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Resumo

A malaria, doenca causada por protozoarios do género Plasmodium, é um grande problema de
saude publica para as chamadas nacdes do terceiro mundo, sendo uma das suas principais
causas de morte. Existem mais de cento e cinquenta espécies de parasitas deste género, mas
apenas cinco tém sido as responsaveis por esta doenca em humanos, das quais se destacam, o
Plasmodium falciparum, o Plasmodium vivax, o Plasmodium malariae, o Plasmodium ovale e
o Plasmodium knowlesi. A malaria é transmitida pelo mosquito fémea do género Anopheles,
tendo sido usados diversos tipos de estratégias para o combate deste mal, muitas delas ainda
em uso, que incluem a eliminacao do vetor, a farmacoterapia e a vacinacao. No que concerne
a farmacoterapia, tém sido usados ao longo dos anos varios farmacos, entre os quais os
pertencentes a familia das aminoquinolinas e dos aminoalcoois, os antibidticos e mais

recentemente os endoperoxidos, dos quais se destacam a artemisinina e seus derivados.

Recentemente, uma série de novos estudos revelaram que espiroindolin-2-onas possuem
potente atividade antiplasmodica, atuando na fase sanguinea do ciclo de vida do parasita.
Motivados por estes resultados, e a partir de uma nova via sintética conducente a novos
espiroindolin-3-ona (tio)barbituratos, iniciou-se o presente trabalho aqui descrito pela
triagem in silico via docking molecular de uma série representativa de novas espiroindolin-3-
onas e respetivos derivados obtidos por substituicdo eletrofilica aromatica, com a proteina
falcipaina-2, responsavel pela degradacao da hemoglobina no vacuolo alimentar do parasita.
Estes resultados revelaram que a maioria dos compostos testados possui a capacidade de
efetuar interacdes por ponte de hidrogénio com os principais residuos de aminoacidos do sitio

ativo da falcipaina-2, isto €, a Cys42, a Gly83, a His174 e a Asn173.

No seguimento desta primeira avaliacdo in silico, realizou-se a sintese e caracterizacao
estrutural de uma série alargada de espiroindolin-3-ona (tio)barbituratos e seus derivados, a
avaliacao in silico mais completa incluindo docking molecular na proteina falcipaina-2 e a
previsao de propriedades ADMET, e ainda a avaliacdo bioldgica in vitro em células NHDF para
verificar a citotoxicidade dos compostos sintetizados. A partir dos estudos da atividade
antiplasmadica a decorrer em colaboracao, aguardam-se os resultados de forma a confirmar a
potencialidade efetiva destes novos compostos como agentes antimalaricos. Adicionalmente
avaliou-se enzimaticamente a capacidade destes mesmos compostos de inibirem a atividade

da xantina oxidase.

Os resultados da avaliacao in silico mostraram que os derivados espiroindolin-3-ona
(tio)barbituratos possuem grande potencial de ligacao a proteina falcipaina-2 podendo
efetuar ligacoes de hidrogénio com o residuo de Cys42 do sitio ativo. Adicionalmente, os
ensaios in vitro em células NHDF revelaram que os mesmos nao apresentam uma
citotoxicidade marcada nestas células normais. Por outro lado, o ensaio enzimatico mostrou

resultados bastante promissores: de facto, num screening a 30 pM, observou-se que dois



derivados espiroindolin-3-ona barbituratos apresentaram capacidades inibitérias superiores as
observadas com o alopurinol, o que foi posteriormente confirmado por estudos de

concentragéo- resposta.
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Abstract

Malaria, a disease caused by the protozoan of the genus Plasmodium, is a major public health
problem for the so-called Third World nations, one of its main causes of death. There are
over one hundred and fifty species of parasites of this genus, but only five have been
responsible for this disease in humans, such as Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale and Plasmodium knowlesi. Malaria is transmitted by
the female mosquito of the Anophelis genus, and different types of strategies have been used
to combat this disease, many of which are still in use, including vector elimination,
pharmacotherapy and vaccination. About pharmacotherapy, several drugs have been used
over the vyears, among them those belonging to the family of aminoquinolines and
aminoalcohols, antibiotics and more recently endoperoxides, of which artemisinin and its
derivatives are outstanding.

Recently, several new studies have shown that spiroindolin-2-ones have potent antiplasmodic
activity, acting on the blood phase of the parasite’s life cycle. Motivated by these results and
starting from a new synthetic pathway leading to new spiroindolin-3-one(thio)barbiturates,
the work described here started by in silico screening via molecular docking of a
representative series of new spiroindolin-3 -ones and their derivatives obtained by
electrophilic aromatic substitution, with the protein falcipain-2, responsible for the
degradation of hemoglobin in the alimentary vacuole of the parasite. These results revealed
that most of the compounds tested have the ability to effect hydrogen bond interactions with
the major amino acid residues of the active site of falcipain-2, i.e., Cys42, Gly83, His174 and
Asn173.

Following the first in silico evaluation, the synthesis and structural characterization of a
broad series of spiroindolin-3-one(thio)barbiturates and their derivatives was carried out, the
total in silico evaluation including molecular docking in the protein falcipain-2 and the
prediction of the ADMET properties, as well as the in vitro biological evaluation in NHDF cells
to check the cytotoxicity of the synthesized compounds. From the studies of the
antiplasmodic activity in collaboration, the results are awaited in order to confirm the
effective potential of these new compounds as antimalarial agents. Additionally, the ability
of these same compounds to inhibit xanthine oxidase was evaluated.

The results of the in silico evaluation show that the spiroindolin-3-one(thio)barbiturate
derivatives have high potential to bind the falcipain-2 protein having the ability to effect
hydrogen bonds with the active site cys42 residue. In addition, in vitro assays in NHDF cells
have shown that they do not have a significant cytotoxic effect on these normal cells.

On the other hand, the enzymatic assay showed very promising results, in fact, in a screening
at 30 pM, it was observed that two spiroindolin-3-one barbiturates derivatives showed higher
inhibitory capacities than those observed with allopurinol, which was later confirmed by

concentration-response studies.
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1. Introducao



O presente capitulo visa efetuar uma abordagem sobre a malaria, causas e consequéncias,
bem como os esforcos que tém sido levados a cabo para a erradicacdo desta endemia que
afeta milhdes de pessoas ao redor do mundo, sendo responsavel anualmente por milhdes de
mortes. Assim, far-se-a uma incursio sobre o processo de descoberta e desenvolvimento de
novos agentes antimalaricos, sendo igualmente dada atencdo as novas abordagens
terapéuticas emergentes para o combate a malaria, tais como o uso de ART (artemisinina) e
seus derivados (ACT, do inglés Artemisinin-based Combination Therapy), endoperoxidos
sintéticos, dos quais destacam-se os 1,2,4-trioxalanos e os 1,2,4,5-tetraoxanos que sao
analogos sintéticos da ART. Terminar-se-a abordando o papel das espiroindolin-2-onas como

compostos com potencial atividade antimalarica.

1.1. A Malaria

A malaria ainda é uma das mais terriveis doencas protozoarias que afetam o homem e faz
parte das chamadas doencas tropicais negligenciadas - NTDs (do inglés, Neglected Tropical
Diseases). Recentemente, a malaria tinha uma propagacao de ordem mundial. No entanto, a
doenca ocorre principalmente nos paises tropicais do mundo (grafico 1.1), sendo a mesma
responsavel por mais de seis milhdes de mortes por ano, constituindo um grande problema de
saude publica e da economia das nacbes tropicais, embora a maioria das pessoas afetadas
pertencem aos chamados paises do terceiro mundo'. A malaria foi erradicada dos paises
desenvolvidos como resultado do Programa de Erradicacdo da Malaria da Organizacao Mundial
de Salude (OMS). Isto foi conseguido através da melhoria das condicbes de vida das
populacdes, da utilizacdo de inseticidas, criacdo de redes mosquiteiras e do uso de
antimalaricos como agentes profilaticos. No entanto, esforcos similares nos paises em

desenvolvimento nao obtiveram bons resultados.

1.1.1.Epidemiologia da malaria no mundo

Os casos de malaria decairam globalmente do estimado em 2000, cerca de 262 milhdes para
214 milhdes em 2015, um decréscimo na ordem dos 18%. O numero de mortes por malaria
caiu globalmente do estimado, isto &, de 839.000 em 2000 para 438.000 em 2015, um declinio
de 48%. A maior parte das mortes por malaria em 2015 tiveram lugar nas regides africanas
(90%), seguida do Sudeste Asiatico (7%) e da Regido Leste do Mediterraneo (2%). A taxa de
morte por malaria que esta relacionada com o crescimento populacional, estima-se ter
decrescido na ordem dos 37% entre 2000 e 2015. Dos 106 paises nos quais tem havido casos de

transmissao da malaria, 57 sofreram em 2000 uma reduc&o na ordem de >75% 2.

O numero de mortes por malaria em criancas com idade abaixo de 5 anos estima-se ter
decrescido globalmente em 2000 de 723.000 para 306.000 em 2015. O grosso deste
decréscimo ocorreu na Regiao Africana, onde o nimero estimado de mortes caiu de 694.000

em 2000 para 292.000 em 2015. Como resultado dos esforcos levados a cabo, a malaria nao é



mais a principal causa de mortes de criancas na Africa Subsariana, constituindo-se, em 2015

em quarto lugar, sendo responsavel por 10% de mortes de criancas naquela regiao.

2,00%

m Africa
m Sudoeste asidtico

Regido Este do Mediterraneo

Grafico 1.1- Principais regides afetadas pela malaria no mundo (adaptado de?).

Entretanto, apesar dos avancos conseguidos nos Ultimos anos, a malaria ainda é um grave
problema de salde publica, portanto todo o esforco tendente a combater este mal, sdao de

todo necessarios e pertinentes.

1.1.2.Agente causador da malaria

Os organismos responsaveis pela malaria pertencem ao género Plasmodium que é uma classe
de protozoarios. Existem aproximadamente 156 espécies de Plasmodium que infetam varias
espécies de vertebrados. Destas, cinco espécies sdo consideradas verdadeiros parasitas dos
seres humanos, pois utilizam os humanos quase que exclusivamente como hospedeiro
intermediario natural: nomeadamente Plasmodium malariae, o parasita da malaria quart3;
Plasmodium vivax, parasita da malaria terca benigna; Plasmodium falciparum, parasita da
malaria maligna ou subterca; Plasmodium ovale, parasita que causa um tipo leve de malaria
terca e o Plasmodium knowlesi, este ultimo conhecido por infetar primatas3. A doenca é
transmitida quando um mosquito fémea, do género Anopheles pica um individuo saudavel,
inoculando esporozoitos de Plasmodium na corrente sanguinea. As manifestacdes clinicas
geralmente comecam 8-25 dias apds a infecdao e incluem febre recorrente com calafrios,
fadiga, vomitos, nauseas e dores de cabeca. Dos sintomas classicos da malaria, também

conhecida como paroxismo, esta a recorréncia ciclica da febre a cada 36-48h.

Esses protozoarios tém ciclos de vida complexos incorporando tanto o mosquito Anopheles, o
figado e os eritrocitos do hospedeiro humano. Desta forma, um antimalarico ideal deve ser
capaz de ter efeito em duas frentes simultaneamente, a saber: erradicar o microzoario do

sangue e também dos tecidos, a fim de produzir uma efetiva “cura radical”. Foi estabelecido,



que varios antimalaricos diferem essencialmente no seu ponto de interrupcao do ciclo do

parasita e, portanto, nos estagios de infecdo ocorridos*.

1.1.3.Ciclo de vida do Plasmodium

A figura 1.1 mostra que o ciclo de vida do parasita da malaria envolve dois hospedeiros.
Durante uma refeicdo de sangue, um mosquito fémea, do género Anopheles portador do
parasita da malaria, inocula esporozoitos no hospedeiro humano® (1). Os esporozoitos infetam
as células do figado (2) e amadurecem nos esquizontes (3), que rompem e libertam os
merozoitos (4). Em P. vivax e P. ovale, ocorre uma fase adormecida (hipnozoitos) que pode
persistir no figado e causar recaidas, invadindo dentro de semanas a corrente sanguinea, ou
mesmo anos depois. Apods esta replicacao inicial no figado (esquizogonia exo-eritrocitica, A),
os parasitas sofrem uma multiplicacdo assexuada nos eritrdcitos (esquizogonia eritrocitaria,
B). Os merozoitos infetam os globulos vermelhos (5), transformando-se em trofozoitos, os
quais amadurecem nos esquizontes, que se rompem e libertam merozoitos diferenciados (6).
Alguns parasitas diferenciam-se em fases eritrociticas sexuais (gametocitos) (7). Os parasitas
da fase sanguinea sdo os responsaveis pelas manifestacdes clinicas da doenca. Os gametdcitos
machos (microgametocitos) e fémeas (macrogametodcitos) sdo ingeridos por um mosquito
fémea Anopheles durante uma refeicdo de sangue (8). A multiplicacdo dos parasitas no
mosquito é conhecida como ciclo esporogonico (C). Enquanto esta no estomago do mosquito,
0s microgametas penetram nos macrogametas gerando zigotos (9). Os zigotos, por sua vez,
tornam-se moveis e alongados (oocinetes) (10) que penetram nas células epiteliais do
intestino médio, instalando-se. Posteriormente, transformam-se em oocistos, multiplicando-
se estes por um processo de divisao assexuada (11). Os oocistos crescem, rompem e libertam
esporozoitos (12), que migram até as glandulas salivares do mosquito. A inoculacdo dos

esporozoitos em um novo hospedeiro humano perpetua o ciclo de vida da malaria (1).



A\ - Estagio infeccioso

A - Estagio de diagndstico Mo hospedeire humano - figado

Hepatdcito /'_"-‘

Hepatacito infetado

Mo mosquito fémea Anopheles

ot ; e
Ruptura do o L
i @ ooCisto A . [a]
Pt O mosquito alimenta-se Ciclo Exo-eritrocitario
. = Lib 3\ (Injeta Esporozoitos)
® DD:I“/ :Iln:rtagan Ruptura do -.
Esporozoitos o g.§£u.lz?:1te 2 3]

Esquizonte

Ciclo Esporogdnico Mo hospedeirce humano - sangue

- Trofozoitos imaturos
@ Cocineto .

O mosquito allmenta se .

(Ingere gametncm:s]
MEIEI'D“EII"ﬂEtDEIt
o =
Ciclo Eritrocitario

Microgameta entra

- ..',o - f;."l
nomacrogimetas @ ‘? ot .‘

F faciparum date rofozoitos
Microgametdcito Q.’ \ ‘r -:i maduros
Exflagelado X 4 e 1'. L4 A g
g ﬁ Ga.m=tn-z:1tn=A Esquizont= (7]

P v @ ‘-."-——- . ‘gﬁ' Gamestocitos

F ovale
P mataniae

f&

Figura 1.1 - Ciclo de vida do P. falciparum (adaptado de).

1.1.4.Controlo da doenca

Na pratica, os trés processos bem conhecidos e predominantes para controlar a
malaria eficazmente, sdao nomeadamente: eliminacdo do vetor, farmacoterapia, e a
vacinacdo?. A farmacoterapia baseia-se no uso de antimalaricos, que sao agentes

quimioterapéuticos utilizados na prevencao e tratamento da malaria.

1.1.5.Tratamento

Os principais farmacos usados no tratamento da malaria podem ser subdivididos em
substancias medicamentosas isoladas de plantas, tais como: quinina, quinidina, cinchonina,
cinchonidina e artemisinina; ou compostos sintéticos, por exemplo: cloroquina, paludrina,
pamaquina, entre outros, sendo usados profusamente em paises ameacados pela malaria
como "medicamentos que salvam vidas”3?. Vale a pena notar nesta conjuntura que os
antimalaricos empregados atualmente (quadro 1.1), embora sejam eficazes contra certas
espécies, também apresentam certas reacoes adversas, verificando-se uma resisténcia notoria

que esta a aumentar também de uma forma progressiva.



Quadro 1.1- Principais farmacos existentes no mercado para o tratamento da malaria
(adaptado de®7).
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Os farmacos antimalaricos podem ter designacoes diferentes consoante a fase do ciclo de vida
dos parasitas em que atuam. Por exemplo, aqueles que exercem a sua acdo antimalarica
contra as formas tecidulares dos parasitas do género Plasmodium no estagio hepatico, tais
como a primaquina, sdo designados por esquizonticidas tecidulares. Os agentes antimalaricos
ativos na fase eritrocitica sdao denominados esquizonticidas sanguineos, sendo estes de capital
importancia na quimioterapia da malaria, dada esta ser a fase sintomatica da doenca. A
cloroquina, a quinina, a mefloquina, a halofantrina, a pirimetamina, a sulfadoxina, as
sulfonas, a ART e as tetraciclinas, sao farmacos que exibem este tipo de acdo. Os farmacos
cuja acao incide sobre as formas sexuais sanguineas do parasita e que previnem a transmissao
da infeccao ao mosquito, como a primaquina, sao denominados gametocidas. Ja os
esporonticidas englobam todas as moléculas que, tal como a primaquina e o cloroguanilo,

previnem o desenvolvimento de oocistos no mosquito e a subsequente transmissao da malaria.

Desta forma, uma terapia ideal para o combate a malaria deve combinar um esquizonticida

sanguineo, um gametocida e um esquizonticida tecidular?®

1.2. Problematica de resisténcia aos farmacos

As infecoes por malaria continuam a ser um problema devido a adaptacao dos parasitas
causadores de doencas aos farmacos existentes®. Tém sido levados a cabo varios estudos com
o objetivo de entender melhor o ciclo de vida do parasita da malaria e, consequentemente,
ao desenvolvimento de novos farmacos com melhores propriedades farmacologicas, de onde

se destacam estudos no ambito dos produtos naturais, processos semissintéticos e sintéticos.

Com a constatacao de que as doencas afetam amplamente a salide, a economia e o bem-estar
dos habitantes dos paises em desenvolvimento, a OMS iniciou uma missdo de maneira a
controlar e eliminar a malaria ja no século passado®. A principal estratégia foi eliminar a
populacao de mosquitos usando inseticidas como o DDT (Diclorodifeniltricloroetano). Logo se
percebeu que a estratégia de controlo do vetor era inadequada e dispendiosa, tanto em
termos monetarios como de estabilidade ecologica, uma vez que os mosquitos resistentes ao
DDT reapareceram ocorrendo também um aumento no nimero de individuos infetados. Uma
vez que a populacdo de mosquitos tinha sobrevivido ao DDT, foi um esforco inutil tentar
controlar a malaria com pesticidas convencionais®. Os farmacos usados como antimalaricos,
como a cloroquina, mefloquina e doxiciclina, foram as armas principais para combater a
doenca, mas o seu sucesso foi de curta duracao devido a evolucdo de parasitas resistentes aos
mesmos. Como ja foi referido, o parasita da malaria humana tem uma notavel capacidade de
adquirir resisténcia aos farmacos antimalaricos'®. Sob a pressao dos farmacos, o parasita
constantemente adapta-se para a sobrevivéncia, reduzindo de maneira dramatica o interesse

dos antimalaricos.

