada por um programa de docking molecular, resultante do calculo efetuado através de um

dado algoritmo e permite efetuar um ranking dos ligandos testados.
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Figura 7: Re-docking do ligando co-cristalizado da XOR obtido no GOLD com a conformagao com maior

afinidade gerada. A) Entrada do sitio ativo; B) interacdes com aa’s da XOR.

Na figura 8 encontra-se a sobreposicdo entre a conformacao do febuxostat com maior
afinidade obtida no GOLD e o febuxostat ligado a enzima (figura 8A), o que permitiu verificar
que os resultados obtidos no GOLD sao semelhantes ao observado para o ligando co-
cristalizado com a enzima, e a sobreposicao da conformacao do febuxostat com maior
afinidade obtida no GOLD com a conformacao do febuxostat com maior afinidade obtida no
Autodock 4, que também sao semelhantes, o que indica que apesar de serem programas
distintos, com algoritmos e scores diferentes, os resultados ndo tém grandes variacoes (figura

8B).
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Figura 8: Sobreposicao das conformagdes com melhor afinidade obtidas no Autodock 4, GOLD e o
ligando co-cristalizado da XOR. A) Sobreposicao de uma conformacéao obtida no GOLD (azul) com o ligando co-
cristalizado febuxostat (preto); B) Sobreposicao de uma conformacao obtida no GOLD (azul) com uma conformagao

obtida no Autodock 4 (cinzento).

O valor de RMSD obtido no GOLD para a conformacao de maior afinidade foi de 0,72 A (similar

ao obtido no Autodock 4 para a conformacdo de maior afinidade, 0,79 A) e o score obtido
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para esta mesma conformacao foi de 80,541. No caso do GOLD, como o RMSD também foi

inferior a 2,0 A para a conformacdo de maior afinidade, o método pode ser considerado

validado também através deste programa.

A realizacao do docking pelo GOLD permitiu testar varios ligandos de uma s6 vez, ao contrario

do Autodock 4, o que facilitou a analise dos resultados.

Através do GOLD foram realizados 4 dockings em separado das 4 classes de compostos em

estudo na presente dissertacao (esteroides, barbituratos, cianinas e SAQ, apresentados nos

anexos 1-6). Os resultados referentes a cada docking destas classes foram analisados,

discutidos e, posteriormente, as conformacdes com melhor score obtido foram selecionadas.

Na Tabela 1 sao apresentados os resultados obtidos pelo GOLD para os 10-15 compostos de

cada classe que apresentaram os melhores resultados.

Tabela 1: Lista de resultados obtidos do docking efetuado pelo GOLD para os compostos selecionados.

GOLD
Esteroides Barbituratos Cianinas SAQ
Comp™ GS®? Comp( GS®@ Comp! GS®@ Comp( GS®@
TEI® 80,541 TEI® 80,541 TEI® 80,541 TEI® 80,541
1 61,229 11 65,745 23 100,748 38 74,226
2 56,543 12 65,639 24 96,194 39 73,982
3 53,736 13 63,964 25 89,681 40 73,248
4 51,789 14 62,961 26 86,438 41 72,769
5 48,079 15 62,458 27 85,942 42 72,575
6 46,699 16 61,785 28 85,393 43 70,849
7 46,566 17 61,523 29 85,065 44 70,626
8 46,284 18 61,362 30 84,793 45 70,202
9 46,190 19 61,270 31 83,242 46 68,699
10 45,774 20 60,316 32 82,066 47 67,982
---------- 21 33 78,897
---------- 22 34 78,573
-------------------- 35 78,312
-------------------- 36 77,681
-------------------- 37 77,331

M Comp - Composto
@ GS - GOLDScore
® TEI - febuxostat
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Os compostos 21 e 22 da classe dos barbitlricos ndo apresentam valores no GOLD uma vez

que so foram testados no Autodock 4.

Através da analise dos resultados da tabela 1, foi possivel verificar que, pelo programa GOLD,
o score obtido da conformacao com melhor afinidade do febuxostat foi superior ao das
conformagdes com melhor afinidade das 4 classes, exceto na classe das Cianinas em que 10

compostos obtiveram um score superior.

Apos a analise dos resultados obtidos no GOLD, para os compostos presentes na tabela 1, foi
realizado um docking para cada um utilizando o programa Autodock 4. Na tabela 2
encontram-se os resultados obtidos pelo Autodock 4 dos compostos selecionados de cada

classe.

Tabela 2: Lista de resultados obtidos do docking efetuado pelo Autodock 4 para cada classe.

Autodock 4
Esteroides Barbituratos Cianinas SAQ

Comp™ E® Comp( E® Comp! E® Comp( E@
TEI® -8,68 TEI® -8,68 TEI® -8,68 TEI® -8,68
1 -10,87 17 -10,79 27 -11,74 43 -10,57
9 -10,46 16 -10,45 30 -11,14 40 -9,89
3 -9,88 11 -9,13 24 -10,27 41 -9,86
7 -9,23 12 -9,13 23 -10,12 47 -9,52
2 -9,12 13 -8,5 31 -10,12 38 -9,34
5 -8,67 18 -8,2 26 -9,99 39 -9,22

4 -8,65 19 -7,44 34 -9,05 44 -8,71
10 -8,4 14 -7,38 25 -9,02 46 -8,69
6 -8,28 20 -7,06 35 -8,97 45 -8,57

8 -8,26 15 -6,86 33 -8,96 42 -7,81

---------- 21 -7,14 29 -8,9

---------- 22 -7,14 37 -8,41

-------------------- 32 -7,76

-------------------- 36 -7,35

-------------------- 28 -7,13

M Comp - Composto
@ E - Energia (Kcal/mol)
® TEI - febuxostat

Através da analise dos resultados da tabela 2, foi possivel verificar que no programa Autodock

4, a energia obtida na conformacao com melhor afinidade do febuxostat, na sua maioria, era
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maior do que as observadas nas conformacdes com melhor afinidade dos compostos testados,
sendo que em algumas das conformacdes com melhor afinidade se observou uma energia

maior que com a conformacao com melhor afinidade do Febuxostat.

Em relacdo a analise das interacdes das conformacdes com melhor afinidade dos compostos
testados, esta so foi realizada a analise referente ao composto com melhor afinidade testado
no programa Autodock 4. Na figura 9 podemos verificar que a conformacao com melhor
afinidade da classe dos esteroides efetua interacdes por ligacdes de hidrogénio entre o
carboxilato ligando ao anel aromatico no esteroide 1 e os aa’s THR 1010 e ARG 880, e por
interacdes hidrofdbicas, entre o anél aromatico do esteroide e os aa’s PHE (914 e 1009) e ASN
768.

Figura 9: Interacao da conformacao com melhor afinidade do composto 1, da classe dos esteroides, com a

XOR. Traco vermelho - interacdes por ligacdes de hidrogénio; Traco azul - interacdes hidrofobicas.

Na figura 10 temos representada a entrada do sitio ativo da XOR e a conformacao com melhor
afinidade da classe dos esteroides, sendo possivel observar o encobrimento da entrada do

sitio ativo por parte do composto testado.
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Figura 10: A localizacdo do composto 1 na entrada do sitio ativo da XOR apds a simulacao

computacional com o programa Autodock 4.

Os resultados demonstram que os esteroides estudados podem ter potencial como possiveis
inibidores da XOR porque através da sua interacdo a entrada do sitio ativo desta proteina,
bloqueiam o sitio ativo da mesma impedindo o acesso a este de outras moléculas, incluindo o

ligando endogeno.

Na classe dos barbituratos, o composto com melhor afinidade testado apresenta interacoes
por ligacdes de hidrogénio das aminas e enxofre com os aa’s THR 1010 e ARG 880, e por
interacdes hidrofobicas, devido a interacdo do anel do barbitirico com os aa’s PHE (914 e

1009) e o anel aromatico com o aa ASN 768, como é representado na figura 11.

4

MOS 3004

Figura 11: Interacao da conformacao com melhor afinidade do composto 17, da classe dos barbituratos,

com a XOR. Traco vermelho - interaces por ligacées de hidrogénio; Traco azul - interagdes hidrofdbicas.
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Na figura 12 temos representada a entrada do sitio ativo da XOR e a conformacao do
composto 17, da classe dos barbituratos, sendo possivel verificar que este entrou no sitio
ativo da XOR.

Figura 12: A localizacdo do composto 17 na entrada do sitio ativo da XOR ap6s a simulagao
computacional com o programa Autodock 4.

Os resultados demonstram que os barbituratos estudados podem servir como possiveis
inibidores da XOR através da sua penetracao parcial no sitio ativo da XOR e o blogueio da
entrada do sitio ativo da XOR, sendo que de ambas as formas, este género de compostos pode

impedir o acesso ao sitio ativo de outros compostos, incluindo o ligando endogeno.

