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RESUMO

No presente trabalho, descreve-se a sintese de benzeno-vinilnitrilas conhecidas (R =
81-98%, tirfostinas) e de acidos borénicos de E-(benzeno-vinilnitrilas) inéditos (R = 84-
91%, borono-tirfostinas) através da condensacdo de Knoevenagel em agua sem uso de
catalisador. Tanto a reacdo quanto o isolamento foram realizados sem emprego de
solventes organicos. Uma vez que as moléculas preparadas possuem em sua estrutura
uma porcao benzeno-vinilnitrila, sdo consideradas membros da familia das tirfostinas, as
guais sao conhecidas por inibirem a fosforilagcdo de diferentes tirosinas quinases. Essas
proteinas sdo alvos moleculares importantes em doencas inflamatérias e doengas com
componente inflamatério proeminente, tais como Céancer e Doenca de Chagas. O
receptor P2X7 (P2X7R) € um outro alvo terapéutico estratégico para o desenvolvimento
de anti-inflamatorios. Uma série NO composta de quatro analogos de acidos borénicos
(borono-tirfostinas) e seis benzeno-vinitrilas (tirfostinas sem o boro) foi avaliada quanto
ao seu efeito sobre o P2X7R de humano e de camundongo. Verificou-se a importancia
do grupo farmacoforico (B(OH)2) na atividade biologica. Os acidos borénicos (65a) NO-
01 e (65¢) NO-12 inibiram in vitro a funcédo do P2X7R de humano (65a: ICso = 0,021 uM;
65c: 0,243 pM) e de camundongo (65a: ICso = 0,042 uM; 65c: 0,537 uM). Esses analogos
apresentaram um efeito melhor, ou similar ao obtido pelos antagonistas do P2X7R BBG
e A740003 nos testes de captacdo de corante, liberacdo de IL-1 in vitro e edema de
pata de camundongo induzido por ATP in vivo. O (65a) NO-01 apresentou os melhores
resultados da série, tanto nos ensaios in vitro quanto nos in vivo. O docking molecular
sugere a interacdo entre os NO’s e a parte superior do poro do P2X7R através de
interacdes hidrofobicas e ligacdes de hidrogénio. Esses resultados indicam que o (65a)
NO-01 pode ser utilizado como prot6tipo no desenvolvimento de outros inibidores do
P2X7R. A atividade anticancer (65c: ICso = 0,14 pM células GH3) e tripanocida (65c: ECso
= 0,795 uM, Cepa Y) in vitro da série NO foi avaliada, demonstrando a importancia da
introducdo da unidade B(OH)2 no aumento da atividade bioldgica das tirfostinas obtidas.
Palavras-chave: P2X7R; Tirosina quinase; Acidos boronicos; Benzeno-vinilnitrilas;

Tirfostinas



ABSTRACT

In the present work, it is described the synthesis of well-known cyanovinylbenzenes
(R = 81-98%) and novel E-(cyanovinyl)benzeneboronic acids (R = 84-91%) through
Knoevenagel condensations without catalysts, and in water. This simple protocol
completely avoided the use of organic solvents in the synthesis and in the work-up
process. The molecules synthetized enclose an aryl-cyanovinyl moiety in its structure;
therefore, are recognized as members of the tyrphostins family, that is known to inhibit
inhibit tyrosine kinase family phosphorylation. These proteins are important targets in
inflammatory diseases and inflammation-correlated diseases, such as Cancer and
Chagas’s disease. Another important target in inflammation is the P2X7 receptor
(P2X7R). Currently, the P2X7R has been studied as a potential therapeutic target of anti-
inflammatory drugs. Based on this, a NO series composed of four boronic acids analogs
(boronic-tyrphostins) and six benzene-vinylnitriles (tyrphostins) were evaluated on the
biologic effect on the human and murine P2X7R. The importance of the pharmacophoric
group (B(OH)2) was evaluated. The boronic acids derivatives (65a) NO-01 and (65c) NO-
12 inhibited in vitro human (65a: 1Cso = 0,021 puM; 65c: 0,243 uM) and murine (65a: 1Cso
= 0,042 uM; 65c: 0,537 uM) P2X7R function. These analogs compounds showed better
or similar effects than known P2X7R antagonists BBG and A740003 for inhibiting dye
uptake, in vitro IL-1 release and ATP-induced paw edema in vivo. In both, in vitro and in
vivo assays, the (65a) NO-01 showed the best results. The molecular docking suggests
that the NO derivatives bind into the upper body domain of the P2X7 pore and that the
main intermolecular interaction with the two most active NO derivatives occurs by
hydrophobic interactions and hydrogen bonds. These results indicate that the boronic acid
derivative (65a) NO-01 shows the lead compound characteristics to be used as a scaffold
structure to the development of new P2X7R inhibitors with anti-inflammatory action. In
vitro anticancer (65c: ICso = 0,14 uM against GH3 cell line) and trypanocidal activities
(65c: ECs0 = 0,795 pM; Y strain epimastigote) of the synthesized boronic acids (boronic-
tyrphostins) were also evaluated demonstrating that the introduction of the boronic acid
functionality can improve the activity of the tyrphostins.

Keywords: P2X7R; Tyrosine kinase; Boronic acids; Cyanovinylbenzenes; Tyrphostins
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1. INTRODUCAO

1.1. Inflamacéao

A inflamacdo é um processo natural do corpo que visa proteger a integridade fisica
do organismo. E um mecanismo homeostatico,2 uma reacdo do sistema imune a um
estimulo danoso.! Este processo altamente regulado protege o organismo néo sé de
corpos estranhos (inflamacao infecciosa: bactérias, virus, protozoarios, entre outros),
como também de estimulos que ndo envolvem agentes microbianos (inflamacéo estéril:
agentes quimicos, traumas, entre outros). Portanto, a resposta inflamatéria é a primeira
linha de defesa do corpo, sendo vital para manutencdo da saude do individuo.
Dependendo do estimulo e da resposta do organismo, a inflamacao pode ser considerada
aguda ou crénica.t

Na tabela 1, ttm-se as principais caracteristicas que diferenciam os dois processos
inflamatorios, como por exemplo, o0 agente causador, as células envolvidas no processo
e o tempo de duracdo. Normalmente, durante a resposta inflamatéria aguda, mediadores
pro-inflamatérios e anti-inflamatérios atuam eficientemente de forma a minimizar danos e
infeccdes, contribuindo para a restauragédo tecidual e homeostase.! Entretanto, quando
estes eventos se desenvolvem de forma inadequada, desregulada, a inflamacéo aguda
pode se tornar uma inflamac&o crénica, contribuindo para o desenvolvimento de diversas
doencas inflamatorias cronicas (Tabela 1) (artrite e asma, por exemplo) e de outras
enfermidades (cancer e diabetes) (Figura 1). Nesses casos, faz-se necessario o uso de
farmacos anti-inflamatorios para controlar a sintese de mediadores e cessar a resposta

inflamatéria que se tornou prejudicial.?

a Mecansimo homeostatico: Processo de regulacdo através do qual o organismo se mantém em
equilibrio.
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Tabela 1 - Diferencgas entre o processo inflamatoério agudo e o crénico

Inflamacéo aguda Inflamacéo crénica

Patdégenos; radiacao ionizante; Persisténcia do estimulo

Agente causador agentes quimicos; trauma inflamatdrio inicial,
mecanico autoimunidade
Células envolvidas et f o . A
Neutrofilos; mondcitos; Macrofagos; linfocitos;
naresposta ao . _ . :
Macrofagos; mastocitos fibroblastos
agente causador
Resposta Imediata Tardia
Duracgéo Poucos dias Meses ou anos
Evolugéo Cicatrizagéo; formagéao de Destruicéo tecidual e
abcesso; cronificacao fibrose

E Estimulo ! EPLoduga; |nadequeqdai : Resposta i : Resposta anormal |
| persistente ! ' de mediadores anti- | ! prolongada ou b de células T |
! i ! inflamatoérios \ 1 excessiva b '

Nao resolucado da inflamacgéao )

[N

|Arteroesc|erose| |Asma| |Céncer| |Diabetes| |Artrite reumatéide|

Figura 1 - Causas e consequéncias da falha da resolucdo da inflamacg&o?
De forma geral, a inflamagéao consiste em 4 componentes: o agente danoso que pode

ser microbiano ou nao, 0s sensores e 0s mediadores, que serdo abordados

posteriormente e por fim, o tecido alvo (Figura 2).
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Agentes danosos Sensor Mediadores Tecido alvo

c —_
O 4% ex: TLR | Interleucinas | @w
Infeccao Q

|Quimiocinas | -
ﬁ

o - .
N ex. Macréfagos |E|cosan0|des |

Dano tecidual TLR = Receptor semelhante a Toll

Figura 2 - Exemplos de componentes da inflamacgéo?

Apesar da resposta inflamatoria variar de acordo com o estimulo, € possivel resumir
0 processo em 4 etapas. 1) Reconhecimento do estimulo danoso por receptores
presentes na superficie celular; 2) Ativacdo de rotas inflamatorias; 3) Liberacdo de
mediadores; 4) Recrutamento de células do sistema imune. Os mediadores de
inflamacdo atuam em conjunto nas diferentes fases inflamatérias (vascular, celular e de
resolucdo), induzindo modificacdes morfolégicas e funcionais.? Inicialmente, no fluxo
sanguineo normal, os leucdécitos e eritrocitos encontram-se na coluna axial centralizada,
envoltos por uma zona periférica de plasma (Figura 3 A). Entretanto, durante a fase
vascular da inflamacao, ocorrem algumas modificacdes nesse fluxo normal, tais como
liberacdo de mediadores vasoativos que causam vasodilatacio com consequente
reducdo da velocidade de escoamento e aumento do fluxo sanguineo (hiperemia). Além
disso, ocorre a contracdo das células endoteliais, aumentando a permeabilidade da
parede dos vasos e permitindo o extravasamento de plasma. Essas modificacdes geram
0s sinais que caracterizam a resposta inflamatéria: rubor, calor, edema e dor (Figura 3
B).2 A hiperemia é responsavel pelos sinais de rubor e calor e o extravasamento de
plasma produz o edema e dor. Na fase celular da inflamagéo, a redugéo da velocidade
de escoamento permite a marginagéo das células a parede dos vasos sanguineos. Essa
aproximacao, possibilita que células do sistema imune fiquem aderidas a superficie das
células epiteliais através da expressao de moléculas de adesao tais como selectinas e
integrinas (Figura 3 C). Nessa mesma fase, ocorre a liberacdo de mediadores

guimiotaticos, capazes de atrair um nimero maior de células do sistema imune. 3 O
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gradiente de substancias quimiotaticas no local inflamado, possibilita a diapedese®. A
migragao dos leucdcitos dos vasos sanguineos para o tecido danificado ou infeccionado
gera um acumulo dessas células no local da inflamacdo. Uma vez nos tecidos, as células
fazem fagocitose® do patdgeno®.* Apds a neutralizacdo do agente danoso, ocorre a fase
de resolucdo. Nessa etapa, diversos mecanismos regulatorios (ex.: citocinas anti-
inflamatérias e fatores de transcri¢cdo) sao ativados com o objetivo de diminuir o influxo
de neutrdfilos® e reverter a acumulacao de leucdcitos nos locais inflamados. A etapa de
resolucdo € crucial para prevenir efeitos colaterais provenientes de um estado

inflamatério prolongado.®

b Diapedese: passagem dos leucécitos do sangue para o tecido conjuntivo
¢ Fagocitose: processo pelo qual uma célula usa sua membrana plasmatica para englobar particulas
sélidas
d Patégeno: organismos que sdo capazes de causar doenca em um hospedeiro
¢ Neutréfilos: células sanguineas leucocitarias, que fazem parte do sistema imunolégico, sendo um
dos principais tipos de leucdcitos
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A) Fluxo normal o~ Células endoteliais
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C) Fase celular

! Liberagéo de
mediadores !
_guimiotaticos @Marginagéo
( :} @@Adeséo @

—

INFLAI\/IA(;AO

®® Migracao para tecido danificado

Figura 3 - Fase vascular e celular do processo inflamatério*

Os receptores de reconhecimento de padrao (PRRs), presentes nas células do
hospedeiro, sdo ativados ao reconhecer um estimulo danoso. Esse estimulo danoso
pode ser gerado por dois grupos de estruturas moleculares, as estruturas comuns entre
patdgenos e as moléculas sinalizadoras de perigo.® As estruturas moleculares comuns
entre patdégenos sdo denominadas PAMPs - padrées moleculares associados a
patdégenos, os quais podem ser lipossacarideos da parede celular de bactérias e fungos,
residuos de manose, flagelina ou &cidos teicoicos. Os PRRs reconhecem essas

estruturas como corpo estranho, uma vez que elas sao conservadas apenas nos agentes
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patogénicos, mas ndo nas células do hospedeiro.® Dentre os receptores que podem ser
ativados pelos PAMPs, podem ser citados os receptores semelhantes a Toll (TLRs),
receptores scavanger, receptores semelhantes a RIG, entre outros.>’

Além de reconhecerem os PAMPs, os PRRs também reconhecem as moléculas
sinalizadoras de perigo, também denominadas de DAMPs - padrdes moleculares
associados a danos. Os DAMPS sao biomoléculas do hospedeiro presentes no meio
intracelular, tais como nucleotideos (adenosina trifosfato = ATP, difosfato de uridila =
UDP ou adenosina difosfato = ADP). Somente quando liberadas no meio extracelular por
células danificadas, ativam os receptores (ex.: receptores purinérgicos), o que induz a
resposta inflamatodria. Apesar desta divisdo, alguns receptores como os semelhantes a
Toll, podem tanto ser ativados por fatores endégenos (DAMPs) como por PAMPs.2

A ativacao dos PRRs, dependendo do tipo celular, pode gerar diretamente a liberacéo
de mediadores pro-inflamatoérios primarios. Nao obstante, pode também ativar outras
rotas inflamatoérias que induzem a liberacdo de mediadores inflamatérios posteriores,
contribuindo no processo de inflamacéo (iniciacdo, manutencéo e resolucéo).?