A resisténcia generalizada aos farmacos é a razao subjacente da falha do tratamento usando

medicamentos convencionais em zonas de alta transmissdo da malaria'. Muitos outros



farmacos antimalaricos como as combinacées de amodiaquina, lumefantrina e
sulfadoxina/pirimetamina chegaram ao mercado, mas a resisténcia a esses novos farmacos
evoluiu em pouco tempo, complicando o tratamento da malaria mais do que nunca. Desta
forma e em pleno século XXI, esta doenca continua a apresentar um nimero cada vez maior
de individuos infetados. Nao existe uma vacina para esta doenca com um impacto operacional
e a dependéncia cada vez maior de quimioterapia deu origem a varias estirpes de P.
falciparum resistentes a varios farmacos. Consequentemente, é cada vez mais premente a
procura de novos farmacos para o combate a malaria, que sejam mais eficazes, seguros e

baratos.

1.3. Processo de descoberta e desenvolvimento de

farmacos

Os farmacos podem-se originar de diferentes fontes, destacando-se os principios ativos
extraidos diretamente dos produtos naturais (vegetais e nao-vegetais) e/ou os de origem
sintética. Entretanto, a descoberta de farmacos € um processo que nem sempre é linear e
muitas das vezes envolve o acaso, como foi 0 caso bem conhecido da penicilina-G. E de
referir ainda que, no geral, a maior parte dos farmacos usados no tratamento de

enfermidades atualmente sao sintéticos, concretamente cerca de 85%.

No que concerne a procura por novos compostos com atividade antimalarica promissora, no
seguimento do que foi anteriormente referenciado, destacam-se as fontes naturais,
modificacbes quimicas de compostos ativos existentes, desenvolvimento de compostos
hibridos, testes de farmacos comercialmente disponiveis aprovados para combate a outras
doencas em humanos'!, e modelagem molecular fazendo-se recurso as novas tecnologias in
silico para triagem via docking molecular'?. Enquadram-se também nas estratégias
anteriormente descritas, a procura de novos alvos macromoleculares para a inibicao do

desenvolvimento do parasita causador da malaria no hospedeiro humano™3.

O reposicionamento de farmacos, cujo objetivo principal consiste em utilizar farmacos ja
comercializados para tratamento de outras doencas, € uma abordagem em foco na
atualidade. As metodologias de reposicionamento de farmacos in silico foram propostas e sao
analogas a descoberta de farmacos baseada na estrutura em que o rastreio in silico é
realizado usando bibliotecas de compostos estabelecidos e ou candidatos clinicos™. Essas
abordagens podem ser utilizadas de forma complementar com técnicas experimentais em
estudos de reposicionamento. Como exemplo, as bibliotecas virtuais podem ser criadas e
selecionadas in silico para ajudar a orientar a selecao potencialmente mais intensiva de
recursos in vitro''. As abordagens computacionais também podem ser valiosas na priorizacao
de alvos para farmacos e na previsao de possiveis alvos para principios ativos. Um pré-
requisito para o reposicionamento de farmacos in silico é a disponibilidade e/ou o

conhecimento da estrutura 3D, tanto dos farmacos como dos alvos moleculares e modelagem



de farmacéforos. Embora essas abordagens estejam lentamente a ganhar forca, seu potencial
ainda é dificultado pelo baixo nimero de moléculas ativas e pela auséncia relativa de redes
colaborativas através das quais dados e modelos possam ser compartilhados'>.

Todas estas abordagens concorrem para a descoberta de compostos com potencial atividade
antimalarica, que, idealmente e simultaneamente, ndo apresentem problemas de toxicidade,

tenham elevada biodisponibilidade e que sejam economicamente mais viaveis.

1.3.1.Modelos in silico - Docking molecular

Uma das técnicas in silico muito utilizada é o docking molecular, que se constitui numa
ferramenta computacional com papel crucial em biologia molecular e desenho de farmacos
assistido por computador (do inglés CADD, Computer-Assisted Drug Design) que permite
predizer o local e modo de ligacao dos ligandos aos seus recetores bioquimicos, isto &, alvos
macromoleculares. Os algoritmos de ancoragem e as funcdes de pontuacao sao capazes de
gerar estruturas de complexos recetor-ligando, classificando os compostos e estimando as
energias ou afinidades de ligacdo'. O docking molecular pode ser usado para fazer a triagem
virtual de grandes bibliotecas de compostos, classificar os resultados e propor hipoteses
estruturais sobre a maneira como os ligandos inibem o alvo.

Desta forma, o docking molecular é um dos métodos computacionais que visa a selecao de
compostos para sintese, a eliminacado de compostos com perfis indesejaveis antes destes
entrarem em fases tardias mais dispendiosas do desenvolvimento de farmacos e a priorizacao
de outros compostos mais propensos a terem sucesso.

Na triagem in silico via docking molecular para novos ligandos tem sido feito primeiramente
um re-docking, processo que consiste em retirar a estrutura cristalizada de uma proteina com
o seu ligando endogeno do PDB (do inglés, Protein Data Bank), separar a proteina do ligando e
tornar a efetuar o docking novamente com o mesmo ligando, este processo visa validar o
método. O parametro que serve para avaliar este processo é o RMSD (do inglés, Root Mean
Square Deviation) das coordenadas cartesianas dos atomos do ligando no complexo ligando-
proteina. Considera-se validado o método se o valor do RMSD for inferior a 2 A°. Tal como
mostrado na figura 1.2, as etapas principais comuns em todos os protocolos de docking
molecular consistem em: (1) selecdo do alvo e do ligando, (2) preparacao do alvo e do
ligando, (3) docking e (4) analise dos resultados. Todos os métodos de docking requerem uma

funcao de pontuacao para classificar o modo de ligacdo dos varios candidatos'’.



‘ Selegao do alvo ’ ‘ Selegao do ligando ]

l '

‘ Preparagao do alvo ]

Preparagao do ligando

N e

[ Docking J

'

‘ Avaliacao ’
dos resultados

Figura 1.2 - Algoritmo tipico para o docking molecular, com os passos chaves comuns para todos os
protocolos (adaptado de'’).

1.3.2.Principais alvos moleculares na descoberta e desenvolvimento

de novos agentes antimalaricos

A resisténcia dos parasitas causadores da malaria aos farmacos constitui ainda um grande
desafio para a humanidade® tal como referido anteriormente. Desta forma, torna-se
pertinente, identificar e validar novos alvos moleculares para travar o desenvolvimento do
parasita. Com base no papel desempenhado no ciclo de vida do parasita, os alvos moleculares
podem ser classificados genericamente em trés grandes grupos: (1) biossintese; (2) transporte
membranar e sinalizacao; e (3) catabolismo da hemoglobina (quadro 1.2). Os alvos
pertencentes ao primeiro grupo sdo enzimas envolvidas em varios processos biossintéticos,
tais como os processos que envolvem os folatos'®'%20) desta forma produzindo nutrientes
fundamentais para o crescimento e desenvolvimento do parasita?’?%23, O segundo grupo
envolve os alvos que participam em diversos caminhos tais como a absorcao e transporte de
nutrientes nas células, geracao e manutencao do gradiente eletroquimico transmembranar e
enzimas cujos substratos participam na transducdo de sinal intracelular 2232, O terceiro
grupo engloba os alvos que participam na hidrélise da hemoglobina, tendo desta forma um

papel crucial no desenvolvimento intraeritrocitico dos parasitas causadores da malaria
27,28,29,30,31
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Quadro 1.2 - Principais alvos moleculares para agentes antimalaricos?’.

Alvo bioldgico Exemplos de farmacos
HoN

—N
cl N NH>
, N
Grupo 1 Biossintese

Pirimetamina

Grupo 2

Transporte membranar e sinalizacao

Catabolismo da hemoglobina

Grupo 3

Artemisinina

A partir do ciclo de vida do parasita causador da malaria, sabe-se que o estagio sanguineo é o
responsavel pelos sintomas da doenca, pelo que os farmacos cujo mecanismo de acao se da
neste estagio tém um papel crucial na repercussao dos efeitos causados pela proliferacdo do
microzoario na corrente sanguinea. Entretanto, os farmacos que atuam em varios alvos
bioquimicos, chamados de multialvos tém igualmente um papel crucial, uma vez que uma
farmacoterapia eficiente contra a malaria tal como visto anteriormente, deve englobar um

esquizonticida tecidular, um esquizonticida sanguineo e um gametocida.

1.3.3.Novas abordagens terapéuticas para o combate a malaria

O desenvolvimento e a disseminagdo de resisténcia aos farmacos antimalaricos aumentaram
significativamente bem como o custo global de controlo da malaria ao longo do tempo, pelo
que novos farmacos, efetivos, seguros e baratos estdo a ser continuamente desenvolvidos
para substituir os medicamentos que se tornaram, entretanto, ineficazes. Com este objetivo,
destacam-se e serdo aqui de seguida desenvolvidas a classe dos endoperoxidos, dos quais a
ART e derivados tém tido notavel destaque, e, mais recentemente, uma nova classe

emergente de compostos com potente atividade antimalarica, as espiroindolin-2-onas®2.

1.3.3.1. Endoperoéxidos

A classe dos endoperoxidos abarca uma série de compostos, tal como descrito acima,
designadamente a ART, substancia isolada de um produto natural, a Artemisia anua, e seus
derivados semi-sintéticos e sintéticos. Esforcos conducentes a otimizacao das propriedades da
ART, levaram a descoberta dos 1,2,4-trioxalanos e dos 1,2,4,5-tetraoxanos, analogos
sintéticos da ART.
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1.3.3.1.1. Artemisinina e seus derivados

A ART e seus derivados semi-sintéticos e sintéticos sdo um grupo de farmacos que possui a
acdao mais rapida dentre todos os farmacos atualmente usados no combate a malaria
provocada pelo Plasmodium falciparum?. A ART é uma lactona sesquiterpénica com uma
ponte endoperoxidica (Fig. 1.3) e tem sido produzida em larga escala de forma semi-
sintética®*. A descoberta da artemisinina como o principio ativo do extrato da planta
tradicional chinesa Artemisia annua foi um grande passo na quimioterapia da malaria. No
entanto, devido a uma disponibilidade limitada, um custo elevado, uma fraca
biodisponibilidade oral, uma taxa de eliminacao do organismo rapida, um tempo de meia-vida
plasmatica baixo e o facto de sofrer hidrdlise em condices levemente acidas, continua a ser
necessaria e pertinente uma terapéutica antipalidica alternativa que seja simples e eficaz.
Os estudos de relacao estrutura - actividade (REA) conduzidos com a ART e os seus derivados
semi-sintéticos revelaram que a ligacdo peroxidica é o principal farmacoforo, crucial para a

sua atividade antipaltdica®.

As terapias combinadas a base da artemisinina (ACT, do inglés Artemisinin-based Combination
Therapies) sao recomendadas pela OMS para o tratamento da malaria ndo complicada causada

pelo P. falciparum.

A ART e seus derivados semi-sintéticos, tais como o artesunato de sodio, o arteméter e a DHA
(dihidroartemisinina) sdao agentes antimalaricos de curta acdo, tal como referido
anteriormente, e que levam a morte dos parasitas de maneira mais rapida em relacdo aos
outros farmacos convencionais e sdo ativos tanto nos estagios sexual e assexual do ciclo do
parasita. De facto, a ART reduz o periodo febril a 32 horas, sendo que os farmacos mais
antigos levam de 2 a 3 dias para o fazer. De modo a retardar ou prevenir o surgimento de
resisténcias, a ART é combinada com outros farmacos de acao mais prolongada, incluindo a
amodiaquina, a mefloquina, a sulfadoxina/pirimetamina ou a lumefantrina, que, desta forma,

permitem a eliminacédo dos parasitas residuais da malaria.

Artemisinina Dihidroartemisina Arteméter Arteéter

Figura 1.3- Ligacao peroxidica em agentes antimalaricos naturais e sintéticos (adaptado de3*).

Dentre as combinacdes baseadas na ART (ACT) recomendas pela OMS para o tratamento da
malaria ndao complicada, destacam-se as seguintes: DHA + piperaquina, artesunato +
amodiaquina, artesunato + mefloquina, artesunato + sulfadoxina/pirimetamina, artesunato +

lumefantrina (coartem) dentre outras.
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Mecanismo de acao da artemisinina

O crescimento do parasita da malaria nos globulos vermelhos depende da disponibilidade de
aminoacidos, que sdo obtidos a partir da degradacdo da hemoglobina com a ajuda de um
grupo de enzimas proteases, concretamente, cisteina proteases e plasmepsinas. Essas
proteases degradam a hemoglobina em aminoacidos, um alimento chave para os parasitas e
libertam o complexo Fe (Il)-heme, que se oxida a Fe (lll)-hematina e depois agrega dentro do

vacUolo alimentar dos parasitas para formar um pigmento cristalino chamado hemozoina.

Presume-se que a ART é primeiro transportada para o vacuolo alimentar do parasita, onde
interage com Fe (ll)-heme e gera radicais livres, como mostrado na fig. 1.4. Estes radicais
livres interagem com o heme e o heme modificado, lipidos, bem como, pelo menos, quatro
proteinas diferentes, resultando na morte do parasita. Neste ambito, Krishina et al., propods
que a ART é ativada pelo ferro livre ou por um processo dependente do ferro que ocorre perto
da PfATP6 no reticulo endoplasmatico®. A ART ativada liga-se especificamente e

irreversivelmente, inibindo a PfATP6 e dificultando, desta forma, o crescimento do parasita®.

—— GIObqu&yermelhos Reticulo endoplasmatico

ART —~
Proteina A
e ema/ Proteina C Parasnta

Heme ART (
' Protein D ) h
Llpldos ¥ e’ o /

— — e
\ —

Vacuolo alimentar ART

Figura 1.4- Mecanismo de acao da ART(adaptado de®).

Foram realizados varios estudos para estabelecer uma correlacdo mais clara entre a ART e 0
ferro(ll). Estudos in vitro confirmaram que a protoporfirina IX de ferro (ll), apos incubacdo
com ART na presenca de um agente redutor, gera heme-ferro (ll), que é facilmente
convertido num aduto covalente heme-ART. Este aduto resulta da alquilacdo em quatro
posicdes meso no ligando macrociclico pelo radical alquilo C4 derivado da ART®. A ativacao
redutiva mediada por heme da ligacao perdxido na posicao 1 gera um radical alcoxido na ART
(esquema 1.1), que se rearranja rapidamente através de um processo de fragmentacdo B para
formar um radical alquilo primario centrado em C4. A adicao intramolecular desta espécie
alquiladora ocorre sem regiosseletividade nos quatro carbonos meso do ligando de
protoporfirina®. A alquilacao do heme pela ART ocorre nas quatro posicoes meso (a, B, y e
0).

Com base numa série de experiéncias in vitro, foi inicialmente proposto que o mecanismo de
acao envolvesse um stresse oxidativo mediado pelo grupo heme que levava a morte do
parasita. Neste ponto, as espécies alquilantes, geradas como resultado da clivagem

homolitica da ponte endoperoxidica na ART, mediada pelo ferro (Il), ou mais
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especificamente, o radical alquilo centrado na posicao C4 na ART ou compostos relacionados

revelaram-se criticos3®.

heme(lll)Fe
heme(llFe
. - 0]
Via 1 68 0
— > —
Ativacao redutiva Ruptura da ligacao

por Fe(ll) c-C

Artemisinina

Via 2

heme( Alquilacdo do heme,
lipidos, proteinas
Migracao : e formacao de metabolitos
1,5 de H

Esquema 1.1- Representacdo esquematica do mecanismo de bioativacdo e acdo da ART e derivados
mediante a formacao de radicais primarios e secundarios centrados em carbono, apds clivagem redutiva
mediada pelo Heme-Fe(ll) (adaptado de®3940),

Apesar do grande avanco que representou na quimioterapia da malaria pela sua eficacia, a
ART e seus analogos ainda tém problemas de solubilidade. Estudos de REA levados a cabo com
a ART e seus derivados revelaram que o anel lactona nao é essencial para a sua atividade
antimalarica. Assim, diversos estudos foram direcionados para uma melhor compreensao das
caracteristicas estruturais essenciais para o desenvolvimento de novos farmacos
antimalaricos, do qual resultaram estruturas de 1,2,4-trioxalanos, 1,2,4,5-tetraoxanos que
foram sendo simplificadas e quimicamente modificadas com a finalidade de incorporar as
seguintes vantagens®: maior eficacia ao passo que se reduz a toxicidade; biodisponibilidade;

estabilidade do farmaco; meia-vida longa e maior solubilidade aquosa em pH fisioldgico.
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Figura 1.5 - Estruturas de alguns endoperoxidos com potencial atividade antiplasmddica (adaptado
de#).

1.3.3.2. Compostos da familia espirociclos

Em 1900, a Bayer sintetizou o primeiro espirano descrito como sendo um hidrocarboneto
biciclico, cujos anéis estao conectados apenas por um Unico carbono. O termo espirociclanos
foi utilizado para descrever a familia destes compostos®. Dentro desta classe de compostos,
existe uma grande diversidade de estruturas. Assim, neste trabalho far-se-a uma pequena
abordagem sobre os espiro(tio)barbituratos com especial destaque aos estruturalmente
analogos aos apresentados nesta dissertacdo, destacando aqueles cujos heteroanéis A sao de
5 membros. Serdao ainda abordadas espiroindolin-2-onas, com destaque nas sinteses e nas

atividades bioldgicas conhecidas para cada uma destas classes de compostos.

1.3.3.2.1. Espiro(tio)barbituratos

Os compostos da familia dos espirociclos contendo estruturas ciclicas fundidas no carbono
central sdo de grande interesse devido as suas caracteristicas conformacionais peculiares e
suas implicacdes estruturais nos sistemas bioldgicos. Estes espirociclos sdo conhecidos desde
longa data, encontrando-se em produtos naturais de origem vegetal, desde alcaloides,
lactonas a terpendides. Sao exemplos representativos, os espirocetais que aparecem em uma
vasta gama de substancias com interesse bioldgico, tais como as feromonas de insetos e
algumas classes de antibioticos®. Dentro destes, os espirobarbituratos fazem parte de uma

classe de compostos com interesse farmacologico e atividade fisiologica*>#4+%>. Os derivados
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do acido barbiturico, nos quais se incluem os espirociclos referidos, sao bem conhecidos em
quimica medicinal, ocorrendo muitos compostos biologicamente ativos desde quando
emergiram como agentes ansioliticos e sedativo-hipnéticos, antes do advento das
benzodiazepinas®. Estudos recentes indicam que essas moléculas podem ser usadas como
inibidores de a-glucosidases*, anticonvulsivantes®, antiepiléticos?’, anestésico-sedativos®,

anticancerigenos®, anti-SIDA® e agentes hipnoticos®! (figura 1.6).