Na classe das cianinas, a analise das interacbes foi realizada para dois compostos que
evidenciaram maior afinidade, uma vez que nesta classe foram estudadas
monometinocianinas e trimetinocianinas que se diferenciam na cadeia cromofora. As
interacOes observadas para a monometinocianina (composto 30) foram por ligacées de
hidrogénio entre a amina secundaria do grupo acetamida e o aa GLU 802, e por interacoes
hidrofobicas, entre o metilo do grupo acetamida e os aa’s PHE 914 e PHE 1009, como é

representado na figura 13.
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Figura 13: Interacao da conformacao com melhor afinidade do composto 30, da classe das cianinas, com

a XOR. Traco vermelho - interacdes por ligacoes de hidrogénio; Traco azul - interagdes hidrofobicas.

Na figura 14 temos representada a entrada do sitio ativo da XOR e a respetiva conformacao
com melhor afinidade do composto 30, sendo possivel verificar a entrada da

monometinocianina no sitio ativo da XOR.

Figura 14: A localizacdo do composto 30 na entrada do sitio ativo da XOR apés a simulacao

computacional com o programa Autodock 4.

Os resultados demonstram que as monometinocianinas estudadas podem servir como possiveis
inibidores da XOR através do seu posicionamento a entrada do sitio ativo, o que permite a sua
potencial utilizacdo como bloqueadores da entrada do sitio ativo desta proteina, o que pode

impedir o acesso a este de outros compostos, incluindo o ligando enddgeno.
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As interacdes referentes a trimetinocianina (composto 24) evidenciam ligacdes de hidrogénio
entre a amina secundaria do grupo acetamida e o aa GLU 880, e por interacdes hidrofébicas,
entre o metilo do grupo acetamida e os aa’s PHE 914 e entre o anel aromatico e PHE 1009 e

PHE 914, como é representado na figura 15.

Figura 15: Interacao da conformacao com melhor afinidade do composto 24, da classe das cianinas, com

a XOR. Traco vermelho - interacdes por ligacoes de hidrogénio; Traco azul - interagdes hidrofobicas.

Na figura 16 temos representada a entrada do sitio ativo da XOR e a conformagao com melhor
afinidade do composto 24, sendo possivel ver que esta interagiu com a XOR a entrada do sitio

ativo desta.

Figura 16: A localizacdo do composto 24 na entrada do sitio ativo da XOR apos a simulacdo computacional

com o programa Autodock 4.
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Os resultados demonstram que as trimetinocianinas estudadas podem servir como possiveis
inibidores da XOR através do seu posicionamento a entrada do seu sitio ativo, e tal como as
monometinocianinas, bloqueiam a entrada do sitio ativo desta proteina e bloqueiam o acesso

a este de outros compostos, incluindo o ligando endogeno.

Contudo, os resultados desta simulacao computacional realizada na classe das cianinas pelo
programa Autodock 4 podem ser discutiveis devido ao elevado grau de torcao que a cadeia
alquilica ligada ao azoto apresenta, como se pode ver na figura 15. Um composto que
apresente uma torcao na sua estrutura desta magnitude, ndo deve apresentar uma energia
tao baixa. Isto porque, as moléculas que originam muitas tor¢des apresentam uma tensdo
estrutural maior o que leva a que a sua energia seja superior. A justificacao para esta torcao
pode ter por base o método utilizado pelo algoritmo do Autodock 4 para efetuar as torcoes
nas moléculas em causa. O algoritmo, ao calcular as torcoes desta cadeia alquilica de 11
carbonos, tendo em conta a liberdade de rotacao das ligagdes e os seus angulos de torcao,
leva ao fracionamento desta cadeia em unidades de 2 carbonos, sendo que os calculos das
torcoes sao realizados distintamente para cada unidade. Por fim, o algoritmo faz o somatorio
das energias dessas fracoes dando a energia final de torcao. Para que isto nao acontecesse,
uma das possiveis hipoteses seria modificar os parametros do Autodock 4 para que as torcoes

fossem inseridas manualmente pelo utilizador.

Na classe dos SAQ, o composto 41 com melhor afinidade testado apresenta interacdes por
ligacbes de hidrogénio do carbonilo do grupo acetamida com os aa’s THR 1010 e ARG 880, e
por interacoes hidrofobicas, do metilo do grupo acetamida com os aa’s PHE 914 e anel

aromatico com os aa’s PHE 914 e PHE 1009, como € representado na figura 17.

Figura 17: Interacao da conformacao com melhor afinidade do composto 41, da classe das SAQ, com a

XOR. Traco vermelho - interacdes por ligacdes de hidrogénio; Traco azul - interacdes hidrofdbicas.

Na figura 18 temos representada a entrada do sitio ativo da XOR e a respetiva conformacao

com melhor afinidade da classe dos SAQ, sendo possivel a sua entrada no sitio ativo da XOR.
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Figura 18: A localizagdo do composto 41 na entrada do sitio ativo da XOR apds a simulagdo computacional com o

programa Autodock 4.

Os resultados demonstram que os SAQ estudados podem ter potencial como possiveis
inibidores da XOR através da sua penetracao parcial no sitio ativo da XOR, o que permite o
seu uso como bloqueadores da entrada do sitio ativo da XOR, impedindo o acesso ao sitio
ativo da XOR de outros compostos, incluindo o ligando enddgeno. Contudo, como os SAQ sao
precursores da classe das cianinas, os resultados da simulacdo computacional realizada nesta
classe pelo programa Autodock 4 podem ser discutiveis devido ao elevado grau de torgao que
a cadeia alquilica ligada ao azoto apresenta. Neste caso, uma potencial solucdo para se
realizar um estudo mais eficiente da interacao dos SAQ com a XOR é a mesma discutida acima

para as cianinas.

Na tabela seguinte, esta representado o melhor composto de cada classe tendo em conta o
ranking e energias do Autodock 4. Nesta tabela podemos observar que os compostos com
melhor afinidade para a XOR dentro de cada classe apresentam uma energia de ligacao
inferior a do Febuxostat, o que indica que apresentam uma potencial maior afinidade que

este inibidor conhecido da XOR para esta proteina.
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Tabela 3: Energias de ligacdo correspondentes a conformacao de maior afinidade de cada classe que

apresentou os melhores resultados.

Resumo
Classes Composto Energias (Kcal/mol)
Febuxostat - -8,68
Esteroides 1 -10,87
Barbituratos 17 -10,79
Cianina 30 -11,74
SAQ 41 -10,57

De modo a facilitar a comparacao das 4 classes com o febuxostat, foi realizada uma
sobreposicao da conformacao de maior afinidade de cada classe e o febuxostat. Como
podemos ver na figura 19, as conformacoes e o febuxostat partilham, de um modo geral, o
mesmo espaco conformacional. Numa analise mais aprofundada, podemos verificar que a
classe das cianinas apresenta-se mais deslocalizada espacialmente em relacdo a conformacao
do febuxostat. Isto pode ser devido ao seu tamanho, que impossibilita a sua entrada no sitio

ativo.

Figura 19: Representacao da sobreposicao das 4 classes ao febuxostat. febuxostat (preto), o composto 1 dos

esteroides (verde), o composto 17 dos barbituratos (castanho claro), o composto 30 das cianinas (azul) e o composto
41 dos SAQ (roxo).
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Tendo em consideracao os resultados e a analise de toda a simulacao computacional podemos

.....

.....

previamente a sua avaliacao biologica.

2.2 Sintese

Neste subcapitulo vai ser abordada a sintese de alguns compostos e o motivo da sua escolha,
bem como os problemas que ocorreram ao longo da sintese, os seus rendimentos obtidos e a

sua pureza obtida.

Em relacdo aos compostos a sintetizar e avaliar, estes foram escolhidos tendo em
consideracao os resultados obtidos na simulacao computacional realizada anteriormente, bem
como a facilidade da sua sintese, a disponibilidade dos precursores, os seus rendimentos (n) e

a sua pureza. Na tabela 4 estao representados os compostos selecionados.

Tabela 4: Lista de compostos selecionados para a sintese laboratorial e avaliacao biolégica.

Esteroides Barbituratos Cianinas SAQ
1 19 23 40
4 21 24 41
5 25 43
10 26 44
33 46
36
37

Em relacdo aos compostos 1 e 4 da classe de esteroides, a sua sintese nao sera necessaria
devido a estes se encontrarem comercialmente disponiveis. Os compostos 21 e 33 ndo foram
sintetizados devido a terem sido fornecidos pelo Mestre Joao Serrano e pelo Professor Doutor

Renato Boto.

Durante a sintese dos restantes compostos surgiram diversos percalcos, entre eles a

impossibilidade de sintese e/ou a baixa pureza do produto obtido.