O controle da resposta inflamatéria depende de diversos mediadores; alguns sao
especificos de um determinado tipo celular e outros sdo mais gerais. Estes mediadores
sdo oriundos do sistema vascular, das células inflamatérias e dos tecidos danificados.®
Podem ser citados os eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos);
aminas vasoativas (histamina e serotonina); fator de ativacéo plaquetéria; citocinas proé-
inflamatérias (interleucina: IL-1, IL-8, etc; fator de necrose tumoral: TNF-a); quimiocinas
(CXCI-1, CXCL2). Dentre esses, as citocinas' e as prostaglandinas? sdo fundamentais na
regulacéo do processo inflamatério. Dessa forma, a habilidade de modular a producéo e
sinalizacdo destes mediadores é de extrema relevancia no desenvolvimento de

tratamentos de patologias relacionadas a inflamacé&o.®

fCitocinas: polipeptideos ou glicoproteinas capazes de modular a resposta celular de diversas células.

¢ Prostaglandinas: séo lipidios sinalizadores tais como os horménios, porém, as prostaglandinas, ndo
entram na corrente sanguinea.
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Algumas rotas inflamatoérias passiveis de modulagdo serdo descritas. S8o estas:
liberagc&o de prostaglandinas via ativagéo de cicloooxigenases; liberagao de interleucina

via receptor P2X7 e liberacdo de mediadores via proteinas quinase.

1.1.1. Ciclooxigenases

A rota de inibicdo das enzimas ciclooxigenases € a mais conhecida e estudada até
hoje. Para a modulacdo desta rota, utilizam-se amplamente os anti-inflamatérios néo-
esteroidais (AINES) e os esteroidais (AIES). Estas enzimas sao responsaveis pela
producéo de prostaglandinas.'® Sua producéo se inicia quando o acido araquidénico 1
(AA, acido graxo de 20 carbonos), proveniente da bicamada fosfolipidica da membrana
celular, é liberado no plasma por acdo da enzima fosfolipase A2. A fosfolipase A2 pode
ser ativada por diversos estimulos fisioldgicos, farmacolégicos e patoldgicos. Em
seguida, o AA é metabolizado pelas ciclooxigenases, produzindo a prostaglandina PGH2
(substrato em comum) que apds sofrer biotransformacgées” (enzimas e sintetases), gera
diferentes prostaglandinas, onde o perfil dos prostandides' depende do tipo celular
(Esquema 1).%°

No processo inflamatério, ha 4 prostaglandinas bioativas principais: prostaglandina Ez
(2, PGE2); prostaciclina (3, PGI2); prostaglandina D2 (4, PGD:) e prostaglandina F2q (5,
PGF2q). Durante a resposta inflamatoria, estes mediadores séo sintetizados em maior
guantidade. A PGE: é a prostaglandina mais abundante no corpo e esta envolvida em
diversos processos fisioldgicos (ex.: pressao arterial e fertilidade). Durante a resposta
inflamatoria, a PGE:2 participa de todos os processos que levam a formacéo dos sinais
classicos de inflamacéo: rubor, calor, edema e dor.! A PGI2 é produzida majoritariamente
por células vasculares, sendo crucial no processo de homeostase cardiovascular. Essa

prostaglandina atua tanto na vasodilatagdo como na inibicdo da agregacao plaquetaria.

h Biotransformagdes: transformag6es na estrutura quimica de um composto mediada por agentes
biologicos, como enzimas e sintetases.
i Prostandides: sdo uma subclasse dos eicosanoides composta das prostaglandinas, prostaciclinas e
por tramboxanos.
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Além disso, a PGI2 € um importante mediador no processo de formacdo de edema e de
dor.? A PGD: é sintetizada tanto no sistema nervoso central (SNC) como no periférico,
possuindo funcéo pré ou anti-inflamatoria e homeostatica. Esta prostaglandina promove
a eosinofilia e a migracéo de células T, estando envolvida no processo de formacéo da
inflamacéo alérgica.*® Por fim, a PGF2q é capaz de induzir a producédo de quimiocinas e
citocinas.'*
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Esquema 1 - Via de sintese de algumas prostaglandinas e alvo molecular dos AINES e
AIES?O
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A sintese destes hormonios locais depende diretamente da acdo das enzimas
ciclooxigenases (COXs). As COXs existem, predominantemente, em duas isoformas), a
COX-1 e a COX-2. A COX-1 é uma enzima constitutivak presente na maioria dos tipos
celulares. Os prostandides liberados por ocasido da acdo da COX-1 possuem suas
funcBes que podem variar de acordo com os locais onde séo liberados. No endotélio, por
exemplo, apresentam fungdo anti-trombogénica,' enquanto que quando liberados na
mucosa gastrica levam a producdo de muco protetor.’®> J& a COX-2 é induzida por
estimulos inflamatérios, horménios ou fator de crescimento.'® Essa isoforma da
ciclooxigenase é a principal fonte de prostaglandinas em inflamacdo e doencas
proliferativas como cancer.’

Em decorréncia da estreita relacdo entre as prostaglandinas sintetizadas pela COX e
diversos processos que contribuem para o desenvolvimento da inflamacdo, as
ciclooxigenases e a fosfolipase A2 sdo os principais alvos moleculares dos anti-
inflamatérios no mercado (Esquema 1). Os chamados AINES e os AIES séo anti-
inflamatorios amplamente conhecidos. Eles atuam inibindo a sintese de prostanoides,
por mecanismos distintos. Entretanto, seu uso indiscriminado esta associado a uma série

de efeitos colaterais.18

A)  AINES

O primeiro AINE (anti-inflamatério néo-esteroidal) a ser sintetizado foi o acido
acetilsalicilico (6), em 1899. Ele foi introduzido como medicamento no mercado com o
nome de Aspirina® pela Bayer.'® Entretanto, apenas na década de 70, foi descoberto o
mecanismo de acdo do &cido acetilsalicilico, o qual inibe a conversdo de &cido
araquidénico em prostaglandinas através da inibicdo da COX-1 e/ou COX-2 (Esquema

1).2° Desde entdo, foram sintetizados diversos inibidores de COX-1 e 2. Apesar da

ilsofromas: formas distintas de uma proteina.
kEnzima constitutiva: enzima cuja sintese ndo dependente da presenca de substrato especifico.
'Funcéo anti-trombogénica: impede que o sangue coagule.
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diversidade de suas estruturas, os AINES possuem as mesmas propriedades
terapéuticas, mitigando os sintomas da inflamagé&o (rubor, dor, calor e edema). Sao
amplamente utilizados para controlar a febre (efeito antipirético) e diminuir dor de cabeca
(efeito analgésico). Os principais grupos de AINES empregados como anti-inflamatérios
sdo os derivados de &cido salicilico (ex.: aspirina 6 e diflunisal 7), os derivados de acido
aceético (ex.: diclofenaco 8 e sunlidaco 9) e os derivados do acido propiénico (ex.:
iburofeno 10 e naproxeno 11) (Figura 4).%*

Apesar da COX-2 ser a enzima que esta mais envolvida com o processo inflamatario,
a maioria dos AINES tradicionais inibem irreversivelmente as duas isoformas das
ciclooxigenases, possuindo um indice de seletividade maior para inibir a COX-1 (que
também possui funcdo constitutiva) do que a COX-2. Portanto, a utilizacdo destes anti-
inflamatorios por periodos prolongados esta associada a diversos efeitos colaterais.
Efeitos adversos incluem toxicidade gastrointestinal, podendo levar ao aparecimento de
Ulceras, insuficiéncia renal e hepética e desordens hematolédgicas e alérgicas.??

AINES derivados do acido acético
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Figura 4 - Estrutura quimica de alguns AINES
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Novos AINES como o celecoxibe 12 e o rofecoxibe 13 foram langados no mercado
com a promessa de, por serem de 325 a 800 vezes mais seletivos para a COX-2,
apresentarem menos efeitos colaterais (Figura 4). No caso do rofecoxibe, apds um
grande sucesso de vendas, com arrecadacdo que excedeu 1 bilhdo de délares em 15
meses, outros efeitos colaterais foram observados. Apds novos estudos, foi constatado
gue a inibicdo do COX-2 alterava o equilibrio natural entre o tromboxano pré-trombético
A2 e a prostaglandina anti-trombdtica PGl2, o que aumenta significativamente a
probabilidade de trombose e outros eventos cardiovasculares.?®> Esta descoberta
culminou na retirada do rofecoxibe (Vioxx®) do mercado mundial.?* O celecoxibe

entretanto, permanece no mercado.

B)  AIES

Os corticosteroides, também chamados de glicocorticoides (GC) ou esteroides sédo
horménios liberados pelas glandulas endocrinas com o objetivo de regular diversos
processos fisiologicos fundamentais. Contribuem na regulacéo do crescimento de 6rgaos
e proliferacdo celular, mudancas na adolescéncia, resposta inflamatoria, reproducao,
entre outros.?® Dentre os liberados pelo corpo, o cortisol 14 (Figura 5) (hidrocortisona) é
o principal, sendo liberado apenas quando necessario, como em situacdes de estresse,
durante cirurgias, queimaduras, infeccdes, etc. Os GC podem modular diversos fatores
de transcricdo ao se ligarem a receptores de GC (GCR), inibindo a transcri¢cao de diversos
mediadores inflamatorios. Desta forma, a expressdo de um gene pode ser ativada (ex.:
producédo de annexina-1) ou suprimida (ex: inibicdo da producéo de ciclooxigenase-2) de
acordo com o sinal hormonal.?® A interferéncia, génica ou ndo, do GC em algumas vias
importantes leva a supressao da liberacdo de diversos mediadores pro-inflamatorios.
Como exemplo, tem-se a supressao da atividade do NF-kB, que faz com que a sintese
de citocinas como a IL-6, IL-2 e TNFa seja reduzida. J& a inducéo e ativacdo da proteina
anexinna-1 leva a inibicdo da enzima fosfolipase Az, responsavel pela transformacéo de
fosfolipidios em acido araquiddnico, o qual € o substrato das ciclooxigenases na sintese

do &cido araquiddnico (Esquema 1).%’
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Assim, os glicocorticoides atuam no processo inflamatorio de diferentes maneiras,
justificando sua eficacia. No contexto da producéo de prostaglandinas, os GC exercem
sua atividade anti-inflamatéria de duas formas: impedem a producdo do substrato
primario das prostaglandinas, o acido araquiddnico, e inibem a transcricdo génica da
COX-2. Existe também na literatura alguns relatos de que os corticoides podem atuar

diretamente sobre o DNA, funcionando como um fator de transcrigéo.?®

16 prednisona 17 dexametasona

Figura 5 - Estrutura quimica de alguns glicocorticoides naturais (14) e sintéticos (15, 16
e 17)

Em razéo do papel crucial dos glicocorticoides nas vias de inflamacéo, em especial 0
cortisol, essas moléculas foram utilizadas por diversas industrias farmacéuticas como
protétipos no desenvolvimento de analogos sintéticos tais como a betametasona 15,
prednisona 16 e a dexametasona 17 que mimetizam a acdo do cortisol (Figura 5).%°
Como dito anteriormente, a eficacia destes compostos esta associada, majoritariamente,
a sua habilidade de reduzir a expressao de diversos mediadores inflamatérios ao atuar
sobre os fatores de transcricdo.™ Apesar de sua notavel eficacia no tratamento de

diversas doengas inflamatérias crénicas como asma, artrite reumatoide, doencgas

m Fatores de transcrigdo: proteinas que controlam a taxa de transcri¢do genética do DNA para o RNA
mensageiro ao se ligar a uma sequéncia especifica de DNA.
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inflamatérias intestinais, entre outras, o uso terapéutico de glicocorticoides é limitado.3°
Isso porque o tratamento prolongado com glicocorticoides pode resultar no
desenvolvimento de resisténcia e dependéncia e,3! na maioria dos casos, pode acarretar
efeitos colaterais severos, tais como a sindrome de Cushing," imunossupressao,

osteoporose, etc. (Tabela 2).%?