O
H3C, o)
N O
/Z<N—CH3 JC I
HN NH
O 0
Ph J—Ph
N—N
cl Ocl R
inibidor da a-glucosidase Agente Anticonvulsante = Composto com propriedades
hipnéticas

R= 2,4 -C|2C6H3

Figura 1.6 - Compostos biologicamente ativos com o grupo barbitirico em sua constituicao®?.

Os espiro (tio)barbituratos podem ser classificados, tendo em conta o nimero e a natureza
dos anéis fundidos (A, B e C) ligados ao carbono 5 do (tio)barbitirico base. O anel A
apresenta-se como um carbociclo ndo aromatico ou heterociclo de 3 a 7 membros, os anéis B
e C podem ser um carbociclo, heterociclo, aromatico e/ou heteroaromatico, tal como

esquematizado na figura 1.7.

X=0,8

R = H, alquilo ou arilo

A = carbociclo ndo aromatico ou heterociclo

B e C = carbociclo, heterociclo, aromatico ou heteroaromatico

Figura 1.7 - Classificacao dos espiro(tio)barbituratos de acordo ao tipo de anéis.
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1.3.3.2.1.1. Métodos de obtencéao de
espiro(tio)barbituratos com anel A de cinco

membros e com heteroatomos

Relativamente aos espirobarbituratos com anéis de 5 atomos, sem heteroatomos, a historia
mostra que foi Dox et al o primeiro a sintetiza-los, em 1921, condensando o C5 do acido (tio)

barbitirico com um ciclobutano ou ciclo-hexano nao substituido®.

Entretanto e no presente subcapitulo, faremos apenas uma breve abordagem sobre os
métodos desenvolvidos para a sintese de espiro (tio)barbituratos com o heteroanel A de cinco

membros.

Foti et al desenvolveu uma nova metodologia para a sintese de espiropirazolobarbituratos
através de uma reacao de cicloadicdo entre um arilideno e um dos dipolos C-Br e C-H de uma
nitrilamina® sintetizada in situ (esquema 1.2). Em todas as sinteses descritas foi apenas

possivel isolar um dos regioisdbmeros com rendimentos moderados (21-55%).

",1 Br
C C
lhllll | IL |
N- N
Fl’h Ith

o o}
0”7 "N Yo Oél\N
H H o
o)

HN
. o Ar = Ph; 4-MeOCgHy; 4-NO,CgHy; 4-CICgH,
\ Ar
N—N_
Ph

Esquema 1.2 - Sintese de espiropirazolobarbituratos através da condensacdao de um arilideno e uma
nitrilamina®4.

Girgis et al, conseguiu obter espirobarbituratos com anel A de 5 membros, fazendo reagir
uma série de 5-arilideno-1,3-dimetilpirimidina-2,4,6-trionas com nitrilaminas®' (esquema 1.3)
geradas in situ através de uma desidrohalogenacao do correspondente cloreto de hidrazonoilo

em benzeno sob refluxo, obtendo-se um Unico composto, com bons rendimentos (71-86%).
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Esquema 1.3 - Sintese de espiropirazolobarbituratos através da condensacao de um arilideno e uma
nitrilamina®’.

Em 2012, Huang et al sintetizou uma série de derivados dispiroxindois com bons rendimentos
(56-84%) através de uma reacao de cicloadicao 1,3-dipolar com trés componentes (MCR, do

inglés multi componente reaction) em etanol sob refluxo®® (esquema 1.4).

0O
H;C. _.CH
1Cop A -CHs
o Etanol
H o | o ano
O + H3C"N~~COOH * 2h
N
H

Br

Esquema 1.4 - Sintese de dispiroxindois através de uma reacdo multicomponente de cicloadicao 1,3-
dipolar®.

Hu & Shi desenvolveram uma metodologia para a sintese de novos derivados dispiropirrolidina
através da reacao de cicloadicao 1,3- dipolar de iletos de azometino nao estabilizadas em
etanol sob refluxo® (esquema 1.5), sendo que as reacdes se processaram com rendimentos

que foram de bom a muito bom (70-90%).
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Esquema 1.5- Sintese de dispiroxinddis através de uma reacao multicomponente de cicloadicdo 1,3-
dipolar®®.

1.3.3.2.2. Espiroindolin-2-onas

Os inddis e estruturas analogas, especialmente as espiroindolinonas, sdo uma familia de
compostos relativamente abundantes na natureza. Desta forma, continuam a ser uma area de
interesse em quimica organica devido a sua omnipresenca nos produtos farmacéuticos e em
alguns alcaldides biologicamente importantes®. Neste ambito e como exemplo, uma nova
entidade quimica (NCE, do inglés New Chemical Entity), NITD609 (figura 1.8), baseada em
um esqueleto espirociclo oxindole entrou recentemente em fase de testes clinicos®2. A
NITD609 é um dos maiores exemplos de compostos de origem natural que tem levado a
triagem de bibliotecas de compostos quimicos com o objetivo de se encontrar novos
prototipos que apresentem propriedades antimalaricas semelhantes a esta espiroindolinona e
desta forma poderem ser enquadrados dentre as atuais alternativas para o tratamento da

malaria.

O prototipo NITD609 possui eficacia na gama dos nanomolares contra as estirpes de P.
falciparum NF54 e K1 (resistentes a cloroquina e pirimetamina)®, atuando na fase sanguinea
do ciclo de vida do P. falciparum e P. vivax 3, e encontra-se atualmente em fase Il de testes
clinicos e foi renomeada para KAE609. Evidéncias cientificas tém sugerido que estas
espiroindolinonas afetam a homeostase dos ides Na* através da inibicdo da ATPase do
PfATP4%°, Esta familia de compostos tem sido descrita como sendo ativa contra os estagios
eritrociticos assexuais e também tém demonstrado potencial em bloquear a transmissdao de
nutrientes via membranar®®. Tendo em conta estes resultados, tém sido levados a cabo
esforcos significativos para a sua modificacdo e diversificacao estrutural ¢-62:63¢4 No entanto,
a maioria das estratégias partem da isatina e seus derivados®®>, o que pode ser considerado
como uma grande limitacao dos protocolos existentes, tendo em conta que este fato limita o
processo de sintese destas estruturas privilegiadas Desta forma, abordagens metodoldgicas
melhoradas em termos de substratos e da disponibilidade dos materiais de partida sao sempre
prometedoras e vistas com potencial interesse. Atualmente, estdo a ganhar proeminéncia
metodologias de ciclizacdo baseadas em catalisadores metalicos, uma vez que as mesmas

permitem um acesso a estruturas policiclicas numa Unica etapa%>%.

19



Tém sido varias as estratégias usadas para a obtencdo de espiroindolin-2-onas a partir da
isatina, das quais se destacam as reacoes intramoleculares de Mannich, os rearranjos
oxidativos sequenciais, 0o uso de agentes oxidantes, as reacoes intramoleculares de Heck, a
ciclizacao via reacodes radicalares, entre outras. Através destas abordagens, tem sido possivel
sintetizar uma série de espiro (pirrolidina-3,3 " -oxindoles), tal como é o caso da ricofilina, da

isoricofilina e da salacina (figura 1.8).

R = OMe, horsfilina

R = H, coerulescina Espirotriprostatina B Antagonista do MDM2-p53  Atividade antibacteriana

NITD609 (-/+)- salacina
Agente antimalarico

Ricofilina

Isoricofilina

Figura 1.8 - Exemplos de alguns produtos naturais e compostos farmacéuticos importantes contendo o
nlcleo espiroindolinona®?.

O nucleo espiro (pirrolidina-3,3 -oxindole) pode ser obtido através de uma reacao
intramolecular de Mannich. Em 1959, verificou-se que os oxindois muitas vezes ocorrem na
natureza em pares de isomeros interconvertiveis, facto que foi elucidado mais tarde por dois
grupos de investigadores, liderados por Wenkert e Omarion, tendo os dois proposto a reacao
de retro-Mannich como envolvendo a abertura do anel®’. Por este método, a sintese total de

uma mistura (+/-)-ricofilol e (+/-)-isoricofilol foi realizada por van Tamelen em 1969¢7.

Em 1990 foi possivel isolar a salacina a partir da Uncaria Salaccensis, uma planta tailandesa. A
estrutura da salacina foi confirmada apos a sintese da (+/-)-salacina a partir do cloreto de
oxatriptamina. A condensacao da amina com o acetal, seguida de uma reacao intramolecular

de Mannich (esquema 1.6) originou a espiro(pirrolidina-3,3 " -oxindole)®.
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Esquema 1.6 - Sintese da salacina através de uma reacao intramolecular de Mannich®s.

Tentativas posteriores levaram Pellegrini et al a sintetizar a horsfilina através de um

rearranjo oxidativo do precursor (esquema 1.7), produzindo o oxindole correspondente®’.

MeO N— 1. Pb(OAc)s, CH,Cl,, 10 min. 20 °C

2. MeOH/ H,0/ AcOH, 90 min, refluxo

Iz

(-/+)- horsfilina

Esquema 1.7- Sintese da horsfilina realizada por Pellegrini et al®.

Uma das aplicagdes recentes mais notaveis da reacao de Mannich na sintese de produtos
naturais complexos foi levada a cabo por Danishefky, o qual propds uma nova abordagem para
a sintese da espirotriprostatina B 7°, partindo de um oxindole e de um aldeido (esquema 1.8)

tendo conseguido obter uma mistura de diastereoisomeros espiro(pirrolidina-3,3 " -oxindole.

o] M
CO,Me U\e MeO,C
— Me NH Me
NH3 Cl NEt;, PM 3 Angstron 2
0 o Me—
—_—

piridina, 0 °C, t. a

Ir=
Ir=

espirotriprostatina B

Esquema 1.8- Sintese da espirotriprostatina B através da reacdao de Mannich levada a cabo por
Danishefsky?°.

Dentro das metodologias de ciclizacao baseadas em catalisadores metalicos, destacam-se os
trabalhos de Butani et al, que levou a cabo a sintese de espiroindolinonas por aplicacdo de
uma abordagem metodoldgica, baseada na utilizacdo de catalisadores a base de paladio e
tolueno como solvente, obtendo rendimentos na ordem dos 21-97%, tendo sido obtido

melhores rendimentos em condicoes otimizadas®? (esquema 1.9).
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Esquema 1.9 - Ciclizacdo com formacao do espiro promovida por catalisadores a base de paladio®?.

Para além das reacdes intramoleculares de Mannich, os rearranjos oxidativos sequenciais, o
uso de agentes oxidantes, as reacdes intramoleculares de Heck, a ciclizacao via reacoes
radicalares para a sintese de espiroindolinonas, destacam-se igualmente as reacdes com
varios componentes (MCR)%’, que tém sido largamente utilizadas para a obtencéo desta classe

de compostos.

1.4. Objetivos do trabalho

No presente trabalho de dissertacdo, estabeleceu-se como objetivo geral o de desenvolver
novos derivados contendo o nlcleo espiroindolin-3-ona que possam atuar como agentes

antimalaricos e ainda avaliar a sua potencialidade como inibidores da XO (Xantina Oxidase).
Para o alcance do objetivo geral, foram tracados os seguintes objetivos especificos:

e Sintetizar diversos espiroindolin-3-ona (tio)barbituratos e através de reacdes de
substituicdo eletrofilica aromatica, dessulfurizacdo e N-acilagcao obter uma série de
derivados de modo a estabelecer uma diversificacao estrutural.

e Efetuar a caracterizacao estrutural dos compostos sintetizados.

e Avaliar as atividades biologicas dos espiroindolin-3-ona(tio)barbituratos e derivados
que se revelarem promissores nos estudos in silico de docking molecular e predicao
de propriedades farmacocinéticas, a fim de verificar a possivel citotoxicidade, a

capacidade de inibicao da XO e a atividade antimalarica dos mesmos.
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2. Resultados e discussao
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No presente capitulo serao apresentados e discutidos os resultados obtidos nos estudos in
silico de docking molecular e de predicdo de propriedades farmacocinéticas e toxicologicas
relevantes; serao igualmente apresentados os resultados experimentais do processo de sintese
de espiroindolin-3-ona (tio)barbituratos e derivados obtidos através de reacdes de
dessulfurizacdo, substituicao eletrofilica aromatica e N-acila¢do; e terminar-se-a por discutir
os resultados obtidos nos ensaios de avaliacdo da citotoxicidade em células NHDF e no ensaio

enzimatico de inibicao da atividade da xantina oxidase.

Desta forma, sao apresentados e discutidos: em 2.1 os resultados dos estudos in silico,
docking molecular (2.1.1), predicao de propriedades farmacocinéticas e toxicologicas pelo
pkCSM online (2.1.2), sintese (2.2), precursores (2.2.1), 2-nitrobenzilideno (2.2.1.1),
benzisoxazole (2.2.1.2), espiroindolin-3-ona  (tio)barbiturato  (2.2.1.3), derivados
espiroindolin-3-ona (tio)barbituratos (2.2.2), espiroindolin-3-ona (tio)barbiturato (2.2.2.1),

derivados halogenados (2.2.2.2), derivados N-acilados (2.2.2.3), avaliacdo biologica (2.3),

.....

.....

oxidase.
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2.1. Estudos in silico

2.1.1.Docking molecular

As proteinas com a funcdo de proteases presentes nos protozoarios do género Plasmodium
tém surgido como alvos promissores no desenho e descoberta de novos agentes antimalaricos
devido ao papel indispensavel que as mesmas possuem no ciclo de vida do parasita. Desta
forma, no desenvolvimento de farmacos para o combate a malaria causada pelo P. falciparum
tém sido considerados varios alvos bioldgicos, dentre os quais a familia das cisteinas proteases

que participam no processo de degradacdo da hemoglobina humana”.

Desta forma, para o presente trabalho, escolheu-se a PF-2 (proteina falcipaina-2) como alvo
bioldgico (figura 2.1). As proteases da familia das falcipainas tém funcdes criticas neste
processo metabdlico, tornando-as desta forma em alvos importantes para o desenvolvimento
de novos agentes antimalaricos. Como resultado e com o objetivo de avaliar a capacidade de
inibicdo da PF-2 por uma determinada classe de compostos organicos, este trabalho iniciou-se
com o design racional, com recurso as ferramentas in silico de modelagem molecular de uma
série de derivados espiroindolin-3-ona (tio)barbituratos, incidindo-se na ocupacdo do centro
ativo da PF-2 e na capacidade de efetuar ligacdes por ponte de hidrogénio com os residuos de
aminoacidos Cys42, Gly83, His174 e Asn173 desta proteina via docking molecular. A selecao
da familia de compostos avaliados foi feita tendo em conta estudos recentes anteriormente
referidos, em que os mesmos mostraram que as espiroindolin-2-onas apresentam atividade

antimalarica potente atuando na fase sanguinea do ciclo de vida do parasita.

A estrutura co-cristalizada da PF-2 e o Epoxissuccinato (E64) com uma resolucdo de 2,9 A foi

retirada da base de dados de proteinas - PDB (do inglés, protein data bank).

Na tabela 2.1 sao apresentados os resultados do docking molecular para os 10 melhores
ligandos num total de 58 avaliados, realcando as médias das energias de ligacdo e as
interacdes de hidrogénio entre os ligandos e os aminoacidos do sitio ativo da proteina

falcipaina-2.
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Tabela 2.1- - Energias e interaccdes dos 10 melhores ligandos pelo AutodockTools (58 no total), E64 (ligando enddgeno) e o NITD60932,

N.° Cédigo do composto Estrutura Média das energias Ligacbes de hidrogénio Ligacbes hidrofébicas
de ligacao
(Kcal.mol")
0 E64 -3,654 Cys42 Gly83 His174 Gln36; Gly40; Trp43; Gly83; Leu84;
0 O, 0 " Ile85; Cys42; Ala175; Asn173; Leu172
HOMN”’ N/\/\/N\"/NHZ
H
0 NH
E64
1 NITD609 cl -7,869 Cys42 Gly83 Trp43 His174; Ala175; Ser149; Leu172;
QNH Tyr78
cl /S NR©C
R/
F e
2 L61 e - -8,272 Cys42; Gly83; His174; | Trp43; Ala175, Leu84
B Ty
=
3 L60 ﬁLNH -7,770 Cys42; Gly83; Gln36 Ile85; Trp43; Gly82
HN (o)
4 L57 o g -7,086 Cys42;  Glya3, ; | Gly82, Trp43
83 ”;o“ ° Ala175
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Continuacéo da tabela 2.1.

N.° | Codigo do Estrutura Média das energias de Ligacdes de hidrogénio LigacGes hidrofébicas
composto ligacdo
(Kcal.mol ")
5 L17 S -6,573 Cys42; Gly83; His174; Asp234; Ser149; Ile85; Leu84
HN)J\NH
o o
HN o
6 L24 j\ -6,332 Cys42; Gly83; Trp43 Gly82; Leu84
HN™ “NH
o o
HN o
Br
Br
7 L56 N j -6,266 Cys42; Gly83; Ala175; 1le85, Gly82; Trp43
NH
8 L18 o -6,238 Cys42; Gly83; His174, Asp234; Ser149; Ile85, Leu84
HN)J\NH
o o
HN o
L59 JSL -6,204 Cys42; Gly83; His174, Ala175; Leu172 | 1le85; Leu84
HN™ “NH
% Lo
8 Ng‘é“—CHa
o)
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Continuacéo da tabela 2.1.

N.° Cadigo do Estrutura Média das energias de Ligacées de hidrogénio Ligacées hidrofébicas
ligacao
composto (Kcal.mol'")
9 L62 § -6,900 Cys42, Gly83 Trp43; Leul72
EL HN>_NI700
T
0¢ 0 N
0 /!
0

10 L64 -5.541 Cys42; His174; GIln36; Trp206 Gly82; 1le85; Phe236
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Neste contexto, € de realcar que estudos recentes mostraram que a maioria dos compostos
que revelaram potencial para inibir a PF-2 tém a capacidade de efetuar ligacoes de
hidrogénio com o residuo de Cys42 27.31.2928, 30 do centro catalitico da proteina e

adicionalmente com os residuos polares de Gly83, Asn173 e His174 ao redor do sitio ativo?.

Figura 2.1 - Estrutura 3D da PF-2 co-cristalizada com o ligando enddgeno E64. (A) Dominio tetramérico,
(B) dominio monomérico (https://www.rcsb.org/structure/3BPF ).