A sintese dos compostos 23, 24, 36, 37, 40 e 46, sendo que estes apresentavam o benzoxazole
como estrutura base, nao foi possivel a sua sintese devido a existéncia de uma abertura do
anel oxazole que foi descoberta através da analise dos espetros de Ressonancia Magnética

Nuclear de Protao (RMN 'H) (dados ndo apresentados).
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Na sintese dos compostos 25 e 26 os rendimentos obtidos foram na ordem dos 50-80% e a sua
estrutura e pureza foi comprovada por espetros de RMN 'H, Ressonancia Magnética Nuclear de
carbono (RMN '3C), IV e por ponto de fusado(pf). Numa analise mais detalhada, ambos os
compostos apresentaram no espetro de RMN 'H foram identificados os sinais do hidrogénio do
carbono alfa e do hidrogénio do carbono beta na sua cadeia metinico, o sinal do hidrogénio da
amida do grupo acetamida. No espetro de RMN '3C foram identificados os sinais referentes ao
carbono alfa, o sinal do grupo carbonilo da acetamida. No espetro de IV também foi
identificado a banda referente ao grupo amida da acetamida. A comprovacao desta analise
foi realizada através da comparacdo dos resultados obtido com os resultados descritos na

literatura por Boto*®, que se demonstraram similares.

O composto 41 devido a formacdo de um 6leo impossibilitou a sua cristalizacdao e a sua
caracterizacdo, contudo podemos afirmar que a estrutura é a desejada devido a este
composto ter sido utilizado como precursor na sintese do composto 26 que foi caracterizado e

comprovada a sua estrutura, como esta referido acima.

A sintese do composto 48 nao constatava nos compostos selecionados do docking, contudo
achou-se por bem realizar a sua sintese de modo a estabelecer um termo de comparacao
entre o grupo acetamida e a amina primaria nesta classe de compostos, nos testes de
uma hidrolise do grupo acetamida para amina primaria. Este composto foi obtido com um
rendimento de 35% e a sua estrutura e pureza foi comprovada por espetros de RMN 'H, RMN
3C, IV e por pf. No espetro de RMN 'H foram identificados os sinais referentes ao hidrogénio
do carbono alfa, ao hidrogénio do carbono beta e ao hidrogénio do grupo amina, no espetro
de RMN '3C foi identificado o sinal referente ao carbono alfa, e no espetro de IV também foi

identificado a banda referente ao grupo amina.

Os compostos 5, 10, 19 e 43 foram sintetizados e caracterizados por espetros de RMN 'H, RMN
3C e IV e pf. A analise foi realizada através da comparacdo dos resultados obtido com os
resultados descritos na literatura por Chang® para os compostos 5 e 10, por Figueiredo®* para
o composto 19 e por Boto® para o composto 43, sendo que os resultados obtidos se

demonstraram similares a estes.

Os rendimentos obtidos dos compostos sintetizados foram da ordem dos 15-50% para as
trimetinocianinas, dos 50% para os SAQ e para os barbituratos e dos 50-60% para os
esteroides. Assim, no geral podemos constatar que os rendimentos foram satisfatorios, a
excecao do composto 26. No caso deste composto o rendimento foi muito baixo
provavelmente devido a perdas de composto durante os processos de separacao e purificacao.

Ainda assim, foi obtida quantidade suficiente deste composto. Como tal, todos os compostos

.....
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Tabela 5: Lista de compostos sintetizados, fornecidos e comercialmente disponiveis para o teste de
atividade inibitoria da XOR.

Esteroides Barbituratos Cianinas SAQ
1 19 25 44
4 21 26
5 33
10 48

2.3 Avaliacdo da atividade inibitéria da xantina oxidorredutase

.....

utilizando o alopurinol como controlo positivo em vez do febuxostat devido a este nao se
encontrar disponivel no laboratorio. A avaliacdo foi realizada num espectrofotometro de UV-
visivel para medir a concentracao de AU formado a 295 nm. O método baseia-se na formacao
de AU a partir da XA por acado enzimatica da XOR, sendo necessario perceber o intervalo de
concentracdo em que ha linearidade de absorvancia. Para tal, foi realizada uma curva de
calibracao a 295 nm obtida a partir de varias concentracdes de AU tendo sido observada uma

linearidade entre 12,5 e 400 pM (grafico 1).
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Grafico 1: Curva de calibracao para o AU a 295 nm com respetiva equacao da reta e coeficiente de

determinacao.

Na realizacao do teste da atividade inibitdria da XOR foi utilizada uma concentracao de 30 uM
de composto em cada poco, utilizando o método de Gupta® e as condicdes descritas por

Zhao®'.

31



Na analise dos resultados obtidos (anexo 7 e graficos 2 e 3), verificamos que os compostos 25

.....

controlo positivo, o alopurinol.
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Grafico 2: Percentagem de inibicao da enzima XOR obtida para cada composto em relacao ao controlo
positivo. Os desvios padrao sao representativos das 3 experiéncias realizadas independentes. * p<0.05 em

relacao ao controlo (Teste t-Student).

Numa analise mais pormenorizada do grafico 2 os resultados obtidos para os compostos 25 e
48, demonstraram que estes compostos apresentam a capacidade de inibir a XOR. Esta
inibicdo pode estar relacionada com o grupo presente em Cé6 do benzotiazole, que pode ser
tanto uma acetamida ou uma amina primaria. Devido as concentragcdes usadas, uma pequena

quantidade dos compostos 25 e 48, precipitaram.

Para resolver este problema foi realizada uma nova curva de calibracdo (grafico 3) com

concentracdes inferiores a 12,5 yM de modo a repetir o estudo da avaliacao da atividade

.....
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Grafico 3: Curva de calibrac@o para o AU a 295 nm com respetiva equacdo da reta e coeficiente de

determinacéo.

Por forma a verificar se a inibicao obtida nao era devido a essa pequena quantidade de
composto precipitado, efetuaram-se novos ensaios, com novas concentracées (30, 10, 5 e 1
MM), onde as misturas em que se observou precipitacao (30, 10 pM) foram filtradas, sendo
comparadas com misturas com a mesma “concentracao” nao filtradas. Este processo foi
realizado porque o precipitado pode impedir o feixe de luz de passar pela solucao levando a
que o equipamento registe isto como uma absorvancia quando na verdade o feixe é

bloqueado.

O alopurinol foi utilizado nas concentracdes acima referidas, de modo a que se tenha um
controlo positivo para cada concentracao. No grafico 4 estdo representados os resultados

desses testes.

33



100%

*. 84%
@
O 80% *
=<
(©
©
v 60%
o * 42%
S * . 250
= 40% ;32%
-l
©
3
o 20%
8“ ﬁ
2 0% =
- ) (o)
Q‘§ Q‘§ °>‘§ \Qg\\ 0\?\\\ @b Q‘§ @b ‘0‘§ N
_700, k) N i) \’_\. N \"\/
2087 & & & e K e &9
O S & & A v
& & > 3 N N
X X
O O Q ™ ) Q
\OQ \OQ %0 V\:0 <o N
¥ { o

Grafico 4: Percentagem de inibicao da enzima XOR obtida para o controlo positivo, o alopurinol, e
composto. Teste comparativo de varias concentracdes (30, 10, 5 e 1 yM) com o objetivo de relacionar a
inibicdo com a precipitacdo do composto 25. Os desvios padrao sao representativos das 2 experiéncias

realizadas independentemente. * p<0.05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

Em relacdo a analise dos resultados do grafico 4, pode-se verificar que pela comparagao das
concentracées de 30 e 10 pM filtradas e nao filtrados que a leitura pelo equipamento é
afetada parcialmente pela precipitacao, mas ao mesmo tempo demonstra que existe inibicao
por parte do composto. Mesmo em concentracdes inferiores, como a de 5 e 1 pM, as quais nao

apresentavam precipitado verifica-se que a inibicao ocorre, apesar de ser baixa.

Com o intuito de confirmar a inexisténcia de precipitado na concentracdao 5 pM do composto
25, foram obtidas imagens ao microscopio (Figura 20) com uma ampliacdo total de 400x que
demonstraram a existéncia de precipitado na solucao de 30 pPM, e a sua inexisténcia na
concentracao de 5 pM. Nas imagens obtidas para esta concentracdo viram-se apenas uns
cristais de tamanho muito reduzido que provavelmente poderao advir da solucao tampao
porque caso fossem do composto, estes cristais apresentariam uma tonalidade arroxeada,

como se verifica na imagem relativa a solucao de 30 pM.
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Figura 20: Imagens microscopicas de duas solucdes de concentracoes diferentes (5 pM e 30 pM) do
composto 25. A) Solucéo de concentracdo de 30 puM - presenca precipitado arroxeado; B) Solucdo de concentracéo

de 5 pM - auséncia de precipitado arroxeado.
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Capitulo 3 - Conclusdao e perspetivas

futuras
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O docking ¢ uma ferramenta computacional utilizada para otimizar o processo de descoberta
e o desenvolvimento de farmacos. Esta ferramenta tem uma ampla gama de algoritmos, o que
permite com que os dados obtidos sejam o mais proximo ao que acontece na realidade. Desta
forma, o docking tem vindo a assumir um papel de destaque no que concerne ao processo
inicial de descoberta e desenvolvimento de farmacos, uma vez que a sua utilizacao permite o
uso de grandes bibliotecas de compostos, reduzindo a quantidade de compostos e,

consequentemente, a sintese de compostos em grande escala.