Tabela 2 - Efeitos colaterais comuns devido ao uso prolongado ou altas concentracdes

de GC
Sistema Efeito colateral
Sistema musculoesquelético Necrose de 0ssos, osteoporose,
atrofia muscular
Sistema reprodutivo Retardamento da puberdade e do
crescimento fetal, hipogonadismo
S'Stema Card'ovaSCl.“ar Hipertensao1 trombose

Sistema imunoldgico Imunossupresséo, reativagéo de

virus latente

Sistema endacrino Sindrome de Cushing, atrofia
adrenal, hiperglicemia

Apesar de sua eficiéncia no tratamento de doencas inflamatorias e na mitigacdo dos
sintomas da inflamacéo, as classes de anti-inflamatérios AINES e AIES apresentam
profundas limitacdes, especialmente nos casos de tratamento de doencas inflamatorias
cronicas. Nestes casos, a necessidade da utilizacdo prolongada destes medicamentos
maximiza os efeitos colaterais, colocando em risco o paciente. Diante deste cenério, é de
fundamental importancia o desenvolvimento de alternativas mais seguras as terapias
anti-inflamatdrias vigentes. Dentre as alternativas que vém sendo buscadas e que estao

presentes na literatura, no presente trabalho, dar-se-a enfoque a inibicao da liberacao de

n Sindrome de Cushing: distlrbios hormonais causados por exposi¢céo prolongada a niveis elevados
de glicocorticoides.
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interleucinas pelo antagonismo do receptor P2X7 e da inibicdo da liberacdo de
mediadores pro-inflamatorios pela inibicdo da transcricdo génicas ativada por proteinas

guinases.

1.1.2. Aliberacao de interleucina-13 via NLP3/P2X7R

As interleucinas fazem parte de uma familia de moduladores de inflamacéo chamada
citocina. As citocinas participam tanto da inflamacéo aguda como da crénica, tendo um
papel complexo e muitas vezes conflitante (pré e anti-inflamatério), variando de acordo
com o tipo e localizacao celular. Dentre as citocinas importantes no processo inflamatorio
incluem-se as interleucinas-1 (IL.-1a e IL-1B), IL-6 e o fator de crescimento tumoral
(TNFa).2® Dentre esses, a IL-1B, produzida principalmente em macréfagos, destaca-se
devido a sua fungéo central na media¢do dos processos inflamatérios, como: inducgéo de
febre,®* inducdo da transcricdo de outras substancias pré-inflamatérias®® e diferenciacéo®
e expansdo de células T,%® além de sua associacdo com o desenvolvimento de
patologiasP®’ como, por exemplo as autoinflamatérias.®® A secrecdo da interleucina-1B
esta intimamente ligada a ativacao de inflamassomas. Inflamassomas sdo complexos
multiproteicos capazes de mediar o processo de ativacdo de caspases? pré-inflamatorias,
como a caspase-1, por exemplo. Dentre os inflamassomas conhecidos, o NLRP3 é o
mais estudado em razdo de sua participacdo no desenvolvimento de doencas
inflamatérias.®® Sua ativacédo depende de diversos fatores, incluindo o efluxo de potassio
e influxo de sédio.*° Portanto, a ativacdo de poros capazes de transportar potassio, como
receptor P2X7R e o Kir 6.1, por exemplo* leva a montagem do NLRP3 e,
consequentemente, a ativacdo da caspase-1. A caspase-l, ao ser ativada, gera a

clivagem da pro-IL-1B, precursora da IL-1B3. Dentro deste contexto, o receptor P2X7

° Diferenciagdo celular: processo que todas as células vivas passam para especializar-se em
determinada funcéo.
P Patologias: alteragfes da ordem estrutural, bioquimica e funcional em células, tecidos e érgéos que
podem ocasionar uma determinada doenca.
9 Caspases: classe de enzimas que decompde outras proteinas.
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funciona como iniciador do processo de liberacdo de IL-1B e portanto, € um alvo
molecular promissor para o desenvolvimento de farmacos com acdo anti-inflamatoria.
Existem diversas revisdes disponiveis que discorrem sobre o importante papel do P2X7
e de sua familia de receptores purinérgicos na inflamacéo.*?> Em uma secédo separada,
serdo abordados diferentes aspectos relacionados aos receptores purinérgicos do tipo
do receptor P2X7R, tais como a classificagéo, a estrutura e o funcionamento.

1.1.3. Liberacdo de mediadores inflamatoérios via proteina quinase

A ativacdo de receptores por PAMPs ou DAMPs desencadeia diferentes rotas
intracelulares importantes para a producédo de mediadores inflamatoérios. Algumas rotas,
como as ja descritas aqui, ndo envolvem mudancas na expressao génica, diferentemente
daquelas envolvendo algumas proteinas quinases. Algumas das rotas intracelulares que
sdo ativadas pelos PRRs incluem a MAPK (proteina quinase ativada por mitégeno =
mitogen-activated protein kinase), NF-kB (Fator nuclear Kappa B = Nuclear factor kappa
b); JAK (Janus quinase = Janus kinase)-STAT (Transdutor de sinal e ativador da
transcricdo = Signal transducer and activator of transcription) e a Src (Sarcoma).*3
Algumas destas rotas envolvem a ativacao de proteinas quinases, dentre estas, a JAK-
STAT e a Src sdo, mais especificamente, denominadas tirosinas quinases, as quais
fosforilam apenas os residuos de tirosina presente nos substratos.

As tirosinas sdo importantes para inflamacéo por dois motivos: sdo componentes
importantes na cascata de sinalizacéo iniciada pelo PRRs, sendo, portanto, cruciais na
producédo de citocinas e adicionalmente, muitas das citocinas como o TNF, IL-6 e IL-10
utilizam tirosinas quinases em suas préprias rotas de sinalizacdo. Com isso, as tirosinas
sédo importantes ndo s6 na producgéo de citocinas, mas também em seu funcionamento.
44 Para ilustrar a ativacéo de vias inflamatérias que envolvem acéo de tirosinas quinases,
serd abordado o processo de ativagdo da JAK. Essa é uma proteina associada a um
receptor, a qual, ao ser ativada, promove a fosforilacdo de residuos especificos de
tirosina do receptor do qual faz parte. A fosforliacdo do receptor proporciona sitios de
ligacdo para as STAT - proteinas dos sinais transdutores e ativadores de

transcricdo. Apos o recrutamento e ligacdo dessa proteina aos residuos de tirosina
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fosforilados no receptor, o STAT é fosforilado pela JAK. Em seguida, o STAT ativado
dimeriza e é transportado para o nucleo, onde atua como fator de transcricdo (Figura
6).4° Esta tirosina quinase pode ser ativada pela IL-6, que utiliza a cascata de sinalizacéo
promovida pela JAK para produzir citocinas, incluindo a prépria interleucina-6.4¢

Com este cenario em mente, a constatacdo de que alguns inibidores de tirosina
guinase (chamados de tirfostinas) sdo capazes de impedir a producgao de alguns tipos de
citocinas,*” tem chamado a atencdo da comunidade cientifica, o que impulsionou o
desenvolvimento de diversos inibidores de tirosina para o tratamento de doencas
inflamatérias como a dermatite.*® Em uma secéo a parte sera abordada a importancia e
o funcionamento das proteinas quinases mais a fundo e, mais especificamente das
tirosinas quinases e seus inibidores (trifostinas). Devido ao crescente interesse por rotas
de regulacdo inflamatéria alternativas, estudamos a acdo biolégica de inibidores
derivados de tirfostinas tendo como alvo molecular o P2X7R e a tirosina quinase.

Receptor de citocina C'tocma
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Citocinas<—— Nucleo-transcrigdo génica
Figura 6 - Ativagcédo da rota JAK-STAT e producgao de citocinas. 1. Receptor inativado;
2. Ativacao do receptor por citocina; 3. Fosforilagdo do receptor pela JAK e
recrutamento do STAT; 4. Ligacdo do STAT no sitio fosforilado do receptor e
fosforilacdo do STAT; 5. Dimerizacdo do STAT e transporte ao nucleo; 6. Interacdo com

o DNA para regular transcricdo génica e produzir de citocinas
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A inflamacédo é um sintoma h& muito conhecido de doencas infecciosas. Entretanto,
estudos mais recentes indicam que a inflamacdo também € um componente importante
em muitas doencas ndo infecciosas.*®* Como j& mencionado, a inflamacédo aguda é
considerada benéfica na maioria dos casos. Entretanto, em alguns casos de infeccao,
por exemplo, microrganismos utilizam-se da resposta inflamatéria para reproduzirem-se
e potencializar sua colonizagdo. Em outros casos, quando a resposta inflamatoria é
persiste e € incapaz de eliminar o patdgeno, a inflamacgéo crénica instaura-se. Dessa
forma, surgem as doencas inflamatérias crénicas e diversas outras patologias séo
fomentadas. Tendo em vista a dualidade do processo inflamatério (benéfico/maléfico) e
sua importancia no desenvolvimento de patologias tais como: cancer, diabetes, doencas
degenerativas, protoozes, arteroesclerose e doencas inflamatorias cronicas, muitas das
pesquisas atuais visam combater e modular o componente inflamatorio com o objetivo
de impedir ou sanar essas doencas.*®° Nas secdes a seguir, serdo abordadas algumas
das doencas cujos alvos moleculares foram foco do presente trabalho: as doencas
inflamatorias crénicas, o cancer e a Doenca de Chagas. Essas doencas estdo

relacionadas a processos inflamatérios.

1.1.4. Doencas inflamatdrias crénicas

As doencas inflamatérias cronicas constituem um universo abrangente de doencas,
isso porque, podem afetar qualquer 6rgao do corpo (Tabela 3). Apesar destas doencas
possuirem fisiopatologias e epidemiologias distintas, a caracteristica em comum entre
elas é o desequilibrio inflamatério. O desequilibrio pode ser desencadeado por uma
infinidade de fatores, tanto antropogénicos’,*® quanto relacionados ao hospedeiro
(genético, inabilidade de neutralizar ou limpar detritos de microorganismos, mutacao,

falha na regulacdo de mediadores anti e pro-inflamatorios, entre outros). Esses fatores

"Fatores antropogénicos: derivados da urbanizacdo e industrializagdo, como a nutricdo, a polui¢éo, o
estresse e 0 sedentarismo.
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transformam a inflamacdo aguda em crénica. Essa Ultima caracteriza-se pela destruicdo
e reparacao simultanea dos tecidos. Quando a taxa de destruicdo excede a de reparacao,
diversos tipos de doencas inflamatérias, dependendo do tecido afetado, podem ocorrer.
Adicionalmente, a presenca prolongada de grandes quantidades de mediadores e células
inflamatérias por um periodo prolongado pode desencadear falhas em outros processos
fisiolégicos como na replicagdo celular, na angiogénese, na destruicdo de neurbnios e na

necrose celular.?