Pela analise das interacdes proteina-ligando (figura 2.2), verifica-se que os compostos
submetidos a screening via docking molecular apresentam varias interacdes com os
aminoacidos do sitio ativo da macromolécula, com destaque para os residuos de Cys42, Gly83,
Asn173 e His174 acima referidos. Desta forma, as espiroindolin-3-ona (tio)barbituratos
constituem-se potenciais inibidores da PF-2. Salienta-se o facto de todos os ligandos avaliados
apresentarem energias de ligagdo mais baixas em relacdo ao E64 (ligando endogeno do alvo)

e, em alguns casos, energias mais baixas em relacdo ao prototipo NITD60932.
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Figura 2.2 - Ligando L57 no sitio ativo da PF-2 (A e B); Interagcdes entre o L57 e os aminoacidos do sitio
ativo da PF-2 (C e D).

2.1.2.Predicao de propriedades farmacocinéticas e toxicologicas

relevantes pelo pkCSM online

O processo de descoberta e desenvolvimento de novos agentes farmacéuticos tem-se tornado
cada vez mais dificil, uma vez que envolve gastos dispendiosos e investimentos arriscados,
pois a taxa de sucesso tem sido baixa. De facto, grande parte dos protétipos avaliados em
ensaios clinicos ndo chega ao mercado por causa de pouca eficacia e/ou efeitos colaterais
acentuados’?. O processo de desenvolvimento de novos farmacos preocupa-se basicamente
em ter moléculas com a maxima eficacia, seguranca e propriedades farmacocinéticas e
toxicologicas (ADMET, do inglés Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicity)
adequadas para a sua utilizacao. Tendo em conta os aspetos acima expostos, no presente
trabalho teve-se em conta a avaliacdo in silico de propriedades farmacocinéticas e
toxicologicas relevantes dos compostos desenhados e, para levar a cabo este processo, fez-se
recurso ao software on-line pkCSM através do link
http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction, de modo a se poder analisar o perfil ADMET

dos compostos pretendidos.

Tal como se pode verificar pela analise dos resultados obtidos através da triagem in silico
(tabelas 2.2 e 2.3), grande parte dos compostos avaliados cumpre as regras de Lipinski e os
parametros de Veber; adicionalmente, os mesmos satisfazem os requisitos exigidos dentro de

critérios importantes de drug-likeness, destacando-se elevada absorcdo intestinal em
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humanos, fator importante na biodisponibilidade de farmacos de modo a se atingir uma
concentracao plasmatica capaz de dar uma resposta terapéutica eficaz. Do ponto de vista da
quimica medicinal, a capacidade de projetar farmacos capazes de penetrar na BHE (barreira
hematoencefalica) e dar uma resposta bioldgica desejada é um grande desafio. Por outro
lado, os farmacos com acdo periférica precisam possuir propriedades fisico-quimicas
especificas que os impedem de atravessar a BHE, tendo os compostos avaliados valores de
logBHE que indicam que os mesmos se encontram dentro dos parametros aceitaveis, para
além de nao terem problemas de toxicidade, com excecao do ligando L36 que pode originar
problemas de hepatotoxicidade. Desta forma, motivados por estes resultados, partiu-se para

a sintese de um conjunto de derivados espiroindolin-3-ona (tio)barbituratos.
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Tabela 2.2- Dados computacionais calculados para alguns ligandos (descritores das regras de Lipinski e parametros de Veber, determinados através do software pkSCM).

Descritor Regras de Lipinski’3 74 e L17 L18 L21 L22 L26 L31 L32 L36 L47 L56 L57
pardmetros de Veber?s

MM (g/mol) < 500 a) 261,3 245,2 279,6 314,1 402,9 289,3 273,2 413,5 303,299 | 359,41 371,418
Lipofilia (logP) <5a) -0,4355 | -0,6004 | 0,053 0,706 0,9246 | 0,2489 | 0,084 3,3985 | -0,4945 | 1,0659 | 1,0659
LigacBes rotéveis <10 b) 0 0 0 0 0 0 0 2 0 4 1
Aceitadores de pontes de | < 10 a) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Hidrogénio
Dadores de Pontes de | <5a) 3 3 3 3 3 1 1 1 2 2 2
Hidrogénio
Area superficial polar (A2) < 140 b) 106,73 100,54 | 110,84 | 121,14 | 128,28 | 119,88 | 113,690 177,272 | 123,839 | 149,299 | 154,658
a) Regra de Lipinski
b) Parametros de veber
ViolagBes as regras de Lipinski 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela 2.3- Dados computacionais calculados para as propriedades ADMET com base nos varios modelos do software pkCSM on-line para os ligandos.

Propriedade Nome do modelo Unidade Valor predito

L17 L18 L21 L22 L26 L31 L32 L36 L47 L56 L57
Absorcao intestinal em a) (% Absorcao) 63 69 70 77 76 70 64 97 64 74 86
humanos d)
Substrato da Glicoproteina-P b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Sim Sim Sim
Inibidor da Glicoproteina-P | b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Sim Sim
Inibidor da Glicoproteina-P Il b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao Nao
Distribuicao Permeabilidade da BHE c) a) (log BHE) 0,51 -0,62 -0,81 0,98 | -1,02 | -0,51 | -0,63 | -0,36 0,46 0,29 | -0,18
Permeabilidade do SNC a) (log PS) 2,75 -2,85 -3,07 -309 | -3,09 | -2,57 | -2,67 | -1,88 3,04 2,76 | -2,58
Metabolismo Substrato da CYP2Dé6 b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Substrato da CYP3A4 b) Sim Sim Nao Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Inibidor da CYP1A2 b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
inibidor da CYP2C19 b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao Nao
Inibidor da CYP2C9 b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao Nao
Inibidor da CYP2D6 b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Inibidor da CYP3A4 b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao Nao
Excrecao Clearance Total a) (log ml/min/kg) 0,36 -0,08 -0,29 -0,11 0,38 0,02 0,08 -0,35 0,32 0,26 | -0,42
Substrato da OCT2 Renal b)) Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Toxicidade Teste de AMES e) b) No No Nao Nao Nao Sim Nao Sim Nao Nao Nao
Dose maxima tolerada em Numeric (log 0,35 0,38 0,40 0,22 0,18 0,23 0,25 0,01 0,39 -0,48 | -1,20
humanos mg/kg/dia)
Inibidor da hERG | b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Inibidor da hERG I b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao Nao
Toxicidade oral cronica em a) (log mg/kg/dia) 1,80 1,82 1,74 1,67 1,64 1,56 1,58 0,89 1,62 1,09 1,19
ratos (LOAEL)

Hepatotoxicidade b) Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao
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Legenda da tabela 2.3

a) Numérico; b) Categorico c) Valores proximos de 1 representam uma melhor permeabilidade através da BHE; d) Valores proximos de 100 representam uma melhor
absorcao através do intestino humano; e) O teste de Ames indica se um composto é mutagénico ou ndo. Toxicidade positiva indica que o composto é um provavel
mutagénico.
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2.2. Sintese

Neste subcapitulo sdo apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos na
preparacao e na tentativa de preparacao de novos derivados espiroindolin-3-ona

(tio)barbituratos.

Passaremos primeiramente a apresentar as sinteses dos precursores para a obtencdo da
familia de compostos pretendidos neste trabalho, fazendo uma panoramica de todo o

processo até ao alcance do objetivo tracado.

Os compostos sintetizados foram caracterizados por espectroscopia de FTIR, RMN de 'H e '3C;
para a maioria dos compostos foi realizada ainda a técnica de intensificacdo do sinal sem
distorcao por transferéncia de polarizacdo (DEPT- do inglés, Distortionless Enhancement by
Polarisation Transfer) e os espetros bidimensionais de correlacao heteronuclear a uma ligacao
(HSQC - do inglés, Heteronuclear Single Quantum Coherence) de HSQC e correlacdo
heteronuclear a mdltiplas ligacoes (HMBC - do inglés, Heteronuclear Multiple Bond

Correlation).

2.2.1.Precursores

Os precursores usados na obtencao dos derivados espiroindolin-3-ona (tio)barbituratos foram
sintetizados através dos procedimentos descritos por Serrano et al’®, desta forma, é
apresentada e discutida a sintese do precursor 3 (2.2.1.1), do precursor 4 (2.2.1.2) e do

precursor 5 (2.2.1.3).

2.2.1.1. 2-Nitrobenzilideno 3.

O 2-nitrobenzilideno 3 foi sintetizado de modo a servir como precursor para a sintese

benzisoxazole 4.

A obtencao do 2-nitrobenzilideno 3 envolve uma reacao do tipo Knoevenagel que, no caso em
questdo, consiste na adicdo do 2-nitrobenzaldeido 2 ao acido tiobarbitlrico 1 (esquema 2.1;
tabelas 2.4 e 2.5). Para esta sintese foi escolhido um método que envolve um procedimento
experimental simples e com utilizacdo de agua como solvente reacional, e as reacoes

permitiram obter muito bons rendimentos de produto (80-90%).
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Esquema 2.1- Sintese do 2-nitrobenzilideno.

No espectro de FTIR do intermediario 3 observam-se as bandas caracteristicas dos principais
grupos funcionais presentes no nitrobenzilideno (tabela 2.4), verificando-se igualmente que o
ponto de fusao (239-241°C) determinado nao difere muito do apresentado na literatura (246-
250)76.

Os espectros de RMN de "H e *C mostram todos os sinais esperados, permitindo desta forma
elucidar e confirmar a estrutura do intermediario 3. E de destacar os sinais caracteristicos a
12,56 e 12,33 ppm, correspondendo aos NH das amidas, os sinais correspondentes aos
hidrogénios aromaticos de 8,24 a 7,62 ppm com constantes de acoplamento caracteristicas
(tabelas 2.5 e 2.6). E de referir ainda que os sinais dos RMN dos hidrogénios e dos carbonos se
encontram dentro dos desvios quimicos esperados, correspondendo ao espectro teoricamente
esperado.

Tabela 2.4- Bandas caracteristicas dos espectros de FTIR, ponto de fusdo, ponto de fusao da literatura e
rendimento do 2-nitrobenzilideno 3.

Composto FTIR Ponto de Literatura | Rendimento
(bandas caracteristicas em cm™") fusao (°C) (%)
Q)
3 3255 e 3156 (N-H) 239-241 246-2507° 90
1718 e 1692 (C=0)
1513 e 1351 (NO,)
1203 (C=9)
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Tabela 2.5 - Dados de RMN de 'H para o intermediario 3.

Composto 5-CCH 3’-ArCH (JemHz) | 5’-ArCH (Jem Hz) | 4’-ArCH (Jem Hz) | 2’-ArCH (Jem Hz) | 6’-ArCH (J em Hz) | Outros sinais
3 8,63 (s, 1H) 8,24 (dd, 1H, J = | 7,80 (td, 1H, J = | 7,72 7,66 (m, | a) 7,62 (dt, 1H, J = | 12,56 (s, 1H, NH),
8,3; 1,0) 7,6; 1,1) 1H) 7,7; 1,2) 12,33 (s, 1H, NH)
a) Nao aplicavel
Tabela 2.6 - Dados de RMN de '3C para o intermediario 3.
Composto 2-CS 4 e 6-CO 5-CCH 1’-ArC 2’-ArC 3’-ArCH 4’-ArCH 5’-ArCH 6’-ArCH 5-C Outros
sinais
3 179,05 160,63 153,31 131,57 146,28 124,08 130,48 133,77 130,39 120,60 a)
159,18

a) Nao aplicavel
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2.2.1.2. Benzisoxazole 4

Para posterior utilizacdo como precursor na sintese do espiro(tio)barbiturato 5, sintetizou-se
o benzisoxazole 4 através de uma reducao usando-se o cloreto de estanho dihidratado como
agente redutor em THF e HCl sob refluxo” (esquema 2.2; tabela 2.7 e 2.8), tendo-se obtido o

correspondente benzisoxazole em curto espaco de tempo e com bons rendimentos (75-85%).

i hil
HN” “NH
SNnCl,.2H,0 HN™ - NH
HCI, THF (80 °C) \
0
\
HN
4

Esquema 2.2- Sintese do benzisoxazole 4.

0 espectro de FTIR do benzisoxazole 4, mostra as bandas caracteristicas dos grupos funcionais
presentes na molécula, tal como indicado na tabela 2.7, e a estes dados juntam-se os dos
espectros de RMN de 'H e 3C (tabelas 2.8 e 2.9), nos quais aparecem todos os sinais para os
atomos de hidrogénio e carbono presentes na molécula, complementados pelos espectros
bidimensionais de HSQC e HMBC, que permitiram ajudar a elucidar a estrutura da molécula.

Tabela 2.7- Bandas caracteristicas dos espectros de FTIR, ponto de fusdo, ponto de fusao da literatura
e rendimento do intermediario benzisoxazole 4.

Composto FTIR Ponto de fusao Literatura Rendimento
(bandas caracteristicas em cm™") (°C) (°C) (%)
4 3381 (NH)
1664 (C=0)
1357 e 1251 (C-0) 207-208 dec. a) 85
1164 (C=S)
a) Nao descrito
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Tabela 2.8 - Dados de RMN de 'H para o intermediario 4.

Composto 4-ArCH (J, | 7-ArCH (J, | 6-ArCH (J, | 5-ArCH (J, | Outros sinais
Hz) Hz) Hz) Hz) J, Hz)

4 7,84 (d, 1H, J | 7,38 (d, 1H, J | 7,25 (dd, 1H, | 6,79 (dd, 1H, | 11,31 (s, 2H, 1’
= 8,8) =9,0) J=9,0; 6,3) J=28,8; 6,3) e 3’-NH)

Tabela 2.9 - Dados de RMN de '3C para o intermediario 4.

Composto | (2- | (3-C) | (4’ 6~ | (7a- | (6- (4- (5- (3a-C) | (7- (2,5'-
cs), CO) | ArC) | ArCH) | ArCH) | ArCH) ArCH) | ©)
4 174,46 | 166,07 | 161,01 | 156,28 | 130,26 | 125,43 | 119,29 | 114,18 | 113,12 | 84,99

2.2.1.3. Espiroindolin-3-ona (tio)barbiturato 5

Para a obtencao do derivado espiroindolin-3-ona (tio) barbiturato, dissolveu-se o
benzisoxazole 4 em DMF (dimetilformamida) a 140 °C e deixou-se reagir apds completa
dissolucao por mais dois minutos, obtendo-se o produto desejado com bons rendimentos (75-
85%) (esquema 2.3; tabela 2.10 e 2.11).

S )SL
HNJ\NH HN NH
o . DMF N 0
| Refluxo, 140 °C O'hn 0
o)
/
NH
4

Esquema 2.3- Sintese do espiroindolin-3-ona (tio)barbiturato 5.

Observam-se no espectro de FTIR do intermediario 5 as bandas caracteristicas dos grupos
funcionais presentes na molécula, nomeadamente os NH e os carbonilos, tal como indicado na
tabela 2.10, e a estes dados juntam-se os dos espectros de RMN de 'H e '3C (tabelas 2.11 a
2.13), nos quais aparecem todos os sinais para os atomos de hidrogénio e carbono presentes
na molécula, complementados pelos dos espectros bidimensionais de HSQC e HMBC, que
permitiram ajudar elucidar a estrutura da molécula. E de referir que os sinais dos hidrogénios
e dos carbonos se encontram dentro dos desvios quimicos esperados, correspondendo ao

espectro teoricamente esperado.
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Tabela 2.10- Bandas caracteristicas dos espectros de FTIR, ponto de fusao, ponto de fusado da literatura
e rendimento do espiroindoline-3-ona (tio)barbiturato 5.

Composto FTIR Ponto de Literatura Rendimento
(bandas caracteristicas em cm™") fusado (°C) (%)
(°C)
5 1697 (C=0) 160 dec. a) 80
1139 (C=S)
a) Nao descrito
Tabela 2.11 - Dados de RMN de 'H para o intermediario 5.
Composto | 5 -ArCH 7 -ArCH 4 -ArCH 6 -ArCH Outros sinais
6,81 (ddd, 1H, J = | 7,17 (dt, | 7,42 (dt, 1H, J | 7,57 (ddd, 1H, | 12,63 (s, 2H,
7,8; 7,0; 0,9 Hz, 5- | 1H, J = 8,3; | = 7,9; 0,7 Hz, | J = 8,4; 7,0, | * €3"NH)
5 ArCH) 0,9 Hz, 7- | 4-ArCH) 1,3 Hz, 6-ArCH
ArCH)
Tabela 2.12 - Dados de RMN de 3C da zona aromatica do intermediario 5.
Composto | (7a-ArC) | (6 -ArCH) (4-ArCH) (5 -ArCH) (3a -ArC) (7 -ArCH)
5 164,99 138,94 125,35 119,07 114,27 113,18
Tabela 2.13 - Dados de RMN de C da zona ndo aromatica do intermediario 5.
Composto | 3-CO 2’-CS (4'e 6"-CO) (2,5°-C)
5 189,32 179,66 162,42 78,33
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2.2.2.Derivados espiroindolin-3-ona (tio)barbituratos 6-9

0 esquema 2.4 mostra as rotas sintéticas para a diversificacdo estrutural dos derivados

contendo o nucleo espiroindolin-3-ona.

O
HN/u\NH
(0]
N o
\oge“aﬁa R2
hiY 1 =
Rs
HN NH HN NH
0 7a-b, 8
0 Dessulfurizaga 0
q—'N O B essulturizagao HN o
S
6 5 HN/U\NH
7aR;=H,R,=Cl,R3=H,X=0 0 N 0
7TbR;=H,R,=Cl,R3=Cl, X=0 -R,
8 Ry=H,Ry=Br,R3=Br,X=0
9aR; = COCHg, Ry = H, Ry = H, X =S
9b Ry = COCsHyy, Ry =H, R =H, X =S
9¢ Ry = COCgHy1, Ry=H, R =H, X = 9a-c

Esquema 2.4- Rotas sintéticas para os derivados espiroindolin-3-ona (tio) barbituratos 6-9.

Partindo do intermediario 5 efetuou-se uma diversificacdo estrutural, através de reacoes de
dessulfurizacao’’, halogenacao’ e N-acilagdo’, tendo sido possivel obter varios derivados da
classe das espiroindolin-3-ona (tio)barbituratos, com bons rendimentos, em curto espaco de

tempo e com economia de reagentes (tabela 2.14).

Tabela 2.14 - Resultados do processo de sintese dos derivados da espiroindolin-3-ona(tio)barbituratos.

N.° Estrutura geral substituintes Tempo n
X R R | R; (%)
1 0 H H H 30 min 77
2 0 H H Cl 60 min 90
3 0] H Cl Cl 60 min 91
4 0 H Br Br 10 min 85
5 S COCH3 H H 120 min | 60
6 S COC5H11 H H 60 min 80
7 S COC¢H11 H H 180 min | 67

Recorreu-se a técnica de recristalizacdo para a obtencdo dos produtos com alto grau de

pureza, tal como verificado pelos espectros de RMN de 'H de '3C.
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2.2.2.1. Espiroindolin-3-ona barbiturato 6

Para a sintese do espiroindolin-3-ona barbiturato 6, a abordagem usada baseou-se no processo
descrito por Wang et al”’, que consiste no uso do perdxido de hidrogénio em meio acido, de
modo a converter o tiocarbonilo no correspondente carbonilo, tendo sido usado neste
trabalho um acido de Lewis, concretamente, o triflato de bismuto (esquema 2.5 e tabelas
2.15 e 2.16).