Este trabalho teve como objetivo a utilizacdo do docking para estudos cuja PA é a XOR, sendo
que, esta proteina esta envolvida no processo de catabolismo de bases azotadas purinicas
presentes no ser humano, originando AU. A XO, uma forma da XOR, no catabolismo de bases
azotadas purinicas usa o oxigénio molecular como aceitador de eletrdées, o que leva a
producao concomitante de ROS, como o radical anido superoxido e perdxido de hidrogénio e,
consequentemente, a patologias além da gota, como por exemplo, a lesdao de
isquemia/reperfusao, doencas cardiovasculares, entre outras. Posto isto, este trabalho visou
utilizar o docking para estudos com a XOR com o intuito de descobrir possiveis farmacos para

o tratamento dessas patologias.

No que diz respeito aos resultados, podemos afirmar que, de um modo geral, os compostos se
revelaram promissores no estudo de docking. Contudo, tal ndo se verificou na avaliacao da
sua atividade inibitoria in vitro na XOR, onde os compostos nao se apresentaram tao
promissores como o esperado, sendo que apenas 0s compostos 25 e 48 conseguiram inibir a

proteina.

Em suma, a utilizacdo do docking neste trabalho permitiu a diminuicao da lista inicial de
compostos para 47 compostos promissores, o que diminuiu o tem dispendido em sintese e
permitiu a sintese mais focada de compostos promissores para uma posterior determinacao da
sua atividade inibitoria na XOR. Todavia, dos compostos obtidos pela analise dos resultados do
docking, houve compostos que nao foram possiveis de serem sintetizados devido aos
problemas previamente enunciados. Face a tudo o que foi referido, como trabalho futuro sera
importante seguir as seguintes linhas de investigacdo: utilizacdo de uma biblioteca de
compostos, pertencentes as classes referenciadas no trabalho, mais alargada no estudo
docking e Virtual Screening para procurar novos inibidores da XOR, e a sintese dos compostos
que nao foram produzidos e que tiveram bons resultados no docking de modo a verificar a sua

atividade in vitro na XOR.
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Capitulo 4 - Parte experimental
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4.1. Docking Molecular

Para o estudo do docking molecular foram utilizados dois programas, o Autodock 4 e o GOLD.
A enzima utilizada foi XOR, a qual foi obtida na PDB, com o codigo 1N5X e resolucao de 2.8 A.
A validacdo do método é importante porque permite que os dados obtido no docking tenham
uma maior credibilidade. Isto consiste na avaliacao do RMSD obtido do docking do ligando co-
cristalizado com a proteina, sendo que este tem de ser inferior a 2 A. Neste estudo o ligando
foi o febuxostat, o qual € um inibidor conhecido da XOR, uma vez que este ligando foi
cristalizado com a proteina em questdo. Para o desenho de estruturas bidimensionais e a
minimizacao de energias dos compostos foi utilizado o programa ChemOffice v12.0 da
CamBridgeSoft.

4.1.1. Autodock 4

A validacao do docking foi realizada com base nas configuracées descritas abaixo, sofrendo

algumas adaptacoes®.

A proteina 1N5X foi preparada procedendo-se a remocédo das moléculas de agua e a separacao

do ligando utilizando o programa chimera 1.11.2 da UCSF Chimera.

No AutodockTools procedeu-se a adicdo de cargas Gasteiger e de hidrogénios polares. Os

atomos foram definidos como Assign AD4 type.
As torcoes flexiveis foram atribuidas aos ligandos, sendo estes autorizados a rodar livremente.

O Autogrid 4 foi utilizado para gerar campos de afinidade na grid, com a seguinte

configuracao de parametros:

e Grid: 80x80x80 A;

e Espacamento de grid: 0,375 A;

e Coordenadas espaciais: X 96,56; Y 55,159; Z 39,981;

e Para executar a grid procedeu-se a adicdo da frase (atom_par Mo 3.05 0.056
12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding) onde constam os dados do
Mo, no ficheiro “AD4_parameters.dat” utilizado no AutoDockTools, tendo como
objetivo a introducdo dos dados referentes ao Mo para que seja possivel a realizacdo

do docking.

O algoritmo genético Lamarckian foi utilizado para determinar as posicoes de ligacao
apropriadas, as orientacoes e as conformacoes de ligandos. Os parametros de AutoDock 4

utilizados foram os que se encontram descritos abaixo:

e O numero maximo de avaliacdes de energia: 25 000 000 por “runs”;

e Numero de conformacodes geradas: 100;
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e Asiteracdes do “Solis et Wets local search”: 3000;

e O nUmero de individuos em populacédo: 300.
Todos os outros parametros que nao se encontram mencionados mantiveram-se em default.

Os resultados foram diferenciados através do RMSD, sendo que os quais nas melhores

conformacdes geradas devem ser inferiores a 2 A, para o método ser considerado valido.

Na realizacdo do docking, todos os parametros descritos anteriormente foram utilizados,

exceto os ligandos, sendo que a proteina foi sempre a 1N5X.

4.1.2. GOLD

A proteina 1N5X foi preparada no GOLD procedendo-se a remocao das moléculas de agua, a
adicao de hidrogénios e retirou-se o ligando da proteina. O sitio de ligacao foi definido
através da posicdo espacial do febuxostat, tendo este um raio de 10 A. O nimero de
conformacoes geradas foi 30 “run” e a funcao de score utilizado foi o GOLDScore. Todos os

restantes parametros para a realizacao da validacdo foram os default do programa.

A validacdo da funcdo de score foi obtida verificando se o RMSD era inferior a 2 A e as
conformacoes obtidas foram comparadas com as do Autodock 4 para verificar se os resultados
eram semelhantes, apesar do uso de dois algoritmos diferentes. Na realizacao do docking dos
ligandos todos os parametros utilizados estao descritos anteriormente, sendo que a proteina

foi sempre a 1N5X.

4.2. Sintese

Todos os reagentes e solventes utilizados eram analiticamente puros e foram adquiridos na
Sigma-Aldrich Company e Acros Organics. Sempre que necessario, foram secos e purificados

por métodos padronizados®®.

Para a cromatografia em camada fina (c.c.f.) utilizaram-se placas de aluminio revestidas por
silica-gel (Macherey-Nagel 60 G/UV;s,) com 0,2 mm. O eluente e as proporcoes volumétricas,
no caso de eluentes mistos, sao referidos em cada método de sintese. Apos eluicdo, a

visualizacao das placas foi realizada a luz UV a 254 nm e/ou 365 nm.

Os espectros de RMN '"H e RMN 3C foram efetuados num espectrometro Bruker Avance Il de
400 MHz, sendo o RMN 'H obtido a 400,13 MHz e o RMN '3C a 100,61 MHz. O processamento
dos espetros foi efetuado no software TOPSPIN 3.5. Como padrao interno utilizou-se o
dimetilsulfoxido hexadeuterado (DMSO-ds, desvio quimico (6) = 2,50 ppm e 39,52 ppm em
RMN de 'H e '3C, respetivamente) ou cloroférmio deuterado (CDCl;, 6 = 7,26 ppm e 77,16 ppm

em RMN de 'H e "3C, respetivamente). Na descricao dos compostos, os dados obtidos vém
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indicados da seguinte forma: para RMN de 'H - solvente; desvio padrdo (0); multiplicidade do
sinal (s (singleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto) ou m (multipleto)); constante
de acoplamento (J, em Hertz); atribuicao do protao na molécula; para RMN de '3C - solvente;

desvio quimico (0); atribuicdo do carbono na molécula.

Os pontos de fusao (pf) foram determinados em tubos capilares abertos, num aparelho de

determinacao de pontos de fusao Buchi B-540 e nao foram corrigidos.

Os espectros de IV foram realizados por Espetroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) e foram registados num espectrofotometro Thermo Fisher Scientific Nicolet

iS10: smart iTR, obtidos por brometo de potassio (KBr) e software Omnic 8.2.

Na aquisicao dos espectros de IV, as amostras foram trituradas com KBr de modo a obter-se
um po, o qual foi compactado em pastilha. Como referéncia utilizou-se o ar, a temperatura
ambiente e as amostras foram adquiridas utilizando 32 varrimentos com uma resolucao de 8
cm™ no intervalo de 4000 e 400 cm™. Na descricao dos compostos, os dados obtidos sao
indicados pela seguinte ordem: frequéncia maxima da banda de absorcdao (Umsx em cm™) e

atribuicao a um grupo de atomos na molécula, no caso das bandas caracteristicas.