Tabela 3 - Diferentes tipos de doencas inflamatorias cronicas e seu local de inflamacéao

Doenca Tecido/érgao
Artrite Reumatoide Conjuntivo
Doenca pulmonar obstrutiva cronica Pulméo
Psoriase Pele
Esclerose multipla Cérebro
Alzheimer Cérebro
Lupus eritematoso sistémico Pele
Doenga de Crohn Intestino
Retocolite ulcerosa Intestino
Granulomatose de Wegner Vasos sanguineos

As doengas inflamatorias cronicas constituem um fardo econdémico e social, pois
podem incapacitar os individuos e requerem tratamentos prolongados, ou até perpétuos.
A ocorréncia e prevaléncia populacional (sexo, camada social, pais e idade) varia de
acordo com o tipo de doenca inflamatéria. Por exemplo, s6 em 2017 ocorreram no mundo
1204 novos casos de artrite reumatoide, 7300 de Alzheimer e 4049 de doenca
inflamatéria crénica do intestino.®® Em um outro estudo, Yang e colaboradores
encontraram evidéncias que apoiam a existéncia de uma relagcdo entre doencas

inflamatoérias crénicas e o aumento da mortalidade entre individuos socialmente isolados,
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levando em consideracao a diferenca entre géneros. Ou seja, as doencas inflamatorias
cronicas ndo so reduzem a qualidade de vida do individuo, como podem aumentar 0os
riscos de mortalidade.>2 E possivel encontrar evidéncias substanciais que sustentam a
teoria de que pacientes que sofrem de doencas inflamatérias cronicas sao mais
suscetiveis a apresentar comorbidadess relacionadas. O aparecimento dessas doengas
secundérias além de complicar ainda mais o estado clinico do paciente e reduzir sua
expectativa de vida, sobrecarrega ainda mais o sistema de salde (SUS).53 Por exemplo,
pacientes que sofrem com a retocolite ulcerativa por 10 anos tém um aumento do risco
em 2% de ter cancer colorretal. Esse risco sobe para 20% ap6s 30 anos de diagnéstico.>

A fim de diminuir o sofrimento das pessoas afetadas por doencas inflamatorias
cronicas, de melhorar a qualidade de vida das mesmas, bem como reduzir a incidéncia
de doencas mais danosas fomentadas pela instauracdo do processo inflamatoério e
reduzir os gastos do sistema de saude associados a inflamacédo, faz-se necessario o
desenvolvimento de novos anti-inflamatoérios que atuem por vias diversas das que séao

empregadas na terapia vigente.

1.1.5. Cancer

O céancer é a segunda causa de morte ao redor do mundo, atingindo pessoas de
diferentes faixas etarias e sociais todos 0s anos. Entretanto, a maior parte das mortes,
cerca de 70%, ocorre em regides menos desenvolvidas e entre a populacdo de baixa
renda. O numero de casos de cancer tem crescido nos ultimos anos devido as diversas
mudancas no estilo de vida das populacées em geral, como obesidade, baixo consumo
de vegetais, sedentarismo e uso de cigarro e alcool. Em 2018, foi responsavel por 9,6
milhdes de mortes e 0 numero de casos deve aumentar em 70% nas proximas duas
décadas. Dados da OMS indicam que, até 2020, o cancer sera a principal causa de morte

em todo mundo. Globalmente, a cada seis mortes uma é causada por cancer.>® No Brasil,

s Comorbidades: Co-existéncia de duas ou mais doencas em um mesmo individuo. Em muitos casos,
a patologia de uma provoca a outra, podendo também, se potencializar.
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segundo o Atlas on-line de mortalidade proporcional ndo ajustada, cerca de 1,31 milhdes
de pessoas morreram em 2017 devido a algum tipo de cancer (Figura 7). As estimativas
do INCA para o biénio de 2018-2019 sdo de 600 mil novos casos, para cada ano. O
cancer de pele ndo melanoma é o mais incidente entre os brasileiros. Em segundo lugar,

tem-se o cancer de prostata para os homens e de mama para as mulheres (Tabela 4).5°

Mortalidade por ano

1.32

. - H ' '
1.18

2014 2015 2016 2017

i e
NN N P
N OO O w

individuos)

Obitos (em milhdes de
%

Ano

Figura 7 - Grafico de mortalidade proporcional ndo ajustada por todas as neoplasias,

de homens e mulheres, no Brasil (2014 e 2017)%’

43



Tabela 4 - Numeros estimados para 2018 dos dez tipos de cancer mais incidentes

separados por género

Locgllz,agao Casos % Locgllz,agao Casos %
primaria primaria

Mama 59.700 29,5 Prostata  68.220 31,7
feminina

Mulheres Homens

. . Traqueia,

Célonereto 18.980 94 brbnquio e 18.740 8,7

pulméo
Colodo 154370 g1 Célonereto 17.380 8.1
Utero
Traqueia,
brénquioe 12530 6,2 Estbmago 13.540 6,3
pulmao
Glandula g /5 49 Cavidade ;) 50, 55
tireoide oral
Estémago 7.750 3,8 Esbéfago 8.240 3,8
Corpodo 5500 33 Bexiga  6.690 3,1
Utero
Ovario 6.150 3,0 Laringe 6.390 3,0
Sistema
nervoso 5.510 2,7 Leucemias 5.940 2,8
central
Sistema
Leucemias 4.860 2,4 nervoso 5.810 2,7
central

* Dados para cancer de pele ndo melanoma néo foram apresentados
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Céancer € um termo amplo que descreve um conjunto de doencas heterogéneas.
Apesar dos diferentes tipos de cancer, um aspecto em comum prevalece: o aparecimento
de uma anomalia no processo natural de renovacgao celular. Essa anomalia provoca o
crescimento e a divisdo desordenada das células. Em determinadas condi¢cdes
fisiolégicas, a desregulacdo desses processos importantes, pode acarretar no
aparecimento de um cancer.®® Os fatores que levam o seu desenvolvimento sédo
numerosos e distintos, variando de fatores ambientais como dieta, tabagismo, poluicao,
compostos quimicos, radiacédo, infecgbes, entre outros,*® a hereditarios. Em ambos os
casos, ocorre ou existe uma mutacdo genética, a qual ndo envolve, necessariamente
uma alteracdo na sequéncia do DNA. Trata-se, portanto, de uma doenca genética.®°
Origina-se de uma mudanca nos genes gue controlam o funcionamento das células,
principalmente no modo como elas crescem e dividem-se. Os principais tipos de genes
afetados séo: 0s proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumores.

Os proto-oncogenes sdo genes encarregados de expressar proteinas responsaveis
pelo crescimento e divisdo celular, entretanto, quando estes genes estdo alterados ou
superativados, transformam-se em oncogenes. A mutacdo permite o aumento
desenfreado da divisédo celular (Figura 8), reducéo na diferenciagéo celular e inibicdo da
morte celular. Logo, 0s oncogenes e as proteinas expressadas por eles sédo alvos
moleculares importantes no tratamento de cancer (Tabela 5).6*

A tirosina quinase € responsavel por cerca de um terco dos oncogenes ligados a

ocorréncia de cancer em humanos.8?

a) Células normais da mama b) Células tumorais
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Figura 8 - Sinalizagdo em células normais versus células tumorais. A) Quantidade
normal de receptores HER-2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor-Type 2) que
enviam sinais para a célula se dividir; B) Quantidade anormal de receptores HER-2

(tirosina quinase) que enviam um excesso de sinais para a célula se dividir
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Tabela 5 - Oncogenes como alvos moleculares no tratamento de cancer®?

Tratamento

Alvo Tipo de cancer : - —
Anticorpos Farmacos nado-bioldgicos

HER-2+ Mama Trastuzumabe*

| L,
BCR/ABL _Leucemia. ] ﬁ NTSN

mieloide crénica I

7
Imatinibe
\N
C-KIT Tumor estromal ] Imatinibe
gastrointestinal
EGFR Colorretal Cetuximabe* -
\O/\/O N\j
EGFR Pancreas - HN =
Erlotinibe*
VEGF Figado, mama, Bevacizumabe* -

colorretal

* Tratamento é feito com uma combinacado de agentes citotoxicos

J& os genes supressores de tumores sdo responsaveis por reduzir a divisao celular,
reparar erros no DNA e induzir morte celular (apoptose ou morte celular programada). Ou
seja, funcionam como um controle negativo de proliferacdo celular. Desse modo, a
inativacdo desses genes pode levar ao desenvolvimento do cancer.®* Portanto, no caso
dos proto-oncogenes sua ativacédo culmina no desenvolvimento do cancer; enquanto que
no segundo caso, esse efeito é produzido pela desativacédo dos genes supressores. Em
muitos casos, proteinas supressoras de tumor inibem a mesma rota regulatéria que é
estimulada pelo oncogene.

O desenvolvimento do céancer € um processo de acumulo de mutagdes e envolve

multiplas etapas que ndo sdo completamente conhecidas. Entretanto, sabe-se que tanto
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a ativacdo do oncogenes como a desativacdo de genes supressores de tumores sao
etapas necessarias para a iniciacdo e progresséo do tumor.%®

Muitos dos fatores ambientais mencionados como causas para o desenvolvimento do
cancer promovem uma resposta inflamatéria ou a instauracdo de uma inflamacéo
cronica. Esse quadro inflamatorio pode ser responsavel pela caracteristica carcinogénica
de muitos destes fatores. Diferentes tipos e mecanismos de inflamag&o podem promover
o desenvolvimento e a progressdo do cancer, assim como auxiliar no processo anti-
cancer (Figura 9). Por exemplo, a exposicéo prolongada por fatores ambientais irritantes
ou obesidade podem resultar em inflamacdo cronica que promove mutacdes e
angiogénese.®® Da mesma forma, a inflamacéo cronica associada com infeccdes ou
doencas autoimunes promove o0 desenvolvimento do tumor induzindo mutacfes
oncogénicas e angiogénese. Entretanto, nem toda inflamacao crénica aumenta o risco
de cancer, em alguns casos, como no caso da psoriase pode haver uma reducéo.®’

A inflamacé&o induzida por tumor esta intimamente ligada com o desenvolvimento do
tumor, uma vez que a resposta inflamatéria promove a progressao do tumor, a metastase!
e a imunossupressdo local. As terapias anticancer podem também promover uma
resposta inflamatéria ao causar trauma e necrose, estimulando o reaparecimento do
cancer e resisténcia a terapia. Entretanto, em alguns casos inflamag&o induzida por
tratamento e a inflamacdo induzida por tumor podem aumentar a apresentacdo de
antigenos levando a uma erradicagdo das células tumorais (Figura 9).68 Estima-se que
a inflamacgéo ou infeccdo promovem cerca de 25% dos casos de cancer, uma vez que
células imunolégicas sédo capazes de regular todos os estagios do desenvolvimento do

cancer.%9

t Metéstase: implantacdo de um foco tumoral a distancia do tumor original.
47



Inflamagao
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Figura 9 - CorrelacGes entre inflamacéao e cancer®®

As células imunoldgicas afetam as células malignas através da producéao de citocinas,
guimiocinas, fatores de crescimento, prostaglandinas e espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, gerando consequéncias em todas as etapas da tumorigénesel. Por exemplo,
na etapa de iniciacdo do tumor a inflamacdo pode contribuir através da mutacao,
instabilidade gendmica e modificacdes epigenéticas’; durante a etapa de progressao do
tumor, a inflamacéo ativa respostas para reparagao de tecido, induz a proliferacao de
células pré-malignas e aumenta sua sobrevivéncia. Além disso, a inflamacéo promove

angiogénese, pode estar relacionada ao mecanismo da imunossupressao localizada para

U Tumorigénese: processo pelo qual as células normais sao transformadas em células cancerigenas.
V' Mudancas epigenéticas: mudancas genéticas herdaveis que néo alteram sequéncia de DNA.
48



reduzir a resposta do sistema imune do paciente as células cancerigenas e promoc¢ao da
migracdo e implantacdo das células metastasicas.’®

Assim como a inflamacédo poder ser percussora do cancer, ela pode também ser
promovida pelo cancer. Muitas das massas malignas iniciam um processo inflamatorio,
promovendo um microambiente com mediadores inflamatérios. A presenca de
mediadores atrai mais células inflamatérias para o local. Essas células liberam mais
mediadores que ajudam no crescimento da massa, promovendo a evolu¢do do cancer.
Dessa forma, um ciclo vicioso é iniciado onde o cancer promove a inflamacédo e a
inflamacédo promove o cancer.”

Em outros casos, a resposta inflamatéria pode ser iniciada pelo tratamento.
Quimioterapia e a radioterapia causam a morte de muitas células cancerigenas e
saudaveis. A presenca de células mortas ativa uma resposta inflamatoria que pode ser
benéfica, fomentando uma resposta imune antitumoral, ou promover o crescimento do
tumor.