S (@]
HN NH HN/U\NH
Bi(OTf)3 (0.05 eq.), Hy0, 30% aq (10 eq)
q_| O > O O
N ©) CH,Clo/CHZCN (1:1 viv) HN o)
5 6

Esquema 2.5- Sintese do derivado espiroindolin-3-ona barbiturato 6.

O espetro de FTIR (tabela 2.15) mostra as bandas caracteristicas dos grupos funcionais
presentes na molécula, onde se podem ver os sinais correspondentes aos NH e os grupos
carbonilos das amidas e da indolinona. Verifica-se nos espectros de RMN de 'H e de '3C
(tabelas 2.16 a 2.18) o desaparecimento do sinal a 179,66 ppm correspondendo ao atomo de
carbono ligado ao atomo de enxofre e o aparecimento de um novo pico a 150,29 ppm, o que
mostra a transformacao esperada do tiocarbonilo ao correspondente carbonilo, o que
confirma a estrutura do composto 6.

Tabela 2.15- Bandas caracteristicas dos espectros de FTIR, ponto de fusao, ponto de fusdo da literatura
e rendimento para o composto 6.

Composto FTIR Ponto de Literatura Rendimento
(bandas caracteristicas em cm™') fusao (°C) (%)
(°0)
6 3391,06 a 3081,62 (NH) 188-189 a) 90
1762,82 a 1693,31 (C=0)

a) Nao descrito

Tabela 2.16 - Dados de RMN de 'H para a zona aromatica do composto 6.

Composto | 5 -ArCH 7 -ArCH 4 -ArCH 6 -ArCH Outros sinais

6,80 (ddd, J =|7,16 (d, J = | 7,42 (dt, J = | 7,56 (ddd, J = | 11,62 (s, 2H,
7,8; 7,0; 0,8 Hz, | 8,3 Hz, 1H, | 7,8; 0,9 Hz, | 8,4, 7,0; 1,4 | 1°e3"-NH)

6 1H, 5 -ArCH) 7 -ArCH) 1H, 4 -ArCH), Hz, 1H, 6 -| 7,50 (s, 1H, 1 -
ArCH), NH)
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Tabela 2.17- Dados de RMN de '3C para a zona aromatica do composto 6.

Composto | (7a -ArC) (6 -ArCH) (4-ArCH) (5 -ArCH) (3a -ArC) (7 -ArCH)

6 164,88 138,69 125,13 118,79 114,23 112,92

Tabela 2.18 - Dados de RMN de "3C para a zona nao aromatica do composto 6.

Composto 3-CO (4e 6°-CO) (2°CO) (2,5°-C)

6 189,41 163,80 150,29 77,84

O tratamento de varios heterociclos contendo tiocarbonilos com peroxido de hidrogénio em
meio acido produz tanto um catido heteroaromatico como o correspondente carbonilo
(esquema 2.6). O resultado deve estar relacionado com caracteristicas estruturais e
eletrénicas. Substratos com anel benzénico ou a presenca de grupos fortemente
eletroatratores na molécula favorecem a formacdao do composto carbonilico, onde a presenca

do azoto trivalente favorece a formacao de catides aromaticos®.

s: H CS?\ SH 0
N K HN*NJrH 202 HNJ\NH
e e e

o e e e

Esquema 2.6 - Mecanismo reacional para a conversao do grupo tio carbonilo a carbonilo (adaptado
def0),

2.2.2.2. Derivados halogenados 7 e 8.

Nas mesmas condicdes anteriormente descritas para a sintese do composto 6, mas ao invés de
um acido de Lewis usar-se um acido mineral, no caso o acido cloridrico ou acido bromidrico,
foi possivel, para além de efetuar a dessulfurizacao do carbono 2°, a insercdo através de uma
reacao de substituicdo eletrofilica aromatica de um ou dois atomos de cloro ou bromo,
respetivamente, no anel aromatico do material de partida (esquema 2.7). As condicoes para
realizar estas reacoes foram descritas por Vyas et al’®, as mesmas permitiram obter

rendimentos excelentes dos produtos (85 a 90%).
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)

HN NH
0] HBr, H202 (0]
q_”\l 0 DCM:MeCN
(1:1VIV), ta
Br
8 Br

Esquema 2.7- Sintese dos derivados halogenados.

Verifica-se através dos espetros de FTIR dos derivados halogenados (tabela 2.19) sinais
correspondentes aos principais grupos funcionais presentes na molécula. De maneira
adicional, os espectros de RMN de 'H e '3C mostram todos os sinais esperados para os
derivados halogenados. Desta forma, no espectro de RMN de 'H do composto 7a, verifica-se o
desaparecimento de um sinal na zona aromatica comparando com o material de partida,
correspondendo ao 5-C em que um atomo de hidrogénio é substituido por um atomo de cloro,
enquanto que para os compostos 7b e 8 desaparecem dois sinais na zona aromatica nos 5-C e
7-C devido a substituicdao de dois hidrogénios por atomos de cloro e bromo, respectivamente

(tabelas 2.20 a 2.22). Portanto, de acordo o espectro teoricamente previsto.
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Tabela 2.19- Bandas caracteristicas dos espectros de FTIR, ponto de fusao, ponto de fusado da literatura
e rendimento dos derivados halogenados.

Composto FTIR Ponto de Literatura Rendimento
(bandas caracteristicas em cm™") fusao (°C) (%)
(°C)
7a 3597,84 a 3083,30 (NH) 286-287,8 a) 90
1693,68 (C=0)

7b 3332,15 a 3230,78 (NH) 301,2-302 a) 91
1774,99 a 1698,21 (C=0)

8 3588,52 a 3068,85 (NH) 299,2-299,7 a) 85
1767,73 a 1697,22 (C=0)

a) Nao descrito

Tabela 2.20 - Dados de RMN de 'H para os derivados halogenados.

Composto 4 -ArCH 7 -ArCH 6 -ArCH Outros sinais

7a 7,21 d, J=|7,47 (d, J=| 7,59 (dd, J = | 11,66 (s, 2H, 1"e 3"-NH)
8,8 Hz, 1H) | 2,2 Hz, 1H) | 8,9, 2,3 Hz, | 7,68 (s, 1H, 1 -NH)

1H)

7b 7,77 (d, J = - 7,96 (d, J =|12,02 (s, 2H, 1", 3"-NH)
2,0 Hz, 1H) 2,0 Hz, 1H) 7,61 (s, 1H, 1-NH)

8 7,74 (d, J = - 8,14 (d, J =| 12,02 (s, 2H, 1"e 3"-NH)
1,8 Hz, 1H) 1,8 Hz, 1H) 7,55 (s, 1H, 1-NH)

Tabela 2.21 - Dados RMN de '3C para a zona aromatica dos derivados halogenados.

Composto 7a -ArCH (6 -ArCH) (7 -ArC) (5 -ArC) (3a ArQ) (4 -ArCH)
7a 163,72 138,67 124,11(ArCH) | 122,79 115,42 114,86
(ArCCl)
7b 159,17 137,44 117,52 123,78 117,14 123,48
(7ArCCl) (ArCCl)
8 159,17 137,44 117,52 123,78 117,14 123,48
(7ArCBr) (ArCBr)
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Tabela 2.22 - Dados RMN de '3C da zona nao aromatica dos derivados halogenados.

Composto 3-CO (4" e 6°-CO) (2°-CO) (2,5 C)
7a 188,75 163,58 150,43 78,61
7b 188,15 162,82 149,86 77,54
8 188,15 162,82 149,86 77,54

Tabela 2.23 - Resumo da sintese dos derivados halogenados

Composto | Precursor Solvente Condicoes Resultado

7a 5 DCM/MeCN (1:1) HCl/H;0; t. a Um Unico produto
por ccf e RMN 'H
e 3C

7b 5 DCM/MeCN (1:1) HCl/H,0; t. a Um Unico produto
por ccf e RMN H
e 3C

8a 5 DCM/MeCN (1:1) HBr/H;0; t. a Um Unico produto
por ccf e RMN 'H
e 3C

Neste tipo de reacdes, os compostos aromaticos com substituintes doadores de eletrées,
como o OH" e -NH, facilitam a reaccdo com misturas capazes de efetuar uma halogenacao

oxidativa (cloracao ou bromacéo)’® .

Verifica-se que nos derivados halogenados, os atomos de cloro e bromo foram adicionados em
posicdes orto e para em relacdao a amina secundaria ligada ao anel aromatico, por esta ser um
ativador orto - para forte e desativador meta, favorecendo principalmente o produto para-
substituido. De facto, observou-se a formacdao primeiramente do derivado para-
monossubstituido 7a, e quando se duplicaram os equivalentes de acido, verifica-se uma
segunda introducdo de halogéneo na posicao orto, dando origem aos derivados 7b ou 8
quando ao invés de acido cloridrico se usou o acido bromidrico, respectivamente. Tendo em
conta os substituintes presentes no 3-oxindole, em que o carbonilo no carbono 3 é um
desactivador meta moderado e a amina secundaria é um ativador orto-para forte, as posicoes
favorecidas para a introducao de um eletréfilo sdio nomeadamente o 5-C e o 7-C. No entanto,
a primeira substituicdo ocorre primeiro no carbono 5 por este ser estereoquimicamente
menos impedido, porém, aumentando o numero de equivalentes de acido cloridrico ou

bromidrico, verifica-se uma segunda substituicao no carbono 7 (esquema 2.8).
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X =ClouBr

Esquema 2.8 - Mecanismo de formacao dos derivados mono- e di-halogenados.

2.2.2.3. Derivados N-acilados 9

Para a obtencado dos derivados N-acilados foram utilizadas as abordagens metodologicas
descritas por Tong et al’®, usando-se o tricloreto de aluminio como catalisador e acetonitrilo
como solvente, por ser um solvente polar aproético, tendo-se obtido os derivados N-acilados

dos 9a-c (esquema 2.9 e tabela 2.24) com rendimentos moderados (60-80%).

S

e} HN™ “NH
P 0 o
Cl fe) %
1,1 eq. N

9a

AICI5 (1,1 . 9} O
q_|N 8 3(1,1 eq) 1,1 eq o) 'e)
CH3CN, ta N

1,1 eq.

HN™ “NH

00
o}

9c

Esquema 2.9 - Sintese dos derivados N-acilados 9a-c.
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Tabela 2.24 - Resumo da sintese dos derivados N-acilados 9a-c.

Composto Precursor Solvente Condicées Resultado

9a 5 MeCN CH3COCL/ALCL, t. a Um Unico produto por ccf e
RMN 'H e 13C

9b 5 MeCN CH3(CH2)4COCL/AlCI5 t. a Um Unico produto por ccf e
RMN H e 3C

9c 5 MeCN CeH11COCL/ALCL3, t. a Um Unico produto por ccf e

RMN 'H e 3C
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Nos espectros de FTIR dos derivados N-acilados observam-se os sinais caracteristicos dos
principais grupos funcionais presentes na molécula (tabela 2.25). Os espectros de RMN de 'H e
de 3C (tabelas 2.26 a 2.29) mostram todos os sinais esperados, verificando-se o
desaparecimento de um sinal em relacao ao material de partida correspondente ao protao
ligado ao azoto da indolinona. As estruturas foram confirmadas também por recurso as
técnicas bidimensionais de HSQC e HMBC. E de referir que os sinais dos hidrogénios e
carbonos se encontram dentro dos desvios quimicos esperados, correspondendo ao espectro
teoricamente esperado.

Tabela 2.25- Bandas caracteristicas dos espectros de FTIR, ponto de fusao, ponto de fusao da literatura
e rendimento dos derivados N-acilados 9a-c.

Composto FTIR Ponto de fusdo Literatura Rendimento
(bandas caracteristicas em cm'") (°C) (°C) (%)
9a 3307,43 a 3086,93 (NH) 284,3-284,9 60

1724,03 a 1698,52 (C=0)
1132,58 (C=S)

9b 3593,90 a 3092,02 (NH) 207,6-208,7 80
1724,45 a 1695,37 (C=0)
1162,99 (C=S)

9c 3157,26 (NH) 270,7-273,7 67
1704,45 (C=0)
1135,29 (C=S)
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Tabela 2.26 - Dados de RMN de 'H da zona alifatica dos derivados N-acilados 9a-c.

Composto 2" "-CH; Outros sinais
%a 2,66 (s, 3H). | 13,31 (s, 2H)
6" -CHs; 5" "-CH, 3" "-CH, 4" "-CH, 2" "-CH,
9b 0,87, m (3H) 1,31, dt (J=7.0, | 1,61, t (J=7.1 | 1,31, dt (J=7.0, | 2,98, dt (J = 7,1 13,29 (s, 2H)
3,9 Hz, 2H) Hz, 2H) 3,9 Hz, 2H) Hz, 2H)
2°"-CH 7 e 37-|4"e6 " CH 5°"-CH;
CH,
9c 3,27 m, J =191 - 1,60 | 1,58 - 1.31 1,91 - 1,60(m, 13,27 (s, 2H),
12,2 Hz, 1H) | (™ 4| (m, 4H). 2H),
Tabela 2.27 - Dados de RMN de 'H da zona aromatica dos derivados N-acilados 9a-c.
Composto 7a -ArC (5 -ArCH) (4 -ArCH) (7-ArCH) (3a 6-ArCH
ArC)
9a 7,44 - 7,38 (m, 1H) 7,88 - 7,84 (m, 1H) 7,91 (d, J = 8,6 Hz, 7,98 (ddd, J = 8,5; 7,1; 1,4 Hz, 1H)
1H),
9b 7,41 (t, J=7,5Hz,1H) | 7,86 (dd, J = 7,8; 1,3 Hz, | 7,90 (d, J = 8,7 Hz, 8,02 - 7,94 (m, 1H)
1H) 1H)
9c 7,41 (t, J=7,5Hz, 1H) | 7,79 (d, J = 8,6 Hz, 1H) 7,86 (dd, J = 7,8; 1,4 8,01 (ddd, J = 8,6; 7,2; 1,5 Hz, 1H)
Hz, 1H)
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Tabela 2.28 - Dados de RMN de 3C da zona aromatica dos derivados N-acilados 9a-c.

Composto 7a -ArC (6 -ArCH) (4 -ArCH) (5 -ArCH) (3a ArC) 7-ArCH

9a 152,69 139,97 126,51 125,21 121,09 115,64

9b 152,47 139,98 126,48 125,08 121,19 115,93

9c 152,26 140,28 126,63 125,11 121,49 115,62

Tabela 2.29 - Dados de RMN de '3C da zona n&o aromatica dos derivados N-acilados 9a-c.

Composto 3-COo 2°-CS 1°"-NCO (4" e 6°-CO) (2e5°-C) Outros sinais

9a 185,96 178,65 167,52 160,21 76,34 24,38, s (CHs)

9b 189,73 178,07 170,23 160,28 76,36 35,41 (2°"-CH,); 30,39 (4" "-CH,); 23,28
(3" "-CHy); 21,96 (5" "-CH,); 13,87 (6 "-
CHj3)

9c 186,06 178,75 172,85 160,34 76,43 41,63 (2" "-CH); 27,99 3" " e 7 "- CHy);

25,29 (5" -CH,); 24,44 (4" e 6 -
CHy)
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O esquema 2.10 mostra o mecanismo reacional para a formacao dos derivados N-acilados, em que a
reacdo comeca com o ataque nucleofilico da amina secundaria ao carbonilo do cloreto de acilo,
seguida de uma eliminacao do aniao cloreto que sai como grupo abandonador e terminando com a

desprotonacao, originando o produto final.

Esquema 2.10 - Mecanismo para a formacao dos derivados N-acilados (adaptado de®?).

2.3. Avaliacao biolégica

No presente subcapitulo apresentam-se os resultados experimentais obtidos nos estudos de
citotoxicidade e dos ensaios enzimaticos de inibicdo da atividade da XO. Sera igualmente
apresentada uma analise de REA para os compostos avaliados em relacdo a atividade na proliferacao

celular e inibicao da XO.

2.3.1.Citotoxicidade

Para a avaliacao da citotoxicidade dos derivados espiroindolin-3-ona (tio)barbituratos sintetizados
usaram-se fibroblastos normais da derme humana (NHDF, do inglés, Normal Human Dermal
Fibroblasts) mediante o ensaio MTT, apos 72 horas de incubacdo com os compostos. O ensaio MTT
consiste numa determinacdo colorimétrica realizada em placas de multipocos, onde sao medidas

absorvancias no fim do ensaio. Este método baseia-se na reducao do brometo de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-
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il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) pelas células viaveis, dando desta forma informacdes sobre o estado
geral da viabilidade celular®. Assim, células viaveis, com actividade mitocondrial efetiva convertem
0 MTT em formazano, um produto de cor purpura com uma absorvancia maxima proxima a 570 nm
(esquema 2.12).

NADH NAD*
—N _NH
e N/ i
N/,+ \I r _N s
- N N™ N T y—CH,
Br CH /
3 N
MTT

Formazano CH,

Esquema 2.11 - Reducao do MTT ao produto purpura (formazano) pela enzima redutase mitocondrial.

Os resultados (grafico 3.1) mostram que quase todos os compostos submetidos a screening nao
reduzem marcadamente a proliferacao celular, o que sugere que tém uma relativamente baixa
citotoxicidade, o que é um indicador positivo no respeitante a sua potencial futura utilizacao pela

sua atividade antimalarica e como inibidores da xantina oxidase.
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Grafico 2.1 - Percentagem relativa de proliferacao celular em células NHDF apés 72 horas de exposicao aos
compostos 5-Fu, 7a, 6, 7b, 9a, 8, 9b e 9c a uma concentracao de 30 pM. Os dados sao apresentados na forma
de valores médios com os respetivos desvios padrao e sao representativos de pelo menos 2 experiéncias
independentes realizadas. *p<0.05 em relacao ao controlo negativo (Teste t de Student).

o] o =]

Proliferacao celular (%)

=]

Estes resultados levaram a determinacao do ICsy para o composto 9a, tendo em conta que o mesmo
apresentou percentagens de inibicdo da proliferacdo celular inferior a 50% num dos trés ensaios

realizados.
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Tal como se verifica por analise dos resultados apresentados no grafico 2.2 e na tabela 2.30 o
composto 9a nao apresenta citotoxicidade significa comparativamente ao 5-Fu que foi utilizado
como controlo positivo, este resultado a semelhanca dos apresentados acima é promissor, uma vez
que o desejavel é que os compostos ndo sejam citotoxicos, portanto constituindo-se desta forma
num candidato promissor para atividade antimalarica e como inibidor da atividade da xantina

oxidase.
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Grafico 2.2- Percentagem relativa de proliferacdo celular em células NHDF apos 72 horas de exposicao aos
compostos 5-fu e 9a a varias concentracoes, nomeadamente 0,1; 1, 10; 30 e 50 uM para determinacao do ICs.
os dados sao apresentados com os respetivos desvios padrdo representativos das experiéncias independentes
realizadas. *P<0.05 em relacao ao controlo (Teste t de Student).