4.2.1. Carbocianinas

4.2.1.1. Sintese de sais de amoénio quaternario

Sintese do 2-metil-6-nitrobenzo[d]tiazole

A uma solucdo de 2-metilbenzo[d]tiazole (3,484 g; 3 mL) e ON S
H,S0O, concentrado (14 mL), arrefecida num banho de gelo,
adicionou-se, lentamente durante 30 minutos, uma N/:

mistura de HNO; concentrado (3 mL) e H,S04 concentrado

(2 mL). Retirou-se a mistura reacional do banho de gelo e deixou-se a temperatura ambiente
durante 4h sob agitacdo magnética. A reacdo foi acompanhada por c.c.f., com os eluentes
CH,Cl,/CH;30H, na proporcao 9/1. Apos o término da reacgao foi adicionado gelo a mistura e
deixou-se durante 24h a 4°C. Dada a precipitacao completa do produto, este foi filtrado a
pressao reduzida e posteriormente recristalizado de metanol (MeOH). Como produto final, foi
obtido o 2-metil-6-nitrobenzo[d]tiazole, com um n de 60%. Pf 158-161°C [166-167°C]%*%7. FTIR
Umax (cm™'; KBr) 3068 (CH aromatico), 1571 (C=C aromatico), 1509 (C=C aromatico), 1334 (C-N

aromatico).
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Sintese do 6-amino-2-metilbenzo[d]tiazole

Uma solucao constituida por 2-metil-6- H,N s
nitrobenzo[d]tiazole (2,501 ¢;12,88 mmol), cloreto de

estanho di-hidratado (23,76 g;10,55 mmol), MeOH (35 />7
mL) e HCl concentrado (35 mL) foi colocada em refluxo, N

sob agitacao, a 100°C durante 90 minutos. A reacao foi acompanhando por c.c.f
(CH,Cl,/CH30H, na proporcao 9/1). Apos o término da reacao foi evaporado o MeOH a pressao
reduzida. A mistura foi adicionado gelo e posteriormente, uma solucido de NaOH a 20% até
atingir o pH=10. A solucao, de aspeto leitoso, foi filtrada a vacuo e a massa branca resultante
lavada com CHzCla. Apds evaporacao do CH:Clz, obteve-se o 6-amino-2-metilbenzo[d]tiazole,
com um n de 82%. Pf 117-118°C [120-123°C]%8. RMN 'H (400,13 MHz; DMSO-ds; 6 em ppm) &
2,66 (3H, d, CHs), 5,28 (2H, s, NH,), 6,82 (1H, dd, J=6,82 Hz, 5-CH), 7,01 (1H, d, 7-CH), 7,56
(1H, d, J=8,7 Hz, 4-CH). FTIR uns (cm™; KBr) 3377 (NH), 3320 (NH), 1604 (C=C aromatico),
1559 (NH).

Sintese da N-(2-metilbenzo[d]tiazol-6-il)acetamida

0O 6-amino-2-metilbenzo[d]tiazole (1,28 g; 6,2 mmol) foi

dissolvido no menor volume possivel de cloroféormio (5

mL). A mistura foi colocada em banho de gelo e sob \H/

agitacdo. Adicionou-se lentamente, anidrido acético seco

(0,91 mL; 9,5 mmol). A reacao durou 3h e foi acompanhada por c.c.f. (CH2Cl2/MeOH, na
proporcao 9/1). Terminada a reacao, a fase organica foi lavada com uma solucdo aquosa de
NaHCOs a 5% e agua destilada. A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e
posteriormente evaporada sob pressdo reduzida. O soélido foi lavado com éter dietilico e
filtrado a vacuo. O composto obtido foi o N-(2-metilbenzo[d]tiazole-6-il)acetamida com um n
de 63%. Pf 140-142°C. RMN 'H (400,13 MHz; CDCls; 6 em ppm) & 2,14 (3H, s, COCHs), 2,75 (3H,
s, CHs), 7,23 (1H, d, J=2,1 Hz, 5-CH), 7,76 (1H, d, J= 8,7 Hz, 4-CH), 8,34 (1H, d, J= 2,1 Hz, 7-
CH). FTIR umax (cm™'; KBr) 3433 (NH), 3294 (CH aromatico), 1666 (C=0), 1588 (C=C aromatico),
1463 (C=C aromatico).

Sintese do iodeto de 6-acetamida-2-metil-3-undecil-2-metilbenzo[d]tiazol-3-io (44)

A uma solucao de N-(2-metilbenzo[d]tiazol-6-il)acetamida

(0,902 g; 4,38 mmol) e 1-iodoundecano (3,64 g; 12,9 Y
mmol) foi adicionado acetonitrilo (18 mL) e colocado em
N
refluxo, com agitacao, durante 11 dias. Apds o término da |
(C

. H,)1oCH
reacio procedeu-se a filtracio do solido e, 210CHs

posteriormente, a recristalizacdo do sal, obtendo-se o sal iodeto de 6-acetamida-2-metil-3-
undecil-2-metilbenzo[d]tiazol-3-io com um n de 51%. Pf 119-121°C. RMN 'H (400,13 MHz;
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CDCly; & em ppm) & 0,79 (3H, t, J=6,8 Hz, N(CH,):CHs), 1,18-1,30 (14H, m,
NCH,CH,CH,(CH,),CHs), 1,31-1,42 (2H, m, NCH,CH,CH,(CH,);CH3), 1,76-1,89 (2H, m,
NCH,CH,CH,(CH,),CH3), 2,26 (3H, s, NHOCHs), 3,17 (3H, s, CHs), 4,60 (2H, t, J= 7,8 Hz,
NCH,CH,CH,(CH,),CHs), 7,64 (1H, d, J= 9,2 Hz, 5-CH), 8,23 (1H, dd, J= 9,1; 1,9 Hz, 4-CH),
8,65 (1H, d, J=1,8 Hz, 7-CH), 10,25 (1H, s, NHOCH;). FTIR uns (cm™'; KBr) 3440 (NH), 3038
(CH aromatico), 2921 (CH alquilico), 2851 (CH alquilico), 1678 (C=0), 1588 (C=C aromatico),
1480 (C=C aromatico), 1265 (C-N aromatico).

Sintese do brometo de 6-acetamida-3-(10-carboxidecil)-2-metilbenzo[d]tiazol-3-io (41)

Uma mistura de N-(2-metilbenzo[d]tiazol-6-il)acetamida

(0,410 g; 1,99 mmol) e acido 11-bromoundecandico (1,215 H

g; 4,31 mmol) foi colocada a 150 °C, com agitacao, T \@%
durante 24 horas. Apos o término da reacdo arrefeceu-se '*“ Br

a temperatura ambiente adicionou-se éter etilico. O (CH2)10CO0H
composto nao precipitou, formando-se um oleo, o que

impossibilitou a sua caracterizacao seguindo a reacao sem o caraterizar.

Sintese do iodeto de 6-acetamida-2-((1E,3E)-3-(6-acetamida-3-undecilbenzo[d]tiazole-
2(3H)-ilideno)prop-1-en-1-il)-3-undecilbenzo[d] tiazol-3-io (25)

Ao sal iodeto de 6-acetamida-2- '
H
metil-3-undecil-2- \(“ s s NY
\ \
metilbenzo[d]tiazol-3-i0 (0,200 g; o ﬁ/>‘/\/\<N o}
|
0,41 mmol) adicionou-se o-formiato | |
de trietilo (0,15 mL; 0,41 mmol) e

(CH2)10CH3 (CHz)wCHg

piridina seca (2 mL). A mistura foi colocada sob refluxo durante trés dias com agitacao.
Deixou-se arrefecer a temperatura ambiente e adicionou-se éter dietilico. Filtrou-se o sélido,
lavou-se com éter dietilico e recristalizou-se de acetonitrilo seco. Obteve-se o iodeto de 6-
acetamida-2-((1E,3E)-3-(6-acetamida-3-undecilbenzo[d]tiazole-2(3H)-ilideno)prop-1-en-1-il)-
3-undecilbenzo[d]tiazol-3-io com um n de 54%. Pf 200-203°C. RMN 'H (400,13 MHz; DMSO-d,; &
em ppm) & 0,84 (6H, t, N(CH;)1cCHs), 1,27 (32H, m, NCH,CH,(CH,)sCH;), 1,72 (4H, m,
NCH,CH,CH,(CH,);CHs), 2,08 (6H, s, NHCOCH,), 4,25 (4H, t, NCH,CH,CH,(CH,),CH;), 6,50 (2H,
d, J= 12,4 Hz, a, a’-CH), 7,61 (5H, m, 4, 4’, 5, 5’-CH; B-CH), 8,32 (2H, s, 7, 7’-CH), 10,25
(2H, s, NHCOCHs). RMN '3C (100,61 MHz; DMSO-d¢; & em ppm) & 14,41 (N(CH;)1,CH3), 22,57
(CH,), 24,44 (NHCOCHs), 26,42 (CH,), 27,80 (CH,), 29,15 (CH,), 29,18 (CH,), 29,39 (CH,),
29,46 (CH,), 31,76 (CH,), 46,66 (NCH,), 98,93 (a, a’-CH), 113,00 (7,7’-CH), 114,04 (4, 4’-CH),
119,70 (5, 5’-CH), 126,07 (7a, 7a’-C), 137,21 (C), 163,76 (NHCOCH;), 169,05 (2, 2’-C). FTIR
Umsx (cm™'; KBr) 3437 (NH), 3048 (CH aromatico), 2922 (CH alquilico), 2851 (CH alquilico),
1681 (C=0), 1599 (C=C), 1544 (C=C), 1434 (CH).
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Sintese do brometo de 6-acetamida-2-((1E,3E)-3-(6-acetamida-3-(10-
carboxidecil)benzo[d]tiazole-2(3H)-ilideno)prop-1-en-1-il)-3-(10-

carboxidecil)benzo[d]tiazol-3-io (26)