Em resumo, o papel da inflamacdo no desenvolvimento do cancer é complexo e
muitas vezes contraditorio. Em alguns casos tem acao proé-cancer e em outros, anti-
cancer. Em vista da intima correlacdo entre inflamacdo e cancer, a modulacdo dos
mecanismos inflamatérios é uma estratégia interessante para prevenir e tratar o cancer.’?

Algumas rotas inflamatorias citadas aqui sdo especialmente interessantes, como a
rota que envolve o receptor P2X7 e a rota que envolve tirosinas quinases. O receptor
P2X7 possui um papel ambiguo. O P2X7R expresso em células dendriticas ajuda na
apresentacao de antigenos tumorais aos linfécitos T, promovendo sua diferenciagéo.
Antagonicamente, o P2X7R pode estimular a angiogénese" quando ativado pelo ATP
liberado pelo tumor.”

A tirosina quinase pode ser considerada um alvo com dupla acao, pois além de estar
envolvida na progressdo da inflamacéo, esta proteina esta envolvida na regulacdo do

processo de divisdo e proliferacéo celular.’”

w Angiogénese: mecanismo de crescimento de novos vasos sanguineos a partir dos ja existentes.
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Apenas 2018, o investimento do Ministério da Salde em ac¢bes para o controle e
tratamento do cancer foi de cerca de R$ 3,8 bilhGes de reais (Tabela 6).”°> Portanto, o
tratamento desta doenca apresenta um elevado custo para o sistema de saude brasileiro
e, como os dados mostram, a tendéncia € aumentar. Além disso, os farmacos disponiveis
no mercado para o tratamento do cancer sdo extremamente agressivos as células
benignas, passiveis de formacgéo de resisténcia e sdo custosos. Tendo em vista esse
cenario, faz-se necessaria a implantacéo de politicas de prevencéo capazes de reduzir
0s gastos com o tratamento dessa doenca. Em paralelo, novos farmacos que tenham
menos efeitos colaterais (mais seletivos), mais eficientes e acessiveis para terapia,

devem ser desenvolvidos.

Tabela 6 - Estimativa de gastos federais com servicos oncologicos nos anos de 1999,
2009 e 201876

Tipo de servico 1999 2009 2017
or?cl;g:g%ﬁ R R$87 mihdes  R$ 172,81 milhdes  R$ 929 milhdes
Radioterapia R$ 77 milhdes R$ 163,72 milhGes R$ 453 milhdes
Quimioterapia R$ 306 milhdes R$m1”ﬁ§§é4l R$ 2,474 bilhdes
lodoterapia R$ 0,048 milhdo R$ 4,15 milhdes R$ 4,62 milhdes
Total R$ 470,5 milhbes R$ 1,6 bilhdo R$ 3,86 bilhdes

1.1.6. Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas, também chamada de tripanossomiase americana ou
esquizotripanose € uma enfermidade ocasionada pela infeccdo humana pelo parasita
protozoario Tripanossoma cruzi. A principal via de transmissédo do protozoario € através

dos vetores triatomineos, insetos hemat6fagos popularmente conhecidos como barbeiros
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ou bicudos. Essa antropozoonoze* leva o nome do médico que a descobriu, Carlos
Ribeiro Justiniano das Chagas.”’

Considerada endémica em 20 paises da Ameérica Latina, a Doenca de Chagas
representa um grande desafio para a saude publica do pais e do mundo, afetando,
majoritariamente, uma populacdo economicamente vulneravel e com pouco acesso ao
sistema de salde. Por esse e outros motivos, a tripanossomiase americana faz parte de
um conjunto de 19 doencas denominado doencas tropicais negligenciadas.”® De acordo
com a organizacdo mundial de saude, este termo refere-se a doencas como malaria,
doenca do sono, leishmaniose, dengue, entre outras que recebem investimentos
reduzidos em pesquisa para o desenvolvimento de tratamentos e meios de prevencéo,
apesar de incapacitarem e matarem milhdes de pessoas.”® Isso porque, S&o
consideradas doencas ndo-rentaveis para a industria farmacéutica em razéo do perfil
populacional afetado.®

A falta de controle e tratamento tem acarretado epidemias ao redor do globo, néao
apenas em paises endémicos. Com a globalizacdo e aumento de movimentos
migratorios, paises que antes ndo eram afetados (EUA, Canada e alguns paises da
Europa) agora sofrem os danos econémicos e sociais causados por essas doencas.?!
Em 2013, o custo relacionado com a Doenca de Chagas no mundo foi estimado entre 4-
11 bilhdes de ddlares por ano, incluindo os custos relacionados com perda de
produtividade do individuo afetado.®?

O curso clinico da doenca de Chagas é caracterizado por uma fase aguda curta e
uma fase cronica, responsavel por 90% das mortalidades (Esquema 2).83

A fase aguda (fase inicial da infec¢do), na maioria dos casos, € assintomatica e dura
em média de 4 - 8 semanas, sendo que a parasitemia reduz, substancialmente, apds 90
dias. Os individuos sintoméaticos podem apresentar os seguintes sintomas na fase aguda:
febre persistente, inflamacéo no local de inoculacéo (chagoma de inoculacéo), edema de

palpebra unilateral (sinal de Romafa), linfadenopatia (alteracdo no tamanho dos

x Antropozoonoze: doenca priméria de animais e que pode ser transmitida aos humanos.
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linfonodos) e hepatoesplenomegalia (aumento do figado e do baco).8* Casos severos da
fase aguda acontecem em apenas 1-5% dos pacientes e seus sintomas incluem

inflamac&o do miocardio, da meninge e/ou do cérebro.

|Doenga de Chagas’

Infeccéo

|

[ Fase aguda ]

1

Sintomatica Assintomatica

| |

[ Fase o|r6nica ]
l l

[Indeterminada ]_>[ Determinada ]
|

Cardiaca Digestiva  Cardiodigestiva

Esquema 2 - Fases clinicas e estagios da Doenca de Chagas®?

Mesmo sem o0 uso de medicamentos, a fase aguda € resolvida espontaneamente.
ApoOs a resolucdo dessa fase, os individuos infectados entram na fase cronica que é
dividida em duas formas. A forma indeterminada, caracterizada pela auséncia de
manifestagdes clinicas, ocorre em 60-70% dos infectados, podendo evoluir para a forma
determinada da doenca apds 10-30 anos da infeccdo inicial.®®

A forma determinada é caracterizada por manifestagbes cardiacas e/ou digestivas
(Esquema 2). A cardiopatia € a manifestacdo mais comum e mortal da doenga,
apresentando sintomas tais como: arritimia, dilatacdo ventricular, tromboembolismo e
insuficiéncia cardiaca.®® Um aspecto em comum nas duas fases, aguda e cronica, é o

aparecimento de uma intensa resposta inflamatoria.
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Um dos grandes desafios do controle e tratamento da Doenga de Chagas € o
diagnéstico. Estima-se que menos de 10% dos infectados recebem o diagndstico
correto.®” Por esse motivo, as estimativas de individuos infectados sdo imprecisas e
subnotificadas, dificultando o planejamento do combate a doenca. A Organizacao
Mundial de Saude (OMS) estima que cerca de 7-8 milhdes de pessoas no mundo tenham
esta doenca (sintomatica ou ndo), a qual constitui-se na causa de uma meédia de 12 mil
mortes por ano.®®

Ja de acordo com as estimativas da Fiocruz, s6 nas Américas existem 12 milhdes de
portadores da doenca em seu estagio cronico.®® Segundo o ministério de salde, sédo
estimados entre 1,9 milhdes a 4,6 milhdes de portadores cronicos no Brasil.® A faixa
ampla demonstra a incerteza dos dados, uma vez que apenas 0s casos agudos sao de
notificacdo compulsoria e que ndo ha dados sistematicos relativos a prevaléncia da
doenca. Além disso, a fase aguda onde os protozodrios estdo em maior quantidade e sua
deteccdo laboratorial é mais facil €, na maioria dos casos, assintomatica ou 0os sintomas
sdo parecidos com doencas virais, dificultando seu diagnéstico correto.%!

Apesar de ainda haver grandes desafios a serem enfrentados, os niumeros de casos
da doenca em sua forma aguda reduziram drasticamente. Essa reducdo é em parte
consequéncia de politicas e cuidados com relagdo a transmissdo por sangue como:
transfusdo de sangue, transplante de 6rgdos e transmissdo congénita
(transplacentaria).®? Vale ressaltar que a transmissdo do parasita por sangue é uma
forma secundaria de transmisséo, assim como a transmissao por consumo de comida ou
agua contaminada (transmisséo oral)®® e acidentes laboratoriais® Além disso, politicas
de combate ao parasita e a substituicdo de casas de barro por de alvenaria, reduzindo a
proliferacdo do barbeiro, sdo outras causas para a reducdo dos casos da Doenca de
Chagas.

Acredita-se que a resposta inflamatoria € crucial para manter os parasitas em
controle. O T. cruzi, ao entrar na corrente sanguinea, é reconhecido por células
imunoldgicas residentes,®® desencadeando a liberacédo de substancias pré-inflamatérias
como citocinas e quimiocinas.® Esses compostos iniciam o recrutamento de macroéfagos,
neutrofilos e células exterminadoras naturais. A posterior invasao e destruicédo de células

pela multiplicagdo parasitaria, aumenta a infiltracdo celular e consequentemente a

53



inflamac&o. Entretanto, o parasita é capaz de modular alguns aspectos da resposta
inflamatéria a seu favor.®” Por exemplo, ao serem fagocitados por macréfagos, os
protozoarios sdo capazes de escapar do fagolisossoma para o citoplasma e se replicar.%®
Também séo capazes de interferir na producdo de citocinas pro-inflamatoérias e anti-
inflamatérias (IL-10 e TGF-B).*°

A auséncia ou diminuicdo da resposta inflamatoéria acarreta na replicacdo excessiva
do parasita e posteriormente, a morte do hospedeiro. Por outro lado, uma reagcéo imune
excessiva leva a danos irreparaveis nos tecidos e consequentemente a morte do
individuo.'® Logo, deve haver uma regulacdo minuciosa da resposta inflamatéria,
permitindo o controle parasitario, sem a destruicdo tecidual. Nos seres humanos, esse
balanco pode ser alcancado. Entretanto, ele é atingindo de forma que a eliminacdo do
parasita € impossivel. Quando o sistema imunoldgico consegue controlar a parasitemia,
a doenca passa de sua fase aguda, para a cronica. Na maioria dos casos, esse controle
conduz a doenga para a forma indeterminada da fase cronica.®® Todavia, em alguns
individuos, a forma determinada da doenca se instaura como consequéncia de dois
fatores: inflamacéo crénica gerada pelo parasita e a presenca parasitaria persistente.
Esses dois fatores promovem mecanismos de lesdo tecidual progressiva.'®? Portanto, o
controle da resposta inflamatéria e a modulacao da liberacéo (induzida pelo parasita) de
citocinas e quimiocinas € imprescindivel para evitar a progressdo e mitigar os danos
causados pela Doenca de Chagas.

Os Unicos tratamentos disponiveis para essa doenc¢a sdo 0s compostos benzonidazol
18 (Rochagan®) e o nifurtimox 19 (Lampit®). Contudo, s6 o benznidazol é liberado no
Brasil (Figura 10). Estes compostos estdo no mercado ha mais de 50 anos e apesar do
grande impacto que esta doenca tem sobre o sistema de salde e qualidade de vida da
populacdo, nenhum outro composto foi colocado no mercado desde entdo. Essas
terapias estdo desatualizadas pois sdo mais eficazes contra as formas tripomastigota e
amastigota durante a fase aguda da doenca, sendo que, atualmente, prevalecem os
casos crbnicos da doenca. Além disso, 0s compostos apresentam alta toxicidade e por
isso ndo podem ser utilizados em gravidas, e requerem tratamentos longos (30-60

dias).1%® Alguns efeitos colaterais sdo: vomito, dor abdominal, insdnia e neuropatia

54



periférica, entre outros. Entretanto, esses farmacos ainda sdo os Unicos meios de

tratamento tanto na fase aguda, quanto na crénica.%
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Figura 10 - Estrutura do Benznidazol (18) e do Nifurtimox (19)

O T. cruzi tem um ciclo biolégico complexo com diferentes variacdes morfologicas e
funcionais (replicativas, nao-replicativas e infectantes). As formas replicativas séo:
epimastigotas (presente no hospedeiro invertebrado) e amastigotas (presente no
hospedeiro verterbrado). A forma néo-replicativa € a tripomastigota sanguinea, enquanto
gue a forma infectante é a tripomastigota metaciclica.