Tabela 2.30- Dados dos ICsp determinados experimentalmente relativo a atividade antiproliferativa para o 5-
fluoroacilo e o derivado espiroindolin-3-ona (tio)barbiturato 9a.

Composto (o) R?
5-Fu 4,744 0,975
9a >100 0,7187
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2.3.2.Determinacao in vitro da atividade inibitéria da Xantina Oxidase

A XO é uma flavoproteina complexa, constituida por duas subunidades idénticas e cataliticamente
independentes de aproximadamente 145 kDa. Cada subunidade contém um centro de molibdénio,

dois centros de ferro-enxofre (Fe-S) e uma flavina adenina dinucleétido (FAD).

A XO é uma molibdoflavoproteina versatil, amplamente distribuida, com atividade altamente
especifica no figado e no intestino humano, libertada para a corrente sanguinea apos periodo de
estresse metabolico. A enzima esta envolvida no metabolismo das purinas através da hidroxilacao

oxidativa®.

A hidroxilacdo oxidativa (esquema 2.13) abrange uma variedade de compostos heterociclicos
aromaticos e aldeidos, com destaque para a hidroxilacao oxidativa da hipoxantina a xantina e da
xantina ao acido Urico que ocorre no centro de molibdénio da enzima, que é reduzido de Mo"' a Mo",
e durante este processo formam-se espécies reativas de oxigénio - ROS (do inglés, Reactive Oxygen

Species)®

O acido Grico é o produto final do catabolismo das purinas®?, tanto as de origem endégena como

das exogenas.

OH NAD™ NADH OH NAD* NADH OH
N | N\> XDH NZ | N\> XDH NF | N\: .

NT N X0\ Ho” N TN X0 Ho” N7 TN

. . 02 o) .
Hipoxantina -, Xantina 2 _ Acido urico
0, T H20; 0, * H20;
] ¥
_OH+OH+ 0, | OH+OH+ O, |

Esquema 2.12- Diagrama esquematico da hidroxilacao oxidativa da hipoxantina a xantina e da xantina ao acido
Urico catalisada pela XO e formacao de espécies reativas de oxigénio (adaptado de®+%5).

Os farmacos usados para diminuir a producao do acido Urico no organismo por inibicdo da XO e,
desta forma, amenizar a condicao patologica conhecida como gota e outras patologias (figura 2.3)
sao o alopurinol (A)¥” e o febuxostato (B)®® e, mais recentemente, foi aprovado o topiroxostato
(C)®. No entanto, estes farmacos apresentam varios efeitos adversos, o que torna pertinente a

procura por novos inibidores da XO mais eficazes, de facil acesso e com menos efeitos colaterais.
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Figura 2.3 - Inibidores da XO usados clinicamente: alopurinol (A), febuxostato (B) e o recentemente aprovado
topiroxostato (C).

Com base nas propriedades bioldgicas da familia de compostos apresentados nesta dissertacao e
tendo em conta os resultados obtidos no ensaio enzimatico in vitro de inibicao da XO com uma série
de barbituratos, levado a cabo por Figueiredo et al®’, no presente trabalho efetuou-se também o

ensaio enzimatico com os derivados espiroindolin-3-ona (tio)barbituratos sintetizados.

.....

utilizando o alopurinol como controlo positivo e medindo os niveis de formacao de acido Urico a um
comprimento de onda de 295 nm. De maneira a garantir o intervalo de concentracdo em que ha
linearidade de absorvancia, teve-se em conta a curva de calibracao construida por Figueiredo et al®
para varias concentracées de acido Urico a 295 nm, observando-se haver linearidade pelo menos
entre 1,5 e 400 pM (grafico 2.3).
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Grafico 2.3 - Curva de calibracdo para o acido Urico a 295 nm, com respetiva equacao da reta e r2.

Um screening inicial foi efetuado a uma concentracao de 30 pM para cada composto tendo como

base as condicdes estabelecidas por Zhao et al*® e a metodologia de Gupta et al®'.

Os resultados mostram (grafico 2.4) que os compostos 7a, 7b e 8 apresentam inibicdes acima dos
50% em que os derivados espiroindolin-3-ona barbiturato 7b e 8 apresentam mesmo inibicoes

superiores ao controlo positivo (alopurinol).
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Grafico 2.4 - Percentagem de inibicao da XO em relacao ao controlo positivo (alopurinol) dos compostos 7a; 6;
7b; 9a; 8; 9b e 9c. a uma concentracao de 30 pM. Os dados sao apresentados na forma de média com os
respetivos desvios padrao e sdo representativos das experiéncias independentes realizadas. *p<0.05 em relacao
ao controlo (Teste t de Student).

Verifica-se igualmente que (grafico 2.4) os derivados N-acilados (9a, 9b e 9c¢) apresentam inibicoes

baixas relativamente aos derivados halogenados (7a, 7b e 8), o que mostra que o hidrogénio ligado
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barbiturato ndo substituido no anel aromatico, 6, apresenta uma percentagem de inibicdo baixa

relativamente aos derivados halogenados, levando desta forma a concluir que a introducao de cloro

.....

.....

passar do tempo até num determinado instante e dai em diante permanece constante e/ou baixa

ligeiramente.
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Grafico 2.5 - Percentagem de inibicao da enzima XO em funcao do tempo de reacdao para o alopurinol e os
compostos 7a, 7b e 8 a uma concentracao de 30 pM.

Estes resultados levaram a determinacao do ICsy para os compostos 7a, 7b e 8, visto que os mesmos
apresentam percentagens de inibicao acima dos 50%. Tal como indicado na tabela 2.31, verifica-se
que os compostos 7b (3,84 uM) e 8 (4,64 uM) apresentam valores de ICsy mais baixos que o do
alopurinol (9,42) que foi usado como controlo positivo e estd de acordo com a bibliografia

consultada que apresenta um valor de 11,10 uM*.
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Tabela 2.31- Dados dos ICso determinados experimentalmente para a inibicao da enzima XO para o alopurinol e
os derivados espiroindolin-3-ona barbituratos 7a, 7b e 8.

Composto ICso R2

Alopurinol 9,42 uM 0,9952
7a 14,13 uM 0,9589
7b 3,84 uM 0,9024
8 4,64 uM 0,9985

2.3.3.Atividade antimalarica

No ambito da avaliacdo de atividade bioldgica in vitro e in vivo dos derivados espiroindolin-3-ona
(tio)barbituratos, procedeu-se ao envio de cinco amostras para a Universidade de Liverpool, UK,
concretamente para o grupo de investigacao coordenado pelo Professor Doutor Paul O Neil, tendo
sido selecionados os compostos que apresentaram melhores resultados na triagem in silico, tendo
em atencao tanto os resultados do docking molecular como da predicao das propriedades ADMET.
Desta forma, foram selecionados os seguintes prototipos: L17, L18, L22, L36 e o L57 (anexo 2),

para ensaio de inibicao do crescimento de estirpes de Plasmodium falciparum.

2.3.4.REA

Com base nos resultados obtidos nos ensaios in vitro de inibicdo da XO, foi possivel obter dados
relevantes de REA para os derivados espiroindolin-3-ona relativos a sua capacidade de inibicao. A

figura 2.4 mostra a estrutura geral dos derivados espiroindolin-3-ona(tio)barbituratos.

X

Figura 2.4 - Estrutura geral dos derivados espiroindolin-3-ona (tio)barbituratos.

De facto, por comparacao dos resultados obtidos entre os derivados 7a e 7b, verifica-se que o

.....

monoclorado. Verifica-se igualmente que entre os derivados dihalogenados, o dibromado é melhor
que o diclorado, apesar de as diferencas nao serem grandes. Além disso, no geral, os derivados sem

o hidrogénio ligado ao atomo de azoto da indolinona apresentam percentagens de inibicao muito
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baixas, o que indica a importancia deste hidrogénio para a capacidade inibitoria da XO. Entretanto,
para a citotoxicidade observa-se o contrario, ou seja, os resultados mostram que os derivados
substituidos no nitrogénio 1 sdao mais citotdxicos, porém, dentro dos derivados N-acilados, as que
possuem os grupos acetilo e o ciclohexanoilo apresentam maior citotoxicidade em relacdo a que
possui o grupo hexanoilo. Verifica-se também que os compostos tiocarbonilicos sdo mais citotdxicos

em relacdo aos correspondentes carbonilicos.
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3. Conclusdes e perspetivas futuras
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O presente trabalho teve como foco a descoberta de novos compostos contendo o nucleo
espiroindolin-3-ona, que se constituissem como potenciais agentes antimalaricos e adicionalmente
como inibidores da atividade da xantina oxidase. Desta forma foi inicialmente avaliada a capacidade
de inibir a proteina falcipaina-2 por docking molecular, e ainda foi realizada a previsao in silico das
propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas relevantes, onde ficou demonstrado que os mesmos
possuem uma grande capacidade de se ligar a proteina falcipaina-2 e adicionalmente, satisfazem os

critérios relevantes de drug-likeness.

No seguimento desta avaliacao inicial in silico foi realizada a sintese de uma série de espiroindolin-
3-ona(tio)barbituratos representativos, envolvendo reacoes de substituicdo eletrofilica aromatica,
dessulfurizacao oxidativa e N-acilacdo, tendo posteriormente sido avaliadas as atividades biologicas

dos mesmos.

De uma maneira geral, as reacdes processaram-se com bons rendimentos e em condicdes
relativamente suaves, tendo os produtos obtidos sido caracterizados por espectroscopia de FTIR,
RMN de 'H e "3C.

A avaliacdo da toxicidade em células NHDF mostrou que os compostos nao possuem efeitos
citotoxicos marcados nestas células normais, uma vez que a 30 PM quase todos apresentaram
valores de proliferacao celular superiores a 50%, o que se constitui num resultado bastante positivo,
uma vez que se esperava que os mesmos nao fossem citotdxicos, mas sim potenciais candidatos a

inibidores da atividade da XO e potenciais agentes antimalaricos.

No que diz respeito & inibicdao da atividade da XO, dois dos compostos sintetizados mostraram
capacidades significativas, até superiores ao alopurinol. Concretamente e num screening inicial
realizado a uma concentracao de 30 pM, o alopurinol apresentou uma percentagem de inibicao
maxima de 78 %, e os derivados espiroindolin-3-ona barbituratos 7b e 8, 78 % e 86 %,
respetivamente. Estes resultados levaram a construgdo de curvas concentragdo-resposta de modo a
calcular os valores de ICso, 0s resultados sdo bastante promissores uma vez que para o ensaio
enzimatico obtiveram-se para os compostos 7a, 7b e 8 os seguintes valores de 1Cso: 14,13 pM, 3,84
UM e 4,64 pM, respetivamente, que em comparacao com o valor obtido para o alopurinol, 9,42 pM
que esta de acordo com a bibliografia consultada, verifica-se que os compostos 7b e 8 apresentam
valores de ICsy duas vezes menor em relagao ao alopurinol que é um farmaco largamente utilizado
para o tratamento da gota.

Relativamente a capacidade de inibicdo da atividade da XO, e de acordo com os resultados obtidos,
perspetivamos que num futuro préximo se faca um estudo mais pormenorizado de cinética
enzimatica de modo a se perceber o mecanismo de inibicdo dos derivados 7b e 8. Adicionalmente, e
tendo em conta que na hidroxilacdo oxidativa dos compostos purinicos pela XO sao libertados ROS,

avaliar o potencial antioxidante dos derivados espiro(tio)barbituratos destes e doutros analogos a
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serem preparados, de forma a se poderem chegar a novas alternativas mais potentes e com menos

efeitos adversos para o tratamento da gota.

No que diz respeito a atividade antimalarica, espera-se que os resultados que se venham a obter das
5 amostras representativas enviadas para a Universidade de Liverpool, as quais serao testadas em
ensaio de inibicao do crescimento de estirpes de Plasmodium falciparum, venham a confirmar os
resultados obtidos através dos estudos in silico, e que, num futuro proximo se possam avaliar um
conjunto mais alargado de espiro(tio)barbituratos de forma a permitir-nos realizar uma relacao

estrutura-atividade que nos conduzam a novas alternativas para o tratamento da malaria.
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4. Parte experimental
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A apresentacao do trabalho experimental, cujos resultados foram discutidos no capitulo anterior,

sera pormenorizada na seguinte sequéncia:

e Sintese (reagentes e equipamento; procedimento experimental).
e Estudos in silico (docking molecular; predicao das propriedades farmacocinéticas).

e Avaliacao bioldgica.

4.1, Sintese

4.1.1.Reagentes e equipamento

Todos os reagentes e solventes utilizados eram analiticamente puros, e foram adquiridos

comercialmente através da Sigma Aldrich.

Para as reacdes que foram seguidas por ccf, utilizaram-se placas de aluminio de 0,2 mm revestidas
com silica-gel (Macherey-Nagel 60 G/UVys4).

O acompanhamento e controlo das reacées foram efetuados por cromatografia em camada fina
(“Thin Layer Cromatography”, TLC), o eluente é referido em cada caso, mencionando-se a
proporcao volumétrica dos varios componentes dos eluentes mistos. Apds eluicdo, as placas foram

visualizadas a 254 e/ou 365 nm.

Os pontos de fusao, nao corrigidos, foram obtidos hum aparelho “Melting Point Apparattus SMP3, da
Bibby Stuart Scientific”.

Os espectros de FTIR foram registados num espectrofotometro Thermo Fisher Scientific Nicolet i510:
smart iTR, obtidos por reflectancia total atenuada (ATR- do inglés, Attenued Total Reflectance) e
software Omnic 8.2, segundo as principais definicoes de: background com 64 scans; amostra com 32
scans; resolucao de 4 cm', entre 4000 e 600 cm".

Os espectros de RMN de 'H e RMN de '3C foram efetuados num espectrometro Briiker Avance Il 400
MHz (400,13 e 100,62 MHz, respetivamente), sendo processados no software Topspin 3.1. Foram
utilizados como solvente o DMSO-d6 (dimetilsulfoxido hexadeuterado), sendo ainda utilizados como
padrao interno (DMSO-d6, & = 2,50 ppm e 39,52 ppm em RMN de 'H e "3C, respetivamente). Na
descricdo dos compostos, os dados obtidos sdo indicados pela seguinte ordem: para RMN de 'H -
solvente; desvio quimico; multiplicidade do sinal (s, d, dd, ddd, t, dt ou m); constante de
acoplamento; atribuicao do protdao na molécula; para RMN de 3C - solvente; desvio quimico;
atribuicao do carbono na molécula.

Os espectros foram processados por recurso ao software MestReNova® V9.0.1-13254 e
ChemBioOffice® V14.0.0.117.

As estruturas quimicas apresentadas referentes as reacoes realizadas foram desenhadas utilizando o
software ChemBioOffice® V14.0.0.117.
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4.1.2.Procedimento experimental

4.1.2.1. Sintese do intermediario 2-nitro-5-benzilidenopirimidina 3

Uma mistura de acido (tio) barbitirico 1 (1 mmol) e 2-nitrobenzaldeido 2 (1 mmol) em agua (5 mL)

foi colocada sob refluxo em banho de parafina durante cerca de 2 horas.

Obteve-se o produto através da filtracao apos o arrefecimento da mistura reacional, sendo o mesmo
lavado com agua, etanol e éter etilico, obtendo-se o 2-nitro-5-
benzilidenopirimidina®®. (N = 90% ) FTIR vmax (cm- 1) 3255 (N-H), 3156
(N-H), 2876, 1718 (C=0), 1692 (C=0), 1626, 1540, 1513 (NO,), 1439, 1351
(NO2), 1288, 1203, 1141, 785, 759, 732, RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dé6) &
(ppm) 12,56 (s, 1H, NH), 12,33 (s, 1H, NH), 8,63 (s, 1H, 5-CCH), 8,24 (dd,
1H, J = 8,3, 1,0 Hz, 3’-ArCH), 7,80 (td, 1H, J = 7,6, 1,1 Hz, 5’-ArCH), 7,72
- 7,66 (m, 1H, 4’-ArCH), 7,62 (dt, 1H, J = 7,7, 1,2 Hz, 6’-ArCH); RMN de
13C (101 MHz, DMSO-dé6) & (ppm) 179,05 (2-CS), 160,63 (CO), 159,18 (CO),
153,31 (5-CCH), 146,28 (2’-ArC), 133,77 (5’-ArCH), 131,57 (1’-ArC),
130,48  (4’-ArCH), 130,39  (6’-ArCH), 124,08  (3’-ArCH), 120,60  (5-C); = SMILES
S=C(NC(/C1=C/C2=C([N+]([O-])=0)C=CC=C2)=0)NC1=0.

4.1.2.2. Sintese do intermediario benzisoxazole 4

Uma mistura de 5-benzilidenopirimidina 3 (1 mmol), cloreto de estanho dihidratado (1,5 mmol) e

acido cloridrico concentrado (1,1 mL) em THF (10 mL) foi colocada em refluxo 2daptado de 93,

Apos 10 minutos filtrou-se o precipitado obtido e lavou-se com etanol e éter etilico a frio, obtendo-
se o intermediario benzisoxazole. (N = 90% ) solido amarelo escuro; pf s

207-208 °C dec’.; FTIR vmax 3200 a 2200, 3381 (N-H), 2879, 2709, 1664 )X\ ]

(C=0), 1607, 1506, 1466, 1357 (C-O), 1282, 1251 (C-O), 1164 (C=S), 2 "NH
1005, 939, 907, 785, 754, 714; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm)
11,31 (s, 2H, 1’ e 3’-NH), 7,84 (d, 1H, J = 8,8 Hz, 4-ArCH), 7,38 (d, 1H,
J =9,0 Hz, 7-ArCH), 7,25 (dd, 1H, J = 9,0, 6,3 Hz, 6-ArCH), 6,79 (dd,
1H, J = 8,8, 6,3 Hz, 5-ArCH); RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm)
174,46 (2°-CS), 166,07 (3-C), 161,01 (4’ e 6’- CO), 156,28 (7a-ArC),
130,26 (6-ArCH), 125,43 (4-ArCH), 119,29 (5-ArCH), 114,18 (3a-C),
113,12 (7-ArCH), 84,99 (2,5’-C); ES MS: m/z encontrado 262,0281 (M+H)* e 284,0100 (M+Na)*
[calculado para C11HsN303S+ (M+H)* 262,02809];

SMILES S=C(NC(C12C(0)=C(C=CC=C3)C3=N2)=0)NC1=0.
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4.1.2.3. Sintese do espiroindolin-3-ona tiobarbiturato 5

Uma solucao de benzisoxazole 4 (1 mmol) em DMF seco (2,61 mL) foi colocada a 140 °C em banho
de parafina. A reacdo completou-se em 2 minutos apos a dissolucdo do material de partida, de
acordo com a monitorizacdo por ccf, em silica gel usando-se como eluente uma mistura de

Diclorometano: Metanol (9:1).