Ao sal brometo de 6-acetamida-3-
(10-carboxidecil)-2

metilbenzo[d]tiazol-3-io (0,7973 g; \C[M U Y

2,04 mmol) adicionou-se N’ Br°
formiato de trietilo (0,70 mL) e CH? 10CO0H (CHZ)*“COOH

piridina seca (8 mL). A mistura foi

colocada sob refluxo durante trés dias com agitacao. Deixou-se arrefecer a temperatura
ambiente e adicionou-se éter dietilico. Filtrou-se o sélido, lavou-se com éter dietilico e
recristalizou-se com acetonitrilo seco. Obteve-se o brometo de 6-acetamida-2-((1E,3E)-3-(6-
acetamida-3-(10-carboxidecil)benzo[d]tiazole-2(3H)-ilideno)prop-1-en-1-il)-3-(10-
carboxidecil)benzo[d]tiazol-3-io com um n de 15%. Pf 187-190°C. RMN 'H (400,13 MHz; DMSO-
ds; 6 em ppm) 6 1,21 (32H, m, NCH,CH,(CH,)sCOOH), 1,69 (4H, m, NCH,CH,CH,(CH,);COOH),
2,08 (6H, s, NHCOCHs), 4,26 (4H, t, NCH,CH,CH,(CH,);COOH), 6,51 (2H, d, a, a’-CH), 7,58
(5H, m, 4, 4’, 5, 5’-CH; B-CH), 8,34 (2H, s, 7, 7’-CH), 10,29 (2H, s, NHCOCHs). FTIR Upsy (cm
' KBr) 3446 (NH), 3036 (CH aromatico), 2921 (CH alquilico), 2850 (CH alquilico), 1678 (C=0),
1599 (C=C), 1543 (C=C), 1432 (CH).

Sintese do iodeto de 6-amino-2-((1E,3E)-3-(6-amino-3-undecilbenzo[d]tiazol-2(3H)-
ilideno)prop-1-en-1-il)-3- undecilbenzo[d]tiazol-3-io (48)

Ao iodeto de 6-acetamida-2-((1E,3E)-
] H,N s s NH,
3-(6-acetamida-3

. § \
undecilbenzo[d]tiazole-2(3H)- / _

ilideno)prop-1-en-1-il)-3- ' |

undecilbenzo[d]tiazol-3-io foi (ot (EHahCHs
adicionada uma solucao de HCl a 10% e foi colocada em refluxo durante um dia. Ao fim deste
tempo, adicionou-se amoniaco a mistura e filtrou-se o sélido. Este processo foi repetido por
duas vezes, de modo a garantir a hidrolise. Obteve-se o iodeto de 6-amino-2-((1E,3E)-3-(6-
amino-3-undecilbenzo[d]tiazol-2(3H)-ilideno)prop-1-en-1-il)-3- undecilbenzo[d]tiazol-3-i0 com
um n de 35%. Pf 168-171°C. RMN 'H (400,13 MHz; DMSO-d¢; & em ppm) & 0,84 (6H, t, J=6,6
Hz, N(CH;){cCHs), 1,09-1,43 (36H, m, NCH,CH,(CH,;)sCH;), 1,56-1,78 (4H, m,
NCH,CH,(CH,)sCHs), 4,17 (4H, t, J= 7,6 Hz, NCH,CH,CH,(CH,);CHs), 6,39 (2H, d, J= 12,7 Hz, q,
a’-CH), 6,79 (2H, d, J= 8,9 Hz, CH), 7,04 (2H, d, J=2,1 Hz, CH), 7,43 (2H, d, J= 8,7 Hz, CH),
7,45 (1H, d, J= 12,4 Hz, B-CH). RMN ™C (100,61 MHz; DMSO-ds; 6 em ppm) & 14,40
(N(CHz)10CHs), 22,57 (CHy), 26,43 (CHz), 27,84 (CH), 29,18 (CH), 29,39 (CH,), 29,46 (CH,),
31,76 (CH,), 46,39 (NCH,), 97,64 (a, a’-CH), 106,53 (CH), 114,51 (CH), 115,26 (CH), 126,68
(C), 132,49 (C), 147,08 (C), 160,96 (2, 2’-C). FTIR upns (cm'; KBr) 3301 (NH), 3038 (CH
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aromatico), 2922 (CH alquilico), 2851 (CH alquilico), 1600 (C=0), 1552 (C=C aromatico), 1461
(CH), 1426 (CH), 1265 (C-N aromatico).

4.2.2. Barbituratos

Sintese de 5-(((2-Aminofenil)amino)metileno)-2-tioxodihidropirimidina-4,6(1H,5H)-diona
(19)

Uma solucao de acido tiobarbiturido (1 mmol) e trietilo de
o-formiato (1 mmol) e butan-1-ol (10 mL) foi colocada num
balao de 50 mL, em refluxo e com agitacao, num banho de
parafina. Verificou-se que ocorreu uma mudanca da
coloracao para vermelho. Aproximadamente 1 hora apos o
inicio da reacdo foi adicionada a o-fenilenodiamina (1
mmol) e colocou-se em refluxo por mais 3 horas. Apos o
término da reacao filtrou-se o soélido a quente e lavou-se
com etanol a quente e éter dietilico a frio. Obteve-se o 5-
(((2-Aminofenil)amino)metileno)-2-tioxodihidropirimidina-
4,6(1H,5H)-diona com um n de 80%. Pf 246-249 °C. RMN de
'H (400,13 MHz; DMSOd¢; & ppm) 0 5,18 (2H, s, 1’Ar-NH,),
6,74 (1H, t, J = 7,7 Hz, 5’-ArCH), 6,88 (1H, d, J = 8,0 Hz,
3’-ArCH), 7,06 (1H, t, J = 7,7 Hz, 4’-ArCH), 7,36 (1H, d, J =
8,1 Hz, 6’-ArCH), 8,44 (1H, d, J = 12,3 Hz, 5-CCH), 11,92 (1H, d, 1’-Ar-NH), 12,00 (1H, s, NH),
12,16 (1H, s, NH). RMN de '3C (100,61 MHz; DMSO-d¢; 6 ppm) 6 94,24 (5-C), 118,04 (3’-ArCH),
118,79 (5’-ArCH), 120,15 (6’-ArCH), 126,45 (1’-ArC), 128,14 (4’-ArCH), 140,85 (2’-ArC),
153,67 (5-CCH), 162,07 (CO), 164,46 (CO), 178,14 (2-CS). FTIR umax (cm™'; KBr) 3429 (NH),
3345 (NH), 1689 (C=0), 1626 (C=C), 1163 (C=S).

4.2.3. Esteroides

Sintese do éster ftalico do acido litocélico

Uma mistura de acido litocolico , 0
(0,188 g; 0,50 mmol), 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) (0,50
mmol; 0,061 g) e anidrido ftalico
(1,50 mmol; 0,222 g) em piridina

(0,5 mmol; 7,25 mL) foi colocada

num balao de 25 mL, em refluxo e
com agitacdo, num banho de

parafina durante 24h. A reacao foi O
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seguida por c.c.f. (éter de petréleo/acetato etilo com a proporcao 4/1).

Apds a reacdo, evaporou-se o solvente da mistura reacional a secura. De seguida adicionou-se
acetato de etilo (30 mL) e transferiu-se para uma ampola de decantacao. Na ampola,
adicionou-se a mistura 50 mL de acetato de etilo e 20 mL de uma solucdo aquosa de HCL 10%
e agitou-se. Posteriormente, a fase aquosa foi extraida com acetato de etilo (30 mL),
repetindo este processo por mais duas vezes. Por fim, procedeu-se a reuniao da fase
organica, sendo esta lavada com 20 mL de solucao aquosa de HCl 10%, e posteriormente, a
secagem da fase organica com sulfato de sodio anidro, a sua filtracdo e evaporacdo do
solvente a pressao reduzida. O produto foi seco sob atmosfera de vacuo por 12 horas, tendo
um n de 63%. RMN de 'H (400,13 MHz; CDCl;- com tracos de CD;OH; & ppm) 6 0,66 (3H, d, J=
2,9 Hz, CHs-18), 0,95 (3H, m, CH;-21), 0,98 (3H, s, CH3-19), 1,02 - 2,20 (28H, m), 2,34 (2H,
m, CH,-23), 4,97 (1H, m, CH-3), 7,56 (3H, m, CH-27, CH-28, CH-29), 7,66 (1H, m, CH-30),
7,77 (1H, m, CH-32). RMN de "C (100,61 MHz; CDCl;- com tracos de CD;OH; & ppm) & 15,78,
21,99, 24,72, 27,09, 28,02, 30,16, 30,19, 30,91, 32,00, 34,89, 34,95, 35,79, 38,51, 38,91,
39,26, 39,70, 43,99, 44,31, 51,92, 59,90, 80,18, 132,26, 132,80, 133,06, 134,56, 134,85,
135,07, 135,61, 136,31, 137,07, 173,30, 181,11. FTIR uns (cm'; KBr) 3411 (OH), 2929 (CH
alquilico), 2867 (CH alquilico), 1773 (C=0), 1695 (C=0), 1585 (C=C aromatico) 1405 (CH), 1284
(C=0).