O ciclo inicia-se quando o vetor invertebrado, como o barbeiro, € contaminado ao se
alimentar do sangue de um hospedeiro vertebrado infectado, como o ser humano. Na
corrente sanguinea desse hospedeiro, encontra-se a forma tripomastigota ndo-replicativa
(Figura 11). Durante a fase no hospedeiro invertebrado, a forma tripomastigota se
diferencia em epimastigota no intestino médio do inseto hospedeiro.l% A forma
epimastigota € capaz de realizar divisGes celulares (forma replicativa), mantendo o inseto
infectado. Ao chegar na parte final do intestino, ha uma nova diferenciacdo através de
um processo conhecido como metaciclogénese. Nesse processo, a forma epimastigota
transforma-se na forma infectante do protozoario o tripomastigota metaciclo, que é
liberada pelo inseto através das fezes.1% A infeccdo do hospedeiro vertebrado ocorre
apenas quando as fezes contaminadas entram em contato com a mucosa ou ferimentos
na pele (ex.: picada do inseto).

Uma vez na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas
invadem as células presentes no local de inoculagdo, como os macroéfagos, fibroblastos
e células epiteliais. Essa invasdo ocorre em duas etapas: a adeséao e a internalizacéo.1%’

Substancias presentes na superficie do parasita se ligam a receptores de membrana
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especificos (ex.: tirosina quinase C - TrkC) das células imunoldgicas do hospedeiro,
favorecendo a adesdo do invasor. A ades&o inicia um processo de sinalizagdo em
cascata que culmina na invaginacdo da membrana plasmatica e, posterior internalizacéo
do parasita.'% Em seguida, o protozoario se diferencia na forma amastigota. Essa forma
€ capaz de se dividir por divisdo binaria, aumentando o numero de parasitas no
citoplasma.l Apds a divisdo, as formas amastigotas se diferenciam novamente na forma
tripomastigota, sendo liberadas novamente na corrente sanguinea logo apoés ruptura da
célula hospedeira.

Devido a alta motilidade da forma tripomastigota, o protozoario, ao ser liberado pode
atingir todos os tecidos do hospedeiro, invadindo outros tipos celulares (Figura 11).11°

Conhecer o ciclo de vida do parasita, principalmente os mecanismos de invaséo e
permanéncia no hospedeiro vertebrado, € crucial para o desenvolvimento de novos
farmacos capazes de eliminar completamente o parasita sem incapacitar ou matar o
hospedeiro. Considerando o escopo desse trabalho, a influéncia da inflamacdo na
progressdo da Doenca de Chagas e a importancia do receptor P2X7 e das tirosinas
guinases em diversos processo regulatérios e inflamatorios, daremos um enfoque maior

nas vias de modulag&o que envolvem o P2X7R e tirosinas quinases.

56



(- N N R )
2 No trato intestinal, o parasita passa para
a forma epimastigota, realiza divisdo
binaria e retorna para a forma

3 Forma tripomastigota
tripomastigota
metaciclica nas 04_ %4_ ‘4_ q
fezes \ / / J

1 O inseto retira sangue do
hospedeiro contendo o
parasita na forma
tripomastigota

kd

4 Entra na corrente

sanguinea pelo Y
local da picada e p N
invade a célula 5  Apos invasio celular, o parasita

transforma-se na forma amastigota,

realiza divisdo binaria, retorna a forma
tripomastigota e ¢é liberado na corrente
sanguinea
9--e-£5-9
. _ . . J/

Figura 11 - Ciclo de vida do Trypanossoma cruzi

Como ja mencionado, o protozoario T. cruzi € capaz de interferir em rotas
inflamatorias de forma a favorecer sua proliferacdo, através da inducéo da producéo de
citocinas, por exemplo. Todavia, as formas como esse parasita altera o processo natural
ainda nao sao completamente conhecidas.

O protozoario pode enganar o sistema de defesa do corpo de diferentes formas, como
por exemplo, através do reconhecimento e sinalizagcdo celular.!'* O T. cruzi libera

substancias que, ao interagirem com receptores de membrana do hospedeiro,

57



desencadeiam cascatas de sinalizacdo, permitindo a entrada do parasita na célula.l*?
Essa artimanha é essencial para garantir a sobrevivéncia e proliferagdo do T. cruzi, uma
vez que ele é um parasita intracelular obrigatorio. Em raz&o disso, tirosinas quinases sao
provaveis alvos moleculares no desenvolvimento de farmacos tripanocidas.!3

Uma revisdo realizada por Souza e colaboradores,'%® resume os diferentes tipos de
receptores envolvidos no processo de adeséo e internalizacédo do protozoario, tais como
receptores semelhantes a Toll e tirosinas quinases.!'4

Sabe-se que a forma tripomastigota do T. cruzi libera enzimas chamadas de ecto-
NTPDases (Ecto-Nucleoside Triphosphate Diphosphohydrolase), capazes de hidrolisar
ATP extracelular.''> Adicionalmente, os receptores purinérgicos sdo ativados pela
presenca de nucleotideos, como ATP, no meio extracelular. Dessa forma, o parasita pode
modular a resposta inflamatoria e imune do hospedeiro modificando a concentracdo de
ATP extracelular (molécula considerada sinalizadora de perigo), através da liberacéo
dessas enzimas.

Portanto, os receptores purinérgicos, incluindo o P2X7R, podem ser alvos
moleculares promissores, porquanto sdo pecas cruciais na regulacdo de mediadores pro

e anti-inflamatorios.118

1.2. Receptores purinérgicos

Descritos pela primeira vez em 1976 por Burnstock, os receptores purinérgicos de
membrana sao ativados na presenca de nucleotideos e nucleosideos. Estas moléculas
podem atuar como sinalizadores purinérgicos no meio extracelular.''” Os
purinoreceptores sdo expressos em quase todos os tipos celulares e participam de
processos fisiolégicos importantes como: secrecao exocrina e enddcrina, resposta imune,
agregacado plaquetéaria, vasodilatacdo endotelial, cicatrizacdo, proliferacdo celular,
inflamacédo e secrecdo de citocinas,''® e, em processos patolégicos, tais como: artrite
reumatoide, disfungdo do trato urinario, esclerose lateral amiotrofica (ELA), diabetes e
cancer.11?

Dois anos depois, os receptores purinérgicos foram divididos em duas familias:

aqueles que tém a adenosina como agonista foram denominados P1 e os que eram
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ativados por ATP, ADP e algumas pirimidinas P2. A familia P1 tem, atualmente, 4
subtipos de receptores identificados e clonados, sdo eles: A1, A2a, A2s, As. Todos 0s
membros desta familia sdo chamados de receptores metabotropicos,Y ou seja, estédo
ligados a proteina G.

J4 a familia P2 é subdividida quanto a sua farmacologia, estrutura molecular e
mecanismo de acdo em dois grandes grupos P2YR e P2XR. O grupo de receptores P2Y,
subdividido em oito subtipos (P2Y1R, P2Y2R, P2Y4R, P2Y6R, P2Y1ll1R, P2Y12R,
P2Y13R e P2Y14R), é metabotrépico e pode ser ativado na presenca de ATP e outros
nucleotideos como ADP, UTP, UDP e UDP-glicose. Os receptores P2X sdo ativados
apenas por ATP e séo descritos sete subtipos (P2X1-7R).120

Os P2XR séo proteinas de membrana que atuam como canais iénicos, promovendo
uma troca ndo seletiva de cations (Na*, K*, Mg?* e Ca?*) entre o meio extracelular e o
meio intracelular, quando ativados por ATP.1?! O mecanismo de abertura do poro
consiste em 3 etapas: ligacdo do agonista (ATP), a propagacédo do sinal com seguinte
mudanca conformacional e a abertura do canal (Esquema 3). O receptor, ao interagir
com seu agonista, neste caso, com 2 a 3 moléculas de ATP, sofre mudancas alostéricas
gue se propagam por toda sua estrutura. Como resultado, abre-se um canal seletivo
transmembranar que permite a passagem de ions mono e divalentes. Apds 0 processo
de ativacdo, ocorre uma fase lenta de dessensibilizacao e, por fim, uma fase rapida de

decaimento da corrente apés a saida do ATP do sitio de ligacédo.'??

¥ Receptores metabotrépicos: sdo uma sub-classe de receptores de membrana que ndo formam um
canal ibnico, mas usam mecanismos de transducéo de sinal, na maioria dos casos proteinas G, para ativar

uma série de eventos intracelulares usando mensageiros quimicos secundarios.
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Esquema 3 - Representacdo do mecanismo de ativagao dos receptores P2X

Alguns P2XR, como P2X2R, P2X4R e o P2X7R, quando ativados por periodos
prolongados de exposicdo e/ou concentracdo maior de ATP, sdo capazes de abrir um
canal transmembranar permeével as moléculas hidrofilicas entre 314 Da e 900 Da. Ja
outros P2XR, sobre exposicao prolongada de ATP, fecham o canal por consequéncia da
dessensibilizacdo do receptor. O mecanismo detalhado de abertura do poro € descrito

por Kawate.1?% 123

1.2.1. Receptor P2X7 (P2X7R)

O receptor P2X7 faz parte da familia P2X. Ele se diferencia em alguns aspectos dos
outros membros desta familia. Em termos de sua estrutura, o P2X7R é o membro com
maior nimero de aminoacidos, 595. Este receptor é composto basicamente de um
terminal amino citoplasmatico (aminoacidos 1-25), constituido de residuos de
aminoécidos relacionados com a seletividade e regulacdo do canal ibnico e'?* de duas
regides transmembrana altamente hidrofébicas a TM1 (aminoacidos 26-46) e a TM2
(aminoacidos 335-355). Apresenta também, uma regido de loop extracelular
(aminoécidos 47-334) que é a regido de interacdo com o agonista ATP e de um terminal
carboxilico intracelular rico em cisteina (aminoacidos 356-595). Esse terminal é

constituido de 239 aminoacidos, o mais longo entre os receptores da familia P2X, e esta
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envolvido na maioria das fungdes relacionadas ao P2X7R, como ativagdo de vias de
sinalizacéo e interacdo proteina-proteina.l?®

Outra caracteristica Unica do P2X7R € sua baixa sensibilidade ao ATP 20 (agonista?
natural), em relacdo aos outros membros da familia. O ECso (concentracdo que produz
metade do efeito maximo) obtido para 0 P2X7R em diversos trabalhos se encontra na
faixa de 100 pM-2,5 mM, dependendo da espécie.?® Um outro agonista conhecido é o
composto sintético 2,3-O-(4-benzoilbenzoil)-ATP, o BzATP 21. Em receptores de
camundongo e humano, este ligante é cerca de 10 vezes mais potente que o ligante
natural (Figura 12). Um aspecto interessante deste receptor é que ele pode ser ativado
em 2 estagios. Em concentracdes nanomolares de ATP extracelular um canal ibnico de
baixa condutancia seletivo é aberto, permitindo a passagem preferencial de ions mono e
divalentes.'?” J& em concentracdes na ordem de submicromolar e milimolar por tempo
prolongado, o P2X7R forma um poro (canal idnico de alta condutancia) nao seletivo de
membrana que possibilita a passagem de moléculas até 900 Da, como corantes (Amarelo
de Luficer, Brometo de Etideo, YO-PRO®.128
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Figura 12 - Agonista natural e sintético do P2X7R

z Agonista: substancia capaz de ligar-se a um receptor celular e ativa-lo.
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O P2X7R é expresso em variados tipos de celulares, tais como células oculares,*?°
osseas,’®® musculares,’®' exdcrinas,'®? entre outras. Entretanto, este receptor é,
predominantemente, expresso em células de linhagem hematopoiética (presente em
células tanto do sistema imune inato como do adaptativo: macréfagos,t3® basdéfilos,
neutréfilos, linfécitos T entre outros.'3* Como resultado de sua ampla distribuicédo, o
P2X7R estd associado a diversos eventos fisiolégicos como: proliferagédo celular,3®
migracdo e invasdo celular,'®® morte celular, neurotransmisséo!®’ e processos
inflamatérios.'*® Portanto, a desregulacdo (superexpressdo ou superativacdo) deste
receptor estd relacionada com diversas patofisiologias, podendo gerar resultados
benéficos ou maléficos.