A mistura reacional foi arrefecida a temperatura ambiente e dissolvida em acetato de etilo, filtrou-
se o precipitado e a fase organica foi evaporada a secura, em seguida adicionou-se agua para
precipitar o produto que foi filtrado e lavado com agua e éter etilico, obtendo-se cristais castanhos
em agulha. (N = 80% ), pf: ; FTIR ums 3099, 3027, 2869, 1687, 1644, 1616, 1574, S

1525, 1482, 1422, 1382, 1269, 1225, 1201, 1139, 1096, 850, 745, 637; RMN de
'H (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 12,63 (s, 2H, 1’ e 3’-NH), 7,57 (ddd, 1H, J =
8,4, 7,0, 1,3 Hz, 6-ArCH), 7,47 (s, 1H, 1-NH), 7,42 (dt, 1H, J = 7,9, 0,7 Hz, 4-
ArCH), 7,17 (dt, 1H, J = 8,3, 0,9 Hz, 7-ArCH), 6,81 (ddd, 1H, J = 7,8, 7,0, 0,9
Hz, 5-ArCH); RMN de 3C (101 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 189,32 (3-CO), 179,66 (2’-
CS), 164,99 (7a-ArC), 162,42 (4’,2’-CO), 138,94 (6- ArCH), 125,35 (4-ArCH),
119,07 (5-ArCH), 114,27 (3a-ArC), 113,18 (7-ArCH), 78,33 (2,5’-C); SMILES
S=C(NC(C12C(C(C=CC=C3)=C3N2)=0) =0)NC1=0.

4.1.2.4. Sintese do derivado barbittrico 6

Uma solucao de espiroindolin-3-ona tiobarbiturato 5 (1 mmol), triflato de
bismuto (5 mol%) e peroxido de hidrogénio (10 mmoles) em
diclorometano/acetonitrilo (1:1 v/v) foi posta a reagir a temperatura
ambiente. Apds aproximadamente cerca de 1 hora, a reacdao completou-se,
tendo sido monitorizada por ccf, em silica gel usando-se como eluente uma

mistura de Diclorometano: Metanol (9:1).

A mistura reacional foi concentrada a pressao reduzida, extraida com acetato

de etilo, lavada com uma solucdo saturada de bicarbonato de sddio, seca em
Na,SO, anidro e posteriormente recristalizada em acetato de etilo e éter de petroleo, filtrada e
lavada com éter etilico, tendo sido obtido o espiroindolin-3-ona barbiturato, 6 . (N = 73 %). FTIR
Umax 3391,06; 3081,62; 2861,30; 1762,82; 1693,31; 1609,28; 1589,84; 1486,22; 1464,98; 1367,09;
1325,90; 1267,46; 1243,67; 1192,41, 1141,89; 1102,03; 1046,78; 951,80; 899,23; 846,84; 750,44,
668,56. 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 6 11,62 (s, 2H, 1 e 3" -NH); 7,56 (ddd, J = 8,4; 7,0; 1,4 Hz, 1H,
6 -ArCH), 7,50 (s, 1H, 1 -NH); 7,42 (dt, J = 7,8; 0,9 Hz, 1H, 4 -ArCH); 7,16 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 7 -
ArCH); 6,80 (ddd, J = 7,8; 7,0; 0.8 Hz, 1H, 5 -ArCH); 3C NMR (101 MHz, DMSO-d6) 6 189,41 (3 -CO),
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164,88 (7a -ArCH), 163,80 (4"e 6°-C0), 150,29 (2°CS), 138,69 (6 -ArCH), 125,13 (4-ArCH), 118,79 (5
-ArCH), 114,23 (3a -ArC), 112,92 (7 -ArCH), 77,84 (2, 5" -C).
SMILES: 0=C(NC1=0)NC(C1(C2=0)NC3=C2C=CC=C3)=0.

4.1.2.5. Sintese dos derivados halogenados

Condigcbes reacionais A: Uma solucdao de espiroindolin-3-ona tiobarbiturato 5 (1 mmol), acido
cloridrico e perdxido de hidrogénio em diclorometano/acetonitrilo (1:1 v/v) foi deixada a reagir a
temperatura ambiente. Apds aproximadamente cerca de 1 hora, a reacdo completou-se, tendo sido
monitorizada por ccf, em silica gel usando-se como eluente uma mistura de Diclorometano: Metanol
(9:1).

Apds o término da reacdo, a mistura reacional foi concentrada a pressdao reduzida, extraida com
acetato de etilo, lavada com uma solucédo saturada de bicarbonato de sodio, seca em Na,SO, anidro
e posteriormente recristalizada em éter de petréleo e acetato de etilo, filtrada e lavada com éter

etilico.

Condicbes reacionais B: Uma solucdo de espiroindolin-3-ona tiobarbiturato 5 (1 mmol), acido
bromidrico e peroxido de hidrogénio em diclorometano/acetonitrilo (1:1 v/v) foi deixada a reagir a
temperatura ambiente. Apds aproximadamente cerca de 1 hora, a reacao completou-se, tendo sido
monitorizada por ccf, em silica gel usando-se como eluente uma mistura de Diclorometano: Metanol
(9:1).

Apds o término da reacao faz-se o isolamento de acordo com os procedimentos descritos nas

condicdes A.
5-Cloro-2'H-espiro (indolin-2,5'-pirimidina) - 2',3,4',6'(1'H,3'H)-tetraona (7a)

Para esta sintese usaram-se as condicdes reacionais A, acido cloridrico (5 mmol)
e perdxido de hidrogénio (10 mmol). (N = 90 %). FTIR uns 3597,84; 3376,58;
3308,17; 3215,18; 3083,30; 2850,01 1693,69; 1610,13; 1473,79; 1415,81;
1396,35; 1347,99; 1194,20; 1166,07; 970,28; 833,67; 692,91. "H NMR (400 MHz,
DMSO-d6) 6 11,66 (s, 2H, 1°e 3"-NH); 7,68 (s, 1H, 1 -NH); 7,59 (dd, J = 8,9; 2,3
Hz, 1H, 5 -ArCH); 7,47 (d, J = 2,2 Hz, 1H, 7 -ArCH); 7,21 (d, J = 8,8 Hz, 1H, 4 -
ArCH); 3C NMR (101 MHz, DMSO-d;) 6 188,75 (3 -CO); 163,72 (7a -ArCH); 163,58
(4" e 6°-CO); 150,43 (2'-CO); 138,67 (7 -ArCH); 124,11(6 -ArCH); 122,79 (4 -
ArCH); 115,42 (3a - ArC); 114,86 (5-ArCCl); 78,61 (2,5°-C).

SMILES: O=C(NC1=0)NC(C1(C2=0)NC3=C2C=C(Cl)C=C3)=0.
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5,7-Dicloro-2'H-espiro (indolin-2,5'-pirimidina)-2',3,4',6'(1'H,3'H)-tetraona (7b)

Para esta sintese usaram-se as condicoes reacionais A, acido cloridrico (10
mmol) e perdxido de hidrogénio (10 mmol). (N = 91 %) FTIR uma 3332,15;
3230,78; 2827,44; 1774,99; 1698,21, 1611,43; 1575,95; 1478,75; 1391,34;
1347,15, 1312,48, 1282,61; 1178,80; 970,10; 953,54; 885,62; 875,01; 775, 99;
723,18; 678,74. '"H NMR (400 MHz, DMSO-dé6) 6 12.02 (s, 2H, 1"e 3"-NH), 7.96
(d, J =2.0 Hz, 1H, 7 -ArCH), 7.77 (s, 1H, -NH), 7.61 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 4 -ArCH
); *C NMR (101 MHz, DMSO-d6) & 188.15 (3 -CO), 162.82 (4’e 6" -CO) , 159.17
(7a -ArCH) , 149.86 (2" -CO), 137.44 (7 -ArCCl) , 123.78 (6 -ArC) , 123.48 (4 -
ArCH) , 117.52 (5 -ArCCl) , 117.14 (3a -ArC), 77.54 (2, 5°-C).

SMILES: 0=C(NC1=0)NC(C1(C2=0)NC3=C2C=C(Cl)C=C3Cl)=0.

5,7-Dibromo-2'H-espiro (indolin-2,5'-pirimidina])2’,3,4',6'(1'H,3'H)-tetraona
(8)

Para esta sintese usaram-se as condicbes reacionais B, acido bromidrico (2
mmol) e peroxido de hidrogénio (10 mmol). (N = 85 %). FTIR Uy 3588,52;
3390,95; 3357,81; 3211,23, 3068,85; 2841,26; 1767,73; 1697,22, 1604,39;
1469,25, 1420,64; 1388,51, 1351,19; 1304,79; 1277,71; 1225,32; 1187,77;
1163,64; 967,35; 694,04. '"H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 6 12,02 (s, 2H); 8,14 (d, J
= 1,8 Hz, 1H); 7,74 (d, J = 1,8 Hz, 1H); 7,55 (s, 1H) '3C NMR (101 MHz, DMSO-
dé6) 6 188,15 (3 -CO); 162,82 (4'e 6" -CO); 159,17 (7a -ArCH); 149,86 (2 -CO);
137,44 (7 -ArCBr), 123,78 (6 -ArC), 123,48 (4 -ArCH), 117,52 (5 -ArCBr); 117,14
(3a -ArC); 77,54 (2, 5°-C). SMILES: O=C(NC1=0)NC(C1(C2=0)NC3=C2C=C(Br)C=C3Br)=0.

4.1.2.6. Sintese dos derivados N-acilados

Uma solucdo de espiroindolin-3-ona (tio)barbiturato 5 (1 mmol), cloreto de aluminio (1,1 mmol) e
cloreto de acilo (1,1 mmol) em acetonitrilo foi deixada a reagir a temperatura ambiente sob
agitacdo magnética. Apos aproximadamente cerca de 2 horas, a reacao completou-se, tendo sido
monitorizada por ccf, em silica gel usando-se como eluente uma mistura de Diclorometano:Metanol
(9:1).

Apds o término da reacao, filtrou-se o precipitado e lavou-se primeiramente com uma solucao de

acido cloridrico 2 M e posteriormente com uma solucao saturada de bicarbonato de sddio.
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1-Acetil-2'-tioxo-2',3'-dihidro-4'H-espiro (indolin-2,5'-pirimidina)-
3,4',6'(1'H)-triona (9a) S

Solido branco, (N = 60 %). FTIR ums 3307,43; 3086,96; 1724,03; 1698,52; v HN/2Z'<NH »

1635,10; 1606,60; 1590,95; 1470,39; 1379,69; 1353,63; 1336,69; 1306,38;
1263,03; 1185,70; 1164, 95; 1132,58; 756,22. 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) &
13.31 (s, 2H), 7.98 (ddd, J = 8.5, 7.1, 1.4 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
7.88 - 7.84 (m, 1H), 7.44 - 7.38 (m, 1H), 2.66 (s, 3H). >C NMR (101 MHz,
DMSO-d6) 185,96 (3-CO); 178,65 (2°-CS); 167,52 (1°"-NCO); 160,21 (4'e 6" -
CO); 152,69 (7a-ArC); 139,97 (6-ArCH); 126,51 (4-ArCH); 125,21 (5-ArCH);
121,09 (3a-ArC); 115,64 (7-ArCH); 76,34 (2 e 5°-C); 24,38 (CH,).

SMILES: 0=C1C2=C(C=CC=C2)N(C(C)=0)C31C(NC(NC3=0)=5)=0.

1-Hexanoil-2'-tioxo-2',3'-dihidro-4'H-espiro (indolin-2,5'-pirimidina)-3,4',6'(1'H)-triona (9b)

Obteve-se um solido branco, (N = 80 %). FTIR una 3593,90;
3536,30; 3092,02; 2928,35; 1724,45; 1695,37; 1623,07;
1605,87; 1588,69; 1526,03; 1468,08; 1447,71; 1378,83;
1350,49; 1305,28; 1249,12; 1193,98; 1162,99; 1139,51;
1045,42; 962,09; 756,45. '"H NMR (400 MHz, DMSO-d,) & 13,29
(s, 2H); 8,02 - 7,94 (m, 1H); 7,90 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 7,86
(dd, J =7,8; 1,3 Hz, 1H); 7,41 (t, J = 7,5 Hz, 1H); 2,98 (t, J =
7,1 Hz, 2H); 1,60 (q, J = 7,2 Hz, 2H); 1,41 - 1,24 (m, 5H),
0,94 - 0,79 (m, 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-d6) 189,73 (3-
C0); 178,07 (2°-CS); 170,23 (1° "-NCO); 160,28 (4" ,6 -CO); 152,47 (7a-ArC); 139,98 (6-ArCH); 126,48
(4-ArCH); 125,08 (5-ArCH); 121,19 (3a-ArC); 115,93 (7-ArCH); 76,36 (2,5°-C ); 35,41 (2" -CH,);
30,39  (4"°-CH;); 23,28 (3""-CH;); 21,96 (5" "-CH,); 13,87 (6" "-CH3;).  SMILES:
0=C(N(C1(C(NC(NC1=0)=5)=0)C2=0)C3=C2C=CC=C3)CCCCC.
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1-(Ciclohexanocarbonil)-2'-tioxo-2',3'-dihidro-4'H-espiro (indolin-2,5'-pirimidina)-3,4',6'(1'H)-

triona (9c¢)

Obteve-se um solido branco, (N = 67 %). FTIR uma 3157,26;
2942,54; 2930,28; 2852,21; 1704,45; 1661,62; 1601,26; 1580,38;
1530,24; 1459,17; 1426,83; 1384,62; 1335,85; 1299,81; 1287,03;
1267,25; 1253,83; 1214,30; 1190,20; 1177,68; 1158,80; 1135,29;
1135,29; 1062,28; 1015,48; 749,46. 'H NMR (400 MHz, DMSO-
d¢) 6 13.27 (s, 2H), 8.01 (ddd, J = 8.6, 7.2, 1.5 Hz, 1H), 7.86
(dd, J = 7.8, 1.4 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.41 (t, J =
7.5 Hz, 1H), 3.27 - 3.16 (m, 1H), 1.91 - 1.60 (m, 6H), 1.58 - 1.31
(m, 4H). , 3.27 - 3.16 (m, 1H), 1.91 - 1.60 (m, 6H), 1.58 - 1.31
(m, 4H). C NMR (101 MHz, DMSO-d¢) & 186.06 (3-CO), 178.75 (2'-CS), 172.85(1" "-NCO),
160.35(4",6 -C0O), 152.26 (7a-ArC), 140.28 (6-ArCH), 126.52 (4-ArCH), 125.11 (5-ArCH), 121.49 (3a-
ArC), 115.62 (7-ArCH), 76.43 (2,5°-C ), 41.63 (2" '-CH); 27.99 (3"~ e 7" - CH,); 25.29 (5" "-CH,);
24.44 (4" e 6 " -CH,).

SMILES: 0=C1C2=C(C=CC=C2)N(C(C3CCCCC3)=0)C41C(NC(NC4=0)=S)=0.
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4.2. Estudos in silico

4.2.1.Docking molecular

Para levar a cabo os estudos in silico fez-se recurso aos seguintes softwares: ChemBioOffice®
V14.0.0.117 da CamBridgeSoft, AutodockTools 1.5.6 e o Chimera 1.11.2. A estrutura cristalizada da
P. falcipaina-2 foi obtida através do PDB. Os ligandos foram desenhados no ChemDraw v15.0, onde
também foi feita a minimizacdo de suas energias, tratados no Chimera 1.11.2, onde se efetuou
também a separacdo da proteina do ligando com a qual estava cristalizada. A preparacao das
moléculas para o docking molecular, definicdo de parametros e analise de resultados foi feito no
AutodockTools 1.5.6. Todos os calculos de docking foram obtidos utilizando o software Autodock4.0.
As interacdes entre o ligando e o sitio ativo da proteina foram visualizadas através do software
Discovery Studio Visualizer v17.2.0.16349. A proteina foi preparada removendo as moléculas de
agua, adicionando cargas Gasteiger e removendo os hidrogénios nao polares. Os parametros do

ligando foram mantidos inalterados.

Os estudos de docking molecular foram realizados no sitio ativo da proteina falcipaina-2, cujo
codigo no PDB é 3BPF. A validacao da funcao de score foi realizada com base no método descrito
por Kumawat et al® com a estrutura cristalizada da P. falcipaina-2 (3BPF) com o inibidor E64 e
recorrendo ao re-docking com o ligando enddgeno, tendo sido obtido um rmsd igual a 1,52 A,
portanto, aceitavel, de acordo a literatura, que exige um rmsd inferior a 2 A. O sitio ativo para o
docking foi definido recorrendo a uma grid box de dimensdes 44x44x44 A, com espacamento de
0,375 A a volta do ligando co-cristalizado, garantindo desta forma que os ligandos estudados
ocupam o espaco a eles confinado. Apresentam-se os resultados obtidos através do docking
molecular, bem como as interacdes complexo PF-2/Ligandos testados no anexo 2. Pela analise dos
resultados, verifica-se que os ligandos testados encaixam-se de maneira adequada no local de
ligacdo do ligando endogeno e estabelecem interacdes por ponte de hidrogénio e hidrofobicas com

aminoacidos fundamentais.

4.2.2.Predicdo de propriedades farmacocinéticas e toxicolégicas

relevantes

Para a previsao de propriedades farmacocinéticas e toxicologicas relevantes, fez-se recurso ao
software pkSCM on-line®®, através do endereco http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction,

com o objectivo de prever o perfil ADMET das moléculas sintetizadas.

4.3. Avaliacao biolégica

Para a avaliacao das atividades bioldgicas dos compostos sintetizados, apenas os compostos que se

revelaram puros por RMN de 'H e 3C foram selecionados.
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4.3.1.Citotoxicidade

A citotoxicidade dos compostos sintetizados foi avaliada e comparada com o controlo positivo 5-Fu
nas linhas celulares NHDF (do inglés, Normal Human Dermal Fibroblasts). Os meios de cultura RPMI
(do inglés, Roswell Park Memorial Institute), reagentes e suplementos foram adquiridos a Sigma-
Aldrich. Cada experiéncia foi realizada em quadruplicado tendo sido feito pelo menos dois ensaios

independentes.