Sintese do éster succinico do

acido litocolico

Uma mistura de acido litocélico
(0,188 g; 0,50 mmol), DMAP
(0,061 g; 0,50 mmol) e anidrido
succinico; (0,222 g; 1,50 mmol)
em piridina (7,25 mL; 0,5 mmol)

foi colocada num balao de 25 mL
em refluxo e com agitacao num banho de parafina durante 24h. A reacao foi seguida por

c.c.f. (éter de petroleo/ acetato etilo com a proporcéo 4/1).

Apds a reacao, evaporou-se a secura a piridina da mistura com auxilio de um evaporador
rotativo e de seguida dissolveu-se em 400 mL de cloroférmio e transferiu-se para uma ampola
de decantacao. A mistura foi lavada com 35 mL de uma solucao aquosa de HCl 6%, sendo
depois adicionado 35 mL de agua destilada. Posteriormente, a fase organica foi secada com
sulfato de sodio anidro e procedeu-se a sua filtracao. Por fim, evaporou-se o solvente com
auxilio de um evaporador rotativo e foi seco numa estufa de vacuo a 50°C por 12 horas, tendo
um n de 52%. RMN de 'H (400,13 MHz; CDCl;- com tracos de CD;OH; 6 ppm) 6 0,68 (6H, d,
J=8,2 Hz, CH;-19 e 21), 0,9-1,87 (28H, m), 1,99 (1H, m, CH,-23), 2,21 (1H, m, J=9,5 Hz, CH,-
23), 2,35 (4H, t, J=5,1 Hz, CH,-26 e 27), 4,72 (1H, m, CH-3B). FTIR ums (cm™'; KBr) 3427 (OH),
2937 (CH alquilico), 2866 (CH alquilico), 1785 (C=0), 1704 (C=0), 1419 (CH).
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4.3. Estudos in vitro

4.3.1. Preparacao das solucées dos compostos

Os compostos em estudo foram todos dissolvidos em DMSO a uma concentracao de 10 mM
para, posteriormente, ser preparada uma solucao de cada um deles a 30uyM para efetuar o
screening. Este passo foi realizado para garantir uma concentracao final de 1% de DMSO, de
modo a que o solvente nao interferisse com a atividade da enzima. A solucao mae de XA 10
mM foi preparada numa solucdo aquosa de hidroxido de soédio 25 mM. Todas as solugdes mae
foram armazenadas a 4 °C. A partir destas, foram preparadas diluicbes em tampao
dihidrogeno fosfato de sédio 50 mM (pH 7,4) antes de cada experiéncia, de modo a garantir
uma concentracao em cada poco de 30 yM numa placa 96-multiwell no screening inicial,
sendo que um dos screenings foi realizado com uma concentracao 30 pM, 10 pM, 5 pM e 1 pM

em cada poco do alopurinol e do composto 25.

4.3.2. Procedimento experimental

A atividade da XO foi determinada utilizando um espetrofotometro UV-visivel para medir a
formacdo do AU a partir da XA, com adaptacdo ao o método de Gupta® e as condicoes
descritas por Zhao®'. Para cada ensaio, foram adicionados 50 pL da solucao de teste e 50 pL
de suspensao de XO do soro bovino (0,1 U / mL) ao poco de uma placa de 96 pocos, sendo a
mistura pré-incubada a 37°C durante 5 minutos. A reacao iniciou-se com a adicao de 150 pL
de XA 0,42 mM, sendo a mistura resultante incubada a 37°C durante 10 min, com leituras da
absorvancia a 295 nm de 1 em 1 minuto sob agitacdo lenta, constante e automatica de 20
segundos a preceder cada leitura. O tampao foi utilizado como controlo negativo e o
alopurinol como um controlo positivo. De modo a descontar a absorvancia de cada composto a
este comprimento de onda, foi realizado um branco da amostra constituido por 50 pL da
solucdo de teste e 200 pL de tampao. Cada estudo corresponde a trés experiéncias, cada uma
realizada em triplicado. A percentagem de inibicao da enzima por cada composto em estudo

foi calculada de acordo com a seguinte formula:

% de inibi(,‘éo =|1-= Absamostra - Absbranco da amostra % 100

Abscontrolo negativo

O tratamento de resultados, tal como a analise estatistica foi realizada no programa Microsoft
Office Excel 2013. Os valores apresentados nos graficos resultam das médias dos ensaios
realizados associados ao respetivo desvio padrao. O teste t-Student foi utilizado para avaliar a

significancia estatistica dos valores em comparagdo com o controlo negativo.
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Capitulo 6 - Anexos
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Anexo 1 - Auxiliar de estruturas dos compostos 1-8.

.0
OH
0
o
o M

0]

Composto 1

Acido 2-((((3R,5R,10S,13R,17R)-17-((R)-4-

carboxibutan-2-il)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)carbonil)benzaico

o s Ry
HO" ~7

Composto 3

(3R,5R,10S,13R, 17R)-17-((R)-5-hidroxipentan-2-
il)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopentala]fenantren-3-ol

0
digjf’«w
0
HOB(\)LO\- i

Composto 5

Acido (4R)-4-((3R,5R,105,13R,17R)-3-((3-
carboxipropanoil)oxi)-10,13-
dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[alfenantren-17-il)pentandico

0,NO 0__0

0]
Ko
Composto 7
Acetato de (10bR,115,12a5)-10b-hidroxi-
12a-metil-11-(nitroxi)-2-oxo-

3,4,4a,4b,5,6,10b,11,12,12a-decahidro-
2H-naftol2.1-flcromen-8-il

OH ™ 0
' OH
0
HO\CHJ/\)LO\- i

Composto 2

Acido (4R)-4-((3R,5R,105,125,13R, 17R)-3-((3-
carboxipropanoil)oxi)-12-hidroxi-10,13-
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-
17-il)pentandico

0
oshne
HO

Composto 4

Acido (R)-4-((3R,5R,8R,95,10S,13R,14S,17R)-3-
hidroxi-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopentalalfenantren-17-il)pentandico

O\

Composto 6
(35,4aR,5a$,9R, 9aR, 11bR)-9a, 11b-dimetil-9-((R)-6-
metilheptan-2-

il)hexadecahidrociclopenta[1,2]fenantro[8a,9-
bJoxiren-3-ol

‘50
0

0

Composto 8

Acetato de (12a5)-12a-methil-2-oxo-
3,4,4a,4b,5,6,12,12a-octahidro-2H-
nafto[2,1-flcromen-8-il
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Anexo 2 - Auxiliar de estruturas dos compostos 9-19.

OH
0

o
OH

0

H

Composto 9

Acido 2-((((3R,5R, 108,125, 13R,17R)-17-((R)-4-
carboxibutan-2-il)-12-hidroxi-10,13-
dimethilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-
3-il)oxi)carbonil)benzoico

s o
)J\ \N)J\H/
HN NH
o
0 76 |
NH
COOH
NZ
Br
Composto 12

Composto 11
Acida 2-{((1,3-dimetil-2,4,6-
trioxotetrahidropirimidin-5{2H)-
ilideno}metiljamino) benzdico

5-((4-Bromofenil)(ciano)metil)-
6-oxo-2-tioxo-1,2,3,6-
tetrahidropirimidina-4-olato

5 5
)-L HN)I\NH
HN NH
o =N |
J{ HH
MH;
H
Composto 14 Composto 15
5-({(2-

2-Tioxo-1,2,3,6-tetrahidro-4H-
benzo[b]piimido[4,5-
e][1,4]diazepin-4-ona

Aminafeniljamino)metilena)-2-
tioxodihidropirimidina-
4,6(1H,5H)-diona

LRl
Composto 17
5-(((2-Clora-5-
nitrofeniljamino)metileno)-
2-tioxodihidropiimidina-
4,6(1H,5H)-diona

OH

H
Composto 10

Acido (R)-4-((3R,5R,8R,95,10S,12S,13R, 145,17R)-
3,12-dihidroxi-10,13-dimethilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentandico

5

A

HH MNH

o 2~ TNH

Compaosto 13

5-Fenil-2-tioxo0-1,2,3,5,6,11-
hexahidro-4H-benzo[b]pirimido[4,5-
e][1,4]diazepin-4-ona

HH MH
o
HH
|
NOy
Composto 16

5-(((2-Cloro-4-
nitrofeniljaminojmetileno)-2-
tioxodihidropiimidina-
4,6(1H,5H)-diona

5
O\ HN)LNH
0¥ o |
NH
NH;
C Composto 19
Adido 2-(((: 5-(((2-aminofenil) amino)metileno)-
Hoxo-tetra

2-tioxodihidropirimidina-4,6{1H,5H)-
ilidenojm diona
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Anexo 3 - Auxiliar de estruturas dos compostos 20-28.