Por estar presente, majoritariamente, em células do sistema imune, o papel que o
P2X7R exerce sobre o desenvolvimento e manutencéo do processo inflamatorio € o mais
estudado atualmente. Este interesse € explicado pela importdncia do processo
inflamatério no desenvolvimento de outras patologias tais como, doencas
neurodegenerativas, cancer, doencas inflamatorias crénicas, doengas parasitorias, entre
outras (Figura 13). As funcdes que o P2X7R exerce sobre estas patologias podem ser
encontradas em diversos artigos na literatura.119¢.13°

A auséncia do receptor P2X7 altera o funcionamento imune da célula, como
constatado em um estudo realizado por Labasi e seu grupo. Em um modelo de murino
com artrite, os animais com deficiéncia deste receptor, apresentaram reducdo da

incidéncia e severidade da doencga.4°
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Figura 13 - P2X7R como possivel alvo terapéutico para diversas doencas

O ATP extracelular, agonista do P2X7R, é considerado um padrdo molecular
associado a danos (DAMP). Esta molécula, comumente encontrada no meio intracelular
em concentracdes na ordem de 5-10 mmol/L, é liberada ao meio extracelular apos algum
tipo de estresse ou lesdo celular, gerando um sinal de alerta. Por isso, ao redor de locais
de inflamagéo, o ATP encontra-se em altas concentragdes. Por exemplo, na vizinhanga
de células danificadas a concentracdo de ATP extracelular pode chegar a 0,125 - 5
mM.141 J4& na microvizinhanca de tumores, sdo encontrados niveis de até 0,700 mM.4?
Uma das teorias do porqué o P2X7R s0 ser ativado em concentracdes mais altas do que
os outros membros da familia, esta relacionada com seu papel crucial na morte celular e
processo inflamatdério.

Fisiologicamente, a liberagdo do ATP intracelular para o meio extracelular pode
ocorrer a partir de células necréticas, sob estresse ou por danos a membrana
plasmatica.*® Nesses casos, o ATP alcanca o meio extracelular devido a ruptura da
membrana, o que ocasiona a liberacdo de uma grande quantidade de nucleotideos de
forma nado-especifica. A liberacdo de ATP pode ocorrer também sem lise celular, por
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exemplo, quando ocorre exocitose vesicular, através de transportadores de membrana
como os transportadores ABC, e por canais idGnicos como as pannexinas, possivelmente
0 P2X7R, entre outros.'43

Tendo em vista a importancia do P2X7R no controle de diversos processos
fisioldgicos e sua atuacéo no desenvolvimento de diversas patologias, muitas industrias
farmacéuticas (ex.: Roche, Actelion Pharmaceutica, Pfizer e AstraZeneca) tém
empreendido esforcos na busca por antagonistas do receptor P2X7R. Uma revisao
publicada em 2017 por Park e Kim, relne patentes de antagonistas® do P2X7R de 2010
até 2015.14 Apesar de existirem diversos antagonistas seletivos, com acao in vitro e in
Vivo, a maioria destes ndo possui acéo terapéutica efetiva em humanos, os compostos
CE-224535 22 da Pfzier e AZD9056 23 da AstraZeneca, falharam na fase Il e lll,
respectivamente (Figura 14).1%° Apesar do contratempo, inimeras moléculas de
diferentes classes ainda se encontram em fases de desenvolvimento e testes clinicos.
Entretanto, ndo h& ainda nenhum antagonista do P2X7R disponivel no mercado para
ensaios terapéuticos, apenas para testes biolégicos pré-clinicos.'*® Sendo assim, o
desenvolvimento de novos farmacos que tenham como alvo o P2X7R é de elevada

relevancia no momento.

O

HCI
H
N/\/\O N._~_OH
A OH
Q\/ \ﬂ/ i o) cl
22 CE-224535 23 AZD9056

Figura 14 - Estrutura quimica de antagonistas do P2X7R

aa Antagonistas: moléculas que inibem a resposta biol6gica induzida por um agonista.
64



1.3. Tirosina Quinase

As tirosinas quinases (TQ ou TK, do inglés Tyrosine Kinase) fazem parte de uma
familia de enzimas chamadas proteinas quinases (PK, do inglés Protein Kinase). Essas
enzimas catalisam a transferéncia de um grupamento fosfato do ATP, para residuos de
aminoacidos presentes em diferentes substratos.'*” A fosforilacdo® transforma a
estrutura do peptideo, modificando a funcdo ou atividade da proteina-alvo. E um
mecanismo essencial que permite a transmissao de sinais intra e extracelulares através
da célula e para o nacleo. Dessa forma, as proteinas quinases medeiam inumeras
cascatas de sinalizacdo, regulando processos fisioldégicos cruciais, como: divisdo
celular,*® metabolismo,*° sobrevivéncia celular,> apoptose,!®! transcricdo,'>? entre
outros.

Portanto, a desregulagcdo da fosforilacdo altera o funcionamento celular. Essas
mudancas patolégicas dentro da célula podem resultar no aparecimento de doencas,*%3
tais como: cancer,® artrite reumatoide!®® e doencas neurodegenerativas.®® Por isso, as
proteinas quinases quinases sao consideradas alvos terapéuticos promissores.

Atualmente, sdo descritas 518 proteinas quinases humanas classificadas de acordo
com o aminoacido que é fosforilado. Quando a fosforilagdo ocorre em residuos de
treonina ou serina, a proteina quinase € chamada de proteina serina-treonina quinase
(PSTK em inglés). Ja aquelas que fosforilam residuos de tirosina de substratos
(Esquema 4) sdo chamadas de proteina tirosina quinase (PTK em inglés).*>” A tirosina
quinase retira um fosfato do ATP, autofosforilando-se. Em seguida, transfere o fosfato

para o substrato contendo um residuo de tirosina (Esquema 4)

bb Fosforilagdo: adicdo de um grupo fosfato (PO4) a uma proteina ou outra molécula.
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Esquema 4 - Fosforilacdo do residuo de tirosina (Y) pela tirosina quinase (TK)

As tirosinas quinases ainda podem ser subclassificadas de acordo com sua
organizacdo e localizacdo celular em: tirosinas quinases receptoras (RTKs, do inglés
Receptor Tyrosine Kinase) e tirosinas quinases nao-receptoras (NRTKs, do inglés Non-
Receptor Tyrosine Kinase). Dentre as 90 TKs conhecidas, 58 sdo RTK, divididas em 19
subfamilias de acordo com o dominio quinase e 32 sé@o do tipo NRTK, divididas em 10

subfamiias (Tabela 7).1%8

Tabela 7 - Familia das tirosinas quinases

Familia das tirosinas quinases

Tirosinas quinases receptoras Tirosinas quinases ndo-receptoras

ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase);

DDR (Discoidin Domain Receptor); EGFR _
ABL (The Abelson Kinase); ACK

(Activated Cdc42 Kinases); CSK (C-
terminal SRC Kinases); FAK (Focal
Adhesion Kinase); FES (Feline
Sarcoma); JAK (Just Another Kinase);
SYK (Spleen Tyrosine Kinase); TEC
(Tyrosine Kinase Expressed in

(Epidermal Growth Factor Receptor);
EPH (Ephrin Receptor); FGFR
(Fibroblast Growth Factor Receptor);
INSR (Insuline Receptor); MUSK
(Muscle-Specific Kinase); PDGFR
(Platelet-Derived Growth Factor); PTK7

(Protein Tyrosine Kinase 7); ROR :
Hepatocellular Carcinoma); FRK (Fyn-

(Receptor Tyrosine Kinase-like Orphan i
Related Kinase); SRC

Receptor); RYK (Receptor Like Tyrosine
Kinase); TIE (Tyrosine Kinase with

66



Immunoglobulin-like and EGF-Like
Domains); TRK (Tropomyosin Receptor
Kinase); VEGFR (Vascular Endothelial

Growth Factor Receptor); AATYK

(Apoptosis-Associated Tyrosine Kinase);
RET; ROS; AXL; MET

1.3.1. Tirosinas quinases receptoras (RTKSs)

As tirosinas quinases receptoras sdo componentes cruciais de rotas de sinalizacao
celular, realizando a transducédo de sinais®® extracelulares para o citoplasma. Mediando
assim, a comunicacdo intercelular e diversos processos biolégicos desde do
desenvolvimento embrionario até a vida adulta. Apesar de existirem, até o momento, 58
tipos diferentes de tirosinas quinases receptoras humanas, todas compartilham de uma
estrutura basica composta de um dominio ligante extracelular (N-Terminal), uma hélice
transmembrana e um dominio intracelular (C-Terminal), além das caracteristicas
especificas de cada familia (Figura 15).1%°

O primeiro dominio recebe o sinal de ativacéo através da interagdo com um ligante
(L), o transmembranar conecta o extracelular com o citoplasmético e o ultimo, possui
atividade quinase retirando um fosfato do ATP e fosforilando, seletivamente, residuos de

tirosina de diferentes substratos (Esquema 4).

« Transducdo de sinal: Conversio de um tipo de sinal ou estimulo (fisico ou quimico) em um outro, com
0 objetivo de transferir informacdes.
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Figura 15 - Estrutura basica dos receptores tirosina quinase e caracteristicas

especificas de algumas familiast>®

As tirosinas quinases receptoras sdo ativadas quando ligantes especificos interagem
com o dominio extracelular. A interacdo ligante-receptor induz a dimerizacdo ou
oligomerizacéo do receptor, ativando-0.1%° A fosforilacédo da proteina pode, entéo, ocorrer
indiretamente por meio de uma proteina adaptadora (Figura 16 Al) ou diretamente
(Figura 16 A2). A fosforilagdo da proteina sinalizadora inicia uma cascata de sinalizagéo,

gerando uma resposta celular.6?
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Figura 16 - Mecanismo de ativacéao fisiolégica e oncogénical6:

Por serem altamente reguladas, estarem envolvidas na regulacdo de todo o ciclo de
vida celular e funcionarem como receptoras de fatores de crescimento, muitas das RTKs
estdo correlacionadas com o desenvolvimento e progressao de varios tipos de cancer.
Estudos genbmicos identificaram o envolvimento de diferentes subfamilias de tirosinas
guinases receptoras na progressao do cancer, como:. EGFR, VEGFR, PDGFR, MET,
entre outros.16?

As RTKs podem ser ativadas indevidamente, ou por processos de mutagdao que
alteram o funcionamento da proteina fazendo com que ela fosforile sem a presenca do
ligante (Figura 16 B), ou por superexpressdo do receptor ou de seu ligante
correspondente (Figura 16 C). A superexpressao das RTKs € ocasionada normalmente
pela amplificacdo gendmica que aumenta a quantidade do receptor no local. Em ambos
0s casos, had um excesso de substratos fosforilados. Este desequilibrio altera processos

importantes tais como divisdo celular e angiogénese, permitindo o desenvolvimento e
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crescimento de cancer. Por exemplo, fatores provenientes de tumores podem atuar sobre
as VEGFRs (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor) provocando uma maior
vascularizagdo do tumor, potencializando o seu crescimento.163

O descobrimento e o desenvolvimento de terapias tendo como alvo molecular as
RTKs, revolucionaram o tratamento anticancer. Atualmente, existem diversos farmacos,
no mercado ou em testes clinicos, com a¢ao anticancer tendo como alvo terapéutico as
tirosinas quinases receptoras.'4

Além de seu importante papel no desenvolvimento de cancer, as tirosinas quinases
receptoras também estdo envolvidas em processos inflamatoérios, por exemplo: O DDR,
gue € uma RTK, esté envolvido no processo de fibrogénese e é induzido localmente em
células epiteliais, inflamatérias e mesangiais,? ap6s danos mecanicos, quimicos ou
infecciosos.16°

A desregulacdo do receptor EGFR, causando anomalias em sua sinalizacéo, esta
associada ao desenvolvimento de asma e outras doencas pulmonares. Resultados
patolégicos comuns oriundos da ativacdo anormal do EGFR sdo a hiperplasia®® e
metaplasia™ de células calciformes!®® com consequente hiperproducdo e secrecdo de
mucos (inducdo da producdo de MUC5AC)” e remodelamento das vias aéreas (ex.:
espessamento da membrana basal)'®® Ademais, o nivel de expressédo da EGFR no tecido
inflamado é diretamente proporcional ao nivel de dano observado no epitélio e, também,
ao grau de severidade da asma.%°

Portanto, além de seu ja estabelecido papel em terapias anticancer, as tirosinas
guinases receptoras tém o potencial de se tornarem alvos terapéuticos no tratamento de
doencas inflamatérias ou com componente inflamatério.*"°

As principais abordagens terapéuticas envolvendo a inibicdo das RTKs s&o: o uso de
anticorpos monoclonais, ou 0 uso de pequenas moléculas inibidoras da tirosina quinase,

chamadas de tirfostinas. Os anticorpos monoclonais bloqueiam a ligacao receptor-ligante

dd Células mesangiais: células encontradas no mesangio do corpusculo renal.
¢ Hiperplasia: aumento do nimero de células em um 6rgdo ou em um tecido.
ff Metaplasia: alteracdo reversivel quando uma célula adulta, seja epitelial ou mesenquimal, é
substituida por outra de outro tipo celular.
70



uma vez que interagem com o dominio extracelular das RTKs. Diferentemente do
mecanismo de acgdo dos anticorpos monoclonais, as tirfostinas atuam no dominio
intracelular, impedindo a autofosforilacdo das RTKs, uma vez que essas moléculas

competem pelo sitio de ligacdo do ATP."?

1.3.2. Tirosinas guinases nao-receptoras (NRTKS)

Diferentemente das RTKs, as tirosinas quinases nao-receptoras (NRTKs) né&o
possuem caracteristicas de receptor, isto €, ndo possuem um dominio extracelular ligante
e um dominio transmembrana. Na realidade, elas sdo recrutadas a cascata de
sinalizacao através de interacbes com um receptor extracelular independente. Alguns
exemplos de receptores extracelulares que podem recrutar as NRTKs sdo: as proprias
RTKs mencionadas na se¢ao anterior, 0s receptores acoplados a proteina G e diferentes
receptores do sistema imune.'’2 Ou seja, essas proteinas podem funcionar iniciando uma
cascata de sinalizacdo e, em outros casos, como um elemento para amplificar um
estimulo inicial em uma via de sinalizacao.

As proteinas nao-receptoras podem ser encontradas livres no citoplasma ou
ancoradas na membrana celular por via de modificagdes amino-terminais como a
palmitoilacédo.l”® A familia das NRTKs é agrupada em 9 subfamilias de acordo com as
similaridades estruturais de seus dominios (Tabela 7). Esses dominios, como ocorre em
proteinas sinalizadoras, séo reunidos em uma so estrutura através de uma sequéncia de
aminoacidos conectores, ndo possuindo funcdo separadamente. Além do dominio
guinase (catalitico) que todos os integrantes possuem, as subfamilias apresentam outros
dominios bastante diversificados. Dependendo da subfamilia, as NRTKs podem
apresentar dominios sinalizadores adicionais e/ou dominios que medeiam a interacao
proteina-proteina, proteina-lipidios ou proteina-DNA, tais como SH2, SHs e PH (dominio

de homologia com a pleckstrina, do inglés Pleckstrin Homology) (Figura 17 A).174
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A) Representagao da Proteina SRC desnovelada

Palmitoilagéo Sequéncia de aminoacidos conectores

‘ ! Cauda C-Terminal

Cauda N-Terminal .Tyr-527

SH, SH; dominio quinase

B) Tirosina quinase SRC inativada e ativada

Lobo N

Loop de ativagao

Desfosforilagdao do - )

Lobo C residuo Tyr-527

Tyr-527

Figura 17 - Representacao da tirosina quinase nao-receptora SRC. A) Sequéncia
desnovelada dos dominios que compdem a proteina. B) Presenca da fosforilacdo no
residuo de tirosina 527, mantém a enzima desativada, ao ser desfosforilada, a enzima

assume conformacéo ativa e é capaz de fosforilar substratos

O dominio catalitico das NRTKs, aquele com funcdo de fosforilar, possui
aproximadamente 300 residuos de aminoacidos, parte desses residuos sdo dispostos
em 5 folhas beta e uma hélice alfa, constituindo o lobo N-terminal, enquanto que o
restante dos residuos de aminoacidos constitui o lobo C-terminal, os quais sao
organizados, majoritariamente, em hélices alfa. O ATP liga-se na cavidade existente
entre os dois lobos. O residuo de tirosina, presente no substrato, interage com os
residuos do lobo C-terminal. As NRTKs sdo mantidas em seu estado inativado por
proteinas e lipidios inibidores e/ou por auto-inibicdo intramolecular (Figura 17 B). Por
exemplo, a NRTK c-ABL é inibida pela proteina retinoblastoma. Ja como exemplo do
processo de auto-inibicdo, pode-se citar a inibicdo de NRTKs por interacdo entre os
dominios SH2 e o C-terminal fosforilado, e entre 0 dominio SH3 e 0 conector SH2-quinase,
como no caso da SRC (Figura 17 B).1"™
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A ativacdo das NRTKs é mais complexa do que a observada para as RTKs. Essas
proteinas podem ser ativadas por meio de uma variedade de sinais intracelulares que
promovem a dissociacdo entre as NRTKs e seus respectivos inibidores e pela trans-
fosforilagdo por outras quinases.’® Além disso, as NRTKs podem ser ativadas também
ao serem recrutadas por receptores transmembrana, como no caso dos receptores de
citocinas. Esses receptores, nha maioria dos casos, ndo possuem um dominio quinase e,
portanto, utilizam as tirosinas ndo-receptoras como subunidades cataliticas cruciais em
sua rota de sinalizacéo.'’” Outro exemplo é o caso da tirosina quinase receptora PDGFR.
Essa RTK, quando ativada, recruta e ativa a familia SRC que é essencial para a
propagacdo do sinal e consequentemente, para a regulacéo de diferentes processos.’®

Assim como as tirosinas quinases receptoras, as nao-receptoras sao capazes de
regular uma infinidade de respostas e processos celulares tais como a diferenciacdo e a
adesao celular, a regulacdo da expressdo de genes, a proliferacdo, a inibicdo do
crescimento celular, a apoptose, entre outros. Por exemplo, a IL-6 induz a ativacéo da
JAK que, por sua vez, fosforila o STAT (transdutor de sinal e ativador de transcricao)
ativando-0.17% A c-Abl é igualmente importante, sendo capaz de se ligar ao DNA no nucleo
e aprisionar o ciclo celular em casos de danos no DNA, levando a reparacdo ou
apoptose.'® Um outro exemplo de importancia das NRTKs na regulacdo de processos
biologicos € a acdo da FAK, a qual pode regular o processo de adesao celular e de
proliferagdo.'®!

Conforme estabelecido acima, as NRTKs possuem diferentes sistemas de regulagcéo
de suas atividades, além de serem essenciais em diferentes processos celulares. Desta
forma, tem-se que diferentes doencas podem ocorrer como resultado da falha nestes
processos regulatérios, destacando-se o cancer e as doencas de cunho inflamatdrio.
Grande parte dos esfor¢cos no desenvolvimento de terapias onde as NRTKs sdo tomadas
como alvos terapéuticos destinam-se ao combate do cancer. De fato, muitas das NRTKs
conhecidas ja foram identificadas como oncogenes (ex.: ABL, FES e Src). Além do que,
a disfuncdo da atividade sinalizadora das quinases esta associada ao crescimento de
tumores malignos.'® Na ultima década, o papel das NRTKs no desenvolvimento de
doencas autoimunes e inflamatorias tem sido estudado, devido a importancia dessas
proteinas em processos regulatérios-chave no desenvolvimento dessas doencas.!8
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Portanto, as NRTKs ndo s6 séo alvos terapéuticos importantes no desenvolvimento de
terapias anti-cancer, como sao um alvo promissor no tratamento de doencas autoimune
e inflamatorias.

Diversas formas de modulacéo da atividade das NRTKs vém sendo descobertas ao
longo dos anos. Isso porque, os papéis e os diferentes caminhos de sinalizacdo em
variados processos regulados por tirosinas quinases nao-receptoras, Como a agao no
sistema imune, no metabolismo ésseo ou no funcionamento das plaguetas, para citar
alguns, tém sido elucidados. Além disso, avang¢ou-se no conhecimento de novas NRTKs
e do papel que este tipo de proteina exerce nos processos celulares importantes para o
desenvolvimento do cancer como a proliferacéo celular, a angiogénese e a apoptose,
bem como nos processos ndo-oncogénicos. As NRTKs foram um dos primeiros fatores
identificados como reguladores do desenvolvimento de doencas autoimunes, em
consequéncia de seu papel crucial no desenvolvimento e ativacao das células B e T.
Essas células respondem a estimulagéo de citocinas via sinalizacdo mediada por NRTKs
como a JAK, a SRC, a SYK e a CSK. A hiperatividade de células B esta associada a
producdo de anticorpos auto-reativos? que contribuem para a patogénese do lupus
eritematoso sistémico e artrite reumatoide.?®>184 J4 o funcionamento desregulado de
células T pode contribuir para a patogénese da esclerose multipla e da artrite
reumatoide.l’”® As NRTKs também estdo envolvidas no desenvolvimento e progresséo
de diferentes doencas inflamatdrias de pele, tais como psoriase e dermatite atdpica. Esse
envolvimento com doencas inflamatorias é explicado pela importante contribuicdo das
NRTKSs na regulacdo de diferentes citocinas, como é explicado no artigo escrito por Page
e colaboradores.*

Visto a importancia dessas enzimas (RTKs e NRTKs) na regulacdo de diferentes
processos cruciais no corpo humano e sua correlacdo com diferentes patogéneses, a
elaboracdo de novos inibidores € uma estratégia importante no desenvolvimento de

tratamentos alternativos a terapia vigente. Essas enzimas tém sido objetos das pesquisas

99 Anticorpos auto-reativos: Sao anticorpos que reagem contra elementos do préprio corpo.
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de numerosos programas de desenvolvimento de farmacos nas indastrias farmacéuticas.
De fato, inUmeros compostos séo relatados na literatura com atividade inibitéria de RTKs
e NRTKs. Até 2019, haviam 52 pequenas-moléculas inibidoras de proteina quinase
aprovadas pela FDA (Federal Drug Administration), das quais 28 eram inibidoras de
RTKs e 11 de NRTKs. Devido a complexidade, a abundancia e a variedade dessas
enzimas, o completo entendimento da agéo das quinases na comunicacao celular ainda
€ motivo de pesquisa, e, configura um desafio para a ciéncia moderna.18®

E importante ressaltar que foram dados apenas alguns exemplos neste trabalho, pois,
embora 0s mecanismos de acao sejam muito semelhantes entre si existem diversas
RTKs e NRTKs, cada uma com seu ativador especifico e com sua propria proteina-

substrato.18°

1.3.3. Tirfostinas

A primeira mencéo de inibidores de proteinas quinases ocorreu por volta de 1980,8¢
guando se demonstrou que varios compostos naturais, como a quercetina 24, a
genisteina 25 e a erbstatina 26 (Figura 18) apresentaram atividade inibitéria frente ao
EGFR. Apesar de possuirem baixa seletividade e poténcia, estes compostos serviram

como base no design de compostos novos e mais potentes.

Compostos Naturais

: 1 G X
OH : : N
OH 24 } 26 ] — N
OH | ; G = 4-OH, 3-OH, 4-OCH;.
OH O O | N COOH AF, 4.COH
‘ COOH i X = CN, CO,H, C(=0)NH,
| 1 HO :
HO o) 3 }

Benzeno-vinilnitrilas

Figura 18 - Primeiros compostos testados como inibidores de tirosina quinase e design

de benzeno-vinilnitrilas
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Levitzki'®” e colaboradores sintetizaram diversas benzeno-vinilnitirlas que
apresentaram boa inibicdo competitiva do EGFR, (AG18 ICso = 40 uM; AG99 ICs0 = 4
MM; AG82 ICso = 3 uM) (Figura 19) e excelente seletividade.'®® Essas benzeno-
vinilnitrilas foram sintetizadas com base na estrutura da erbstatina 26 (ICso = 14 uM)*®’ e
do &cido benzilidenomalbnico 27 (Figura 18), o qual apresentou atividade inibitoria frente
a IRK (Ki = 4,84 mM) em um estudo realizado por Levitzki e colaboradores.'®® Dessa
forma, surgiu a classe de pequenas-moléculas denominada tirfostinas (do inglés,
tyrphostins - Tyrosine Phosphorylation Inhibitors