4.3.1.1. Culturas celulares

As células NHDF mantiveram-se em meio de cultura RMPI suplementado com 10% de soro fetal
bovino, FBS (do inglés, Fetal Bovine Serum) e antibiotico/antimicético (AB)- anfotericina (Sp) (1% do
volume total) Nos ensaios, as células foram utilizadas nas passagens 8, 9, 10 e 15.

As culturas celulares foram mantidas em frascos de cultura de 75 cm? e incubadas a 37 °C em

atmosfera humidificada com 5% de COz, substituindo-se o meio de cultura a cada 2-3 dias.

4.3.1.2. Preparacao das solu¢des dos compostos

Os compostos em estudo foram todos dissolvidos em DMSO a uma concentracao de 10 mM e
armazenados a 4 °C. A partir desta solucdo-mae, as varias solucdes dos compostos foram preparadas
por diluicées com o respetivo meio completo de acordo a linha celular antes de cada ensaio, de
modo a se ter uma concentracao de 30 pM. Os ensaios foram efetuados de modo a que no final a
concentracao de DMSO foi inferior a 1% (V/V) de modo a nao interferir nos resultados.
Adicionalmente, apos o screening inicial a uma concentracao de 30 pM, foi efetuada a determinacao
dos valores de ICsy para os ensaios de citotoxicidade para os compostos que apresentaram
percentagens de inibicao da proliferacao celular inferiores a 50% desta forma, usaram-se as

seguintes concentracgdes: 0,1; 1; 10; 30; 50 e 100 pM para a construcao da curva dose-resposta.

4.3.1.3. Ensaios de viabilidade celular (ensaio MTT)

A viabilidade celular foi avaliada pela quantificacdo da extensao da reducao do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), de acordo com o procedimento previamente
descrito®: apos atingirem a confluéncia adequada, as células foram tripsinizadas, contadas, diluidas
em meio de cultura completo, semeadas em placas de cultura de 96 pocos com uma concentracao
celular de 2x10* células/mL e incubadas a 37°C numa atmosfera himida com 5% de CO,, durante 48
horas. Apos a adesao das células as placas, estas foram tratadas com as diferentes concentracoes
supracitadas e incubadas durante 72 horas. Foram utilizadas células nao tratadas como controlo
negativo e o 5-Fu como controlo positivo. No final da incubacao, removeu-se o meio, adicionou-se
meio de cultura incompleto (sem FBS e AB) contendo solucao de MTT (5 mg/mL em solucao salina

de tampao fosfato) e voltou-se a incubar a 37 °C durante 4 horas. Por fim, removeu-se o
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sobrenadante e dissolveram-se os cristais de formazano em DMSO. Registou-se a absorvancia num
espectrofotometro de microplacas Bio-Rad xMarkTM a 570 nm. A citotoxicidade foi expressa por

percentagem de viabilidade celular relativamente as células utilizadas como controlo negativo.

4.3.2.Determinacao in vitro da atividade inibitoria da Xantina Oxidase

4.3.2.1. Preparacao das solu¢des dos compostos

Tal como nos estudos de citotoxicidade, comecou-se por preparar uma solucao - mae para cada
composto a 10 mM, em que o solvente foi o DMSO, que foi posteriormente diluido para preparar as
solucdes com as concentracdes pretendidas. A solucao mae de xantina 10 mM foi preparada numa

solucao aquosa de NaOH 25 mM.

Todas as solucbes mae foram armazenadas a 4 °C. A partir destas, foram preparadas as varias
diluicbes em tampao dihidrogénio fosfato de sddio 50 mM (pH 7,4) antes de cada experiéncia, de
modo a garantir uma concentracao em cada poco de 30 pM no screening inicial e nos ensaios de
determinacdo do ICs. Adicionalmente, apos o screening inicial a uma concentracado de 30 pM, foi
efetuada a determinacao dos valores de ICs5, para o ensaio enzimatico de inibicao da atividade da
xantina oxidase para os compostos que apresentaram percentagens de inibicao superiores a 50%,
desta forma, usaram-se as seguintes concentracées: 0,01; 0,1; 1; 7,5; 15; 30; e 60 pyM, para a

construcao da curva dose-resposta.

4.3.2.2. Procedimento experimental

adaptacoes dos métodos descritos por Figueiredo et al®, baseando-se na medicao
espetrofotometrica da formacdo do acido Urico a partir da xantina. 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 xantina 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 inibigéo = [1 - (Absamostra - Absbranco da amostra)/AbScontrolo negativo] x 100
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4.3.3.Tratamento estatistico

Para a analise estatistica dos dados recolhidos através dos ensaios realizados, foi utilizado o
software Excel 2016 para o calculo das médias, desvio padrao, significancia estatistica dos ensaios
repetidos, através do teste t-Student em comparacdo com o controlo negativo, bem como para a
construcao dos graficos apresentados nesta dissertacdo. Adicionalmente, usou-se também o
software GraphPad versao 7.04 para a construcao das curvas dose-resposta e concomitantemente
para o calculo dos valores de ICs, através de calculos de ajuste sigmoide (intervalo de confianca a
95%).
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Anexo 1- Estruturas dos ligandos submetidos a docking molecular

L53 Ls5a LSS L56 L57
X
S $ S HN™ “NH S
S )N
HN/Z(NH HNJL HN NH o HNJ\NH o o 0,0 HN)LNH S
o o) NH O& It o N-C~ J\
e o"/®o 9 e Q oc 9 9‘< N M
NS o N25-CHs O o N e} N o o
0 W o WO e}
) 2y
o)
N O
L58 L59 L60 L61 L62 NH o L63
g
WA |64
H S

Figura 7.0.1- Estrutura dos ligandos submetidos a docking molecular.
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Anexo 2 - Resultados do docking molecular

Tabela 7.0.1 - Resultados gerais do docking molecular.

N.° Codigo do Energia de ligacao Média das energias de Ligacoes de hidrogénio
composto da melhor ligacao das diferentes
conformacao conformacoes
(kcal.mol") (kcal.mol'")
1 Ligando original -4.42 -3.654 Cys42; Gly83; Trp43; Asp234;
Leu172
2 Spiroindolone351 -7.870 -7.869 Cys42; Gly83; Trp43
R

3 SpiroindoloneRR -7.670 -7.670 ; Leu172;

4 SpiroindoloneSS -7.590 -7.587 Gly83

5 Ligando11 -6.110 -5.914 Cys42; Gly83; Ala175; Phe236

6 Ligando12 -6.500 -6.054 Gly83; His174; Asp234;

7 Ligando13 -6.470 -6.348 Cys42; Leu172

8 Ligando14 -6.340 -6.296 Leu172

9 Ligando15 -6.080 -6.017 Gly83; His174; Leu172

10 | Ligando16 -6.060 -6.012 Leu172; Asp234

11 | Ligando17 -6.590 -6.573 Cys42; Gly83; His174; Asp234;

12 | Ligando18 -6.320 -6.238 Cys42; Gly83; His174,

13 | Ligando19 -6.230 -6.227 Gly83; His174; Asp234

14 | Ligando20 -6.090 -6.090 Cys42; Gly83; Trp43

15 | Ligando21 -6.260 -6.258 Gly83; His174; Asp234; Ile85;

16 | Ligando22 -6.130 -6.127 Gly83; His174; Asp234;lle85;

17 | Ligando23 -6.310 -6.257 Gly83; His174; Asp234;

18 | Ligando24 -6.340 -6.332 Cys42; Gly83; Trp43

19 | Ligando25 -6.350 -6.342 Gly83; His174; Asp234; 1le85

20 | Ligando26 -6.180 -6.170 His174; Ser149

21 | Ligando27 -6.570 -6.438 His174; Asp234; Trp43

22 | Ligando28 -6.450 -6.302 Cys42; Gly83; Trp43; Ile85;
Leu172

23 | Ligando29 -6.570 -6.293 His174; Trp43, Asp234;

24 | Ligando30 -6.400 -6.366 Cys42; Gly83; Ile85; Trp43;
Leu172

25 | Ligando31 -5.820 -5.815 Cys42; Gly83; His174;

26 | Ligando32 -6.930 -6.926 Gly83; His174;

27 | Ligando33 -6.460 -6.451 Cys42; Gly83; ; Trp43;

28 | Ligando34 -8.33 -8.289 Cys42; Gly83; His174; Ala175

29 | Ligando35 -8.03 -8.011 Cys42; Gly83

30 | Ligando36 -7.970 -7.634 Cys42; Gly83; His174; Ala175;

31 | Ligando37 -7.06 -7.037 Cys42; Gly83; Ser41; GIln36

32 | Ligando38 -7.450 -7.375 Gly83; His174; GIln171; Trp43;
Ala175; Val150; Leu172

33 | Ligando39 -8.110 -8.104 Cys42; Gly83; Gln36

34 | Ligando 40 -7.460 -7.252 Gly83

35 | Ligando41 -7.850 -7.749 Cys42; ; Trp206; Ala175

36 | Ligando42 -8.690 -8.300 Gly83

37 | Ligando43 -6.140 -6.096 Gly83; His174; Asp234; 1le85

38 | Ligando44

39 | Ligando45 -6.270 -5.985 His174; Asp234; Trp43

40 | Ligando46 -5.890 -5.761 Gly83; His174; ; Asp234;
Phe236

41 | Ligando47 -5.940 -5.935 Cys42; Gly83; Trp43
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N.° Codigo do Energia de Média das energias de Ligacdes de hidrogénio
composto ligacdo da ligacdo das diferentes
melhor conformacdes
conformacao (kcal.mol")
(kcal.mol")

42 | Ligando48 -6.320 -6.142 His174

43 | Ligando49 -6.560 -5.975 His174; 1le85; Trp43

44 | Ligando50 -6.980 -6.235 His174; Phe236; Ile85

45 | Ligando51 -6.500 -6.440 Cys42; Gly83; His174; Leu172

46 | Ligando52 -6.320 -6.295 Cys42; Gly83

47 | Ligando53 -7.300 -7.297 Cys42; Ala175

48 | Ligando54 -6.880 -6.851 His174, Ile85

49 | Ligando55 -6.340 -5.977 Phe236; 1le85

50 | Ligando56 -6.440 -6.266 Cys42; Gly83;

51 | Ligando57 -7.090 -7.086 Cys42; Gly83, ; Ala175

52 | Ligando58 -7.280 -6.125 Cys42; Gly83; ; Ala175

53 | Ligando59 -6.250 -6.204 Cys42; Gly83; His174, Ala175;
Leu172

54 | Ligando60 -8.110 -7.770 Cys42; Gly83; Gln36

55 | Ligando61 -8.330 -8.272 Cys42; Gly83; His174;

56 | Ligando62 -7.700 -6.900 Cys42, Gly83

57 | Ligando63 -6.990 -6.480 His174; Val150, Asp234;
phe236; 1le85

58 | Ligando64 -6.220 -5.541 Cys42; His174; GIln36; Trp206
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Anexo 3 - Resultados adicionais sobre os ensaios bioldgicos

Tabela 7.2- Resultados globais dos ensaios biolégicos, a um screening a 30uM. Proliferacao celular em relagao
ao controlo negativo em células NHDF e percentagens de inibicao da atividade da XO, em comparacao com os
controlos positivos, 5-Fu e Alopurinol, respetivamente.

Composto Citotoxicidade em NHDF Inibicdo da XO

Controlo 100 0

Alopurinol - 78,17 + 0,15
5-Fu 31,72 + 1,18 -

6 91,29 + 15,63322 20,58 + 2,70

7a 107,91 + 14,74844 61,42 + 2,58

7b 85,82 + 14,64206 77,74 £ 0,17

8 82,62 + 14,28187 84,17 + 1,74

9a 104,79+ 6,074295 17,07 = 3,91

9b 70,08 + 18,89796 18,43 + 3,44

9c 85,28 + 4,471013 14,38 + 1,75
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Looking for new Spiroindolin-3-one barbiturates as Antimalarial Agents
Manuel D. 3, Soeiro P. 2, Serrano J. L. 2, Boto R. E. F. 2, Silvestre S. b, Almeida P. @

3 CICS-UBI - Health Sciences Research Centre, University of Beira Interior, Av. Infante D. Henrique,
6200-506 Covilha, Portugal
b CNC - Center for Neuroscience and Cell Biology, University of Coimbra, Rua Larga, 3400-517
Coimbra, Portugal

Email: moraisbwill@gmail.com

Spiroindolin-2-ones are a new emergent class of potent and orally efficacious compounds for the
treatment of malaria.3>>® Looking for new, alternative and more potent antimalarial agents, new
spiroindol-3-one barbiturates were designed and analysed via molecular docking with the cysteine
protease binding pocket residues of falcipain-2 (PDB code 3BPF) as target protein.®*3 Most of the
tested compounds revealed lower binding energies than the target endogenous ligand and bind to
most important pocket residues. As example, one of the most promising spiroindolinone herein
analysed showed a low binding energy (-8.330 Kcal.mol') due to the formation of greater
intermolecular hydrogen bonding (Cys42, His174, Gly83, Ala175) and hydrophobic interactions
(Gly40, Gly82, Ser41, Asn173, Glu171, Leu172, Ile85, Leu84, Ser149, Val150, Phe236) with the
amino acid residues of falcipain-2. Moreover, the in silico pharmacokinetic and toxicity evaluation
using the pkCSM online software revealed that all spiroindolinones entirely fulfil the parameters of
Lipinski“s rule of five, suggesting that these compounds have favourable properties regarding drug-
likeness criteria.

These results led to the synthesis of several representative spiroindolin-3-one barbiturates from 2,1-
benzisoxazoles, obtained by a new synthetic route, as well as several related derivatives obtained
by aromatic electrophilic substitution. As representative example, 5-chloro (3b) and 5,7-
dichlorospiroindolones (3c) were synthesized in high yields and structurally characterized by 'H and
13C NMR.

X i
HN™ "NH /U\NH
o i o __ DMF@min) __abo
q T w0 T CH,CL/CHLON (151 viv) ,Cly/CH;CN (1:1 v/v)
HN
1

5
R 3ac

a) Bi(OTN); (0,05 eq), H,0, 30% ag. (5 €q.); Ry = H (3a); b) HClegpc (5 q.), H,0, 30% aq. (10 eq.); R = 5-C1 (3b) ¢) HClgye (10 eq.),
H,0, 30% aq. (10 eq.); R = 5,7-Cl (3¢)

In conclusion, spiroindolin-3-one barbiturates can be potential antimalarial agents allowing further
exploration of chemical diversity around the core skeleton to generate some more potent
molecules.
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ABSTRACT

Overproduction and/or underexcretion of uric acid can lead to hyperuricemia and subsequently to
gout®*. Xanthine Oxidase (XO), a molybdoflavoprotein, catalyses the oxidative hydroxylation of
hypoxanthine and xanthine to produce uric acid. The main drugs used to treat gout are allopurinol
and febuxostat. However, these drugs have relatively several adverse effects®. Spiroindolinones are
a class of compounds with a broad spectrum of biological activity. Thus, looking for new,
alternative and more potent XO inhibitors with less side effects, new spiroindolin-3-onebarbiturates
were synthetized from 2,1-benzisoxazoles. In addition, several related derivatives of these
spiroindolinones were prepared by aromatic electrophilic substitution and N-acilation. The in silico
pharmacokinetic and toxicity evaluation using the pkCSM online software revealed that all
spiroindolin-3-ones entirely fulfil the parameters of Lipinski’'s rule of five, suggesting that these
compounds have favourable properties regarding drug-likeness criteria. The in vitro MTT assay in
NHDF evidenced that the evaluated compounds do not exhibit significant cytotoxicity, which makes
them attractive as drug candidates. Additionally the ability to inhibit XO activity was evaluated
according to the procedure described by Figueiredo et al®, and the results seem to be promising. In
fact in a 30 pM screening it was observed that compounds 2c and 2d showed inhibitory capacities
higher than the observed with allopurinol, which was later confirmed by concentration-response

studies. s x
HNJ\NH HN NH 2aR;=H,R;=H,R3=H,X=0
a) HCl or HBr, H,O; or o= o 2bRy=H,R;=CILR3=H,X=0
O  b)AICI3, RCOCI Ri—N o 2¢R;=H,R;=Cl,R3=Cl, X=0
%N o ——— 7 s 2dR;=H, R, =Br, R3=Br, X= O
CHLCL/CHCN (11 VW) a 2e Ry = COCHas, Ry = H, Ry = H, X = §
76 4 2f Ry =COCsHy, Ra=H, Rz =H,X=8
> 2g Ry = COCgH1, Ry =H, Ry = H, X =8

Ry
In conclusion, spiroindolin-3-one barbiturates can B potential new and potent XO inhibitors.
Further exploration of chemical diversity around the core skeleton is now being performed to
generate some even more potent molecules.
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Antiproliferative activity. Xanthine oxidase.
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ABSTRACT

Spiroindolin-2-ones are a new emergent class of potent and orally efficacious compounds for the
treatment of malaria®®. Looking for new, alternative and more potent antimalarial agents, new
spiroindolin-3-one(thio)barbiturates were designed and analysed via molecular docking with the
cysteine protease falcipain-2?7. In this context, according to previous studies inhibitors of this
protein have the ability to interact with it by means of hydrogen interactions with Cys42 in the
active site. Moreover, the in silico pharmacokinetic and toxicity evaluation using the pkCSM online
software revealed that all spiroindolin-3-ones entirely fulfill the parameters of Lipinski’s rule of
five, suggesting that these compounds have favourable properties regarding drug-likeness criteria.
These results led to the synthesis of several representative spiroindolin-3-one(thio)barbiturates 2
from 2,1-benzisoxazoles 1, prepared by a new synthetic route, as well as of several related
derivatives 3 obtained by aromatic electrophilic substitution and N-acylation, in high yields, and
were structurally characterized by 'H and *C NMR. In vitro MTT assays in NHDF have shown that the
compounds evaluated do not exhibit relevant cytotoxicity, which makes them attractive as
potential drug candidates. The in vitro and in vivo antimalarial assays are being carried out by the
group coordinated by Professor Paul M. O'Neill at University of Liverpool.

X

$ s
>LNH S HN/mNH 3aRy=H,Ry=H,Ry=H,X=0

HN HN” "NH H
o] a) HCI or HBY, H,0, or 0% 1 =H, Ry =Cl, Ry =
DMF(2 min) Q b) AlCI;, RCOCI R~ 1 =H, Ry =Cl, Ry =
LR mn) 5 N
N 140°C YN o ————— » “7 O 3dR;=H,R,=Br, Ry =
o] CH,CLy/CH;CN (1:1 v/v) 3a e Ry = Ry =
N Res s 12 COCHy
H 65 1 = COCeHir, Ry

1 2 3R2

In conclusion, spiroindolin-3-one(thio)barbiturates can be potential antimalarial agents and further
exploration of chemical diversity around the core skeleton should be done to generate more potent
molecules.
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