A 5 |
o R A
HN NH Hi NH
| PN
NH o 0
ol
NH, NH;
Composto 20
Composto 21 Composto 22
5-(((2- . : ilet
Clorofenil)amino)metilena)-2- 2-(4,6-dioxo-2- 5-(2-amino-2-oxo-1-pheniletil)-6-

tioxodihidropirimidina-
4,6(1H,5H)-diona

HN 0
M >:0
2
Fe ) b
HOOC{H;Chyg HOOC(HzC)yg

Composto 23

Brometo de 6-acetamina-2-((1E,3E)-3-(6-acetamina-3-(10-
carboxidecil)benzo[ d]oxazol-2(3H)-ilideno)prop-1-en-1-il}-3-(10-
carboxidecil)benzo[ d]oxazol-3-io

Sy S
\C[ B >:D
A P NH
H3C(HChg

H;CiH;C)yp
Composto 25

0

lodeto de 6-acetamida-2-((1E,3E)-3-(6-acetamida-3-
undecilbenzo[d]tiazole-2(3H)-ilideno)prop-1-en-1-il)-3-
undecilbenzo[d]dazol-3-io

! S S |
[ IM [ )
s "\

HOOC(H,Clro (CHy)14COOH

Composto 27

Brometo de (E)-3-(10-carboxidecil)-2-((3-
(10-carboxidecil)-6-fodobenzo[ d] tiazol-
2(3H)-ilideno)methil)-6-
iodobenzo[d]dazol-3-io

tioxohexahidropirimidin-5-il)-
2-phenilacetamida

oxo-2-Hoxo-1,2,3,6-
tetrahidropirimidin-4-olato

0

HN

0 0 NH
MD

ﬁ/|e N

| \

{CH3z)40CH3 {CH3)10CH3

Compaosto 24

lodeto de 6-acetamida-2-((1E,3E)-3-(6-acetamida-3-
undecilbenzo[d]oxazol-2(3H)-lideno)prop-1-en-1-il)-3-
undecilbenzo[d]oxazol-3-io

YO~

HOOC(H;C)yp (CH,);,COCH

Composto 26

Brometo de 6-acetamida-2-{(1E,3E)-3-(6-acetamida-3-(10-
carboxidecil)benzo[ d]tiazol-2(3H)-ilideno)prop-1-en-1-il)-3-(10-
carboxidedl)benzo[ d]tiazal-3-io

5
Vg
/ B(ra N\@NOE

HOOC(H,C g HOOC({H,C f:u

Composto 28

Brometo de 3-(10-carboxidedil)-2-((1E,3E)-3-(3-(10-
carboxidecil)-6-nitrobenzo[d]tiazol-2(3H)-lideno)prop-1-en-1-
il)-6-nitrobenzo[d] tiazal-3-1o
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Anexo 4 - Auxiliar de estruturas dos compostos 29-36.

01N (o]

M’O
=]
/ Br N

HOOC({H2C)1p

HOOC{Hzcl’:o

Compaosto 29

Brometo de 3-(10-carboxidedl)-2-({1E,3E)-3-(3-(10-

carboxidecil)-6-nitrobenzo[d]oxazol-2 (3H)-ilidena) prop-1-

en-1-il}-6-nitrobenzo[d]oxazol-3-io

/
HzC{H )10

(CH2)10CH3

Composto 31

lodeto de (Z)-5-acetamida-2-((5-
acetamida-1-undecilindolin-2-
ilidena)metil}-1-undecil-3H-indol-1-io

)

ms
&
M

Br

Compaosto 33

Brometo de 3-(carboximetil)-2-((1E,3E)-3-(3-
{carboximetil)benzo[d] tiazol-2(3H)-ilideno) prop-1-
en-1-il)benzo[d]tiazol-3-i0

SN '
=] N

HOOCH,C)yg HOOC(H,C)qp

Composto 35

Brometo de 1-{10-carboxidecil)-2-((1E,32)-3-(1-{10-
carboxidecil)-5-iodoindolin-2-ilideno) prop-1-en-1-il)-5-
iodo-3H-indol-1-1o

NO;

H,N

Hz

0
O
HN
NH
S
@ D
Br N
HOOC(HEC}W (‘l.Hz}mCOOH
Composto 30
Brometo de (Z)-5-acetamida-2-((5-
acetamida-1-(10-carboxidecil}indolin-2-
ilideno)metil)-1-(10-carboxidecil)-3H-
indol-1-io
5
A . 5
7 e
< ' j NO;
Composto 32

lodeto de 3-etil-2-{(1E,3E)-3-(3-etil-6-nitrobenzo[d] tiazol -
2(3H)-ilidena)prop-1-en-1-il)-6-nitrobenzo[d]tiazol-3-i0

HOOC(H;C)1g

(CH3)10COOH
Composto 34
Brometo de (Z)-5-amina-2-((5-amina-1-

{10-carboxidecil)indolin-2-ilide nojmetil)-
1-{10-carboxidecil)-3H-indol-1-io

N 0
MO
ﬁ/ﬂe N
VA / e
HOOC{HzC)yg HOOC(HaChyp

Composto 36

Brometo de 6-amina-2-({1E,3E)-3-(6-amina-3-(10-

carboxidecil)benzo[ d]oxazol-2(3H}-ilideno)prop-1-en-1-il)-3-

(10-carboxidecil)benzo[d]oxazol-3-0
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Anexo 5 - Auxiliar de estruturas dos compostos 37-47.

0
mo H,N 0 H;N by
;o A >‘ >_
HOOC(H;Chyg HODC{H;C{-.O # I@ ﬁ/ Ie
|

C to 37 J:
omposto (CHz)10CH; (CHz)10CH3
Brometo de 3-(10-carboxidecil)-2-((1E,3E)-3-(3-
C to 39
(10-carboxidecil)benzo[d]oxazol-2(3H)- Composto 38 omposta
ilideno)prop-1-en-1-iljbenzo[d]oxazol-3-io lodeto de &-amina-2-metil-3- lodeto de 6-amina-2-metl-3-
undecilbenzo[d]oxazol-3-io undecilbenzo[d]tiazol-3-io
0] 0]
0 )

HN w HN @E

N Y
(CH3)1oCO0OH {CH;)4oCOOH
Composto 40 Composto 41
Brometo de 6-acetamida-3-(10- Brometo de 6-acetamida-3-(10-

carboxidecil)-2-metilb enzo[ d]oxazol-3-io

H,N

carboxidecil)-2-metilbenzo[ d]tiazol-3-io

S S 0%
— 5
:;L:_, ®/ ] HN
I I*|~l Br ©
CH;)4,CO0OH A
(CHa)16CH3 (CHzho (CHy)CH
Composto 42 Composto 43 Composto 44
lodeto de 2-metil-3-undecilbenzo[d]tiazol-  Brometo de 6-amina-3-(10-carboxidecil)- ~ '0deto de 6-acetoamida-2-metil-3-
1o 2-metilbenzo[d]tiazol-3-io undecilbenzo[d]tiazol-3-i0
5 0
0,N HN },, # 3
s ol o Br
Br N\ | |
AN CHo ) oCH (CH,)4CO0H
(CH,)1oCOOH (EFz)ioCHy
Composto 45 Compasto 46 Composto 47
Brometo de 3-(10-carboxidecil)-2-metil-6- lodeto de 6-acetoamida-2-metil-3- Brometo de 6-amina-3-(4-carboxibutil)-2-
nitrobenzo[d] tiazol-3-1o undecilbenzo[d]oxazol-3-io methilbenzo[d]Hazol-3-io
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Anexo 6 - Auxiliar de estrutura do composto 48.

HAN S 5 NH;
>/\/‘\\<
@/
N N
(CH3)10CH3 (CHz)10CH3

Composto 48

lodeto de 6-amina-2-((1£,3E)-3-(6-amina-3-undecilbenzo[d]tiazol-2(3H)-

ilideno)prop-1-en-1-il)-3-undecilbenzo[d]tiazol-3-io
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.....

Composto XOR (1° teste) XOR (2° teste)

Alopurinol (10 pM) — ------ 71,04 £ 3,46

Alopurinol (1 pM) — ------ 9,27 + 8,06

4 9,15£2,93 e

10 1,19+2,54 ----e-

2 -7,82+3,05  ----e-

25 (30 pM filtrado) ~ ------ 31,61 4,72

25 (10 pM filtrado) ~ ------ 6,50 + 3,55

25(1pM) e 2,03 + 10,88

33 10,47 £1,72 e

8 -9,06£3,40 e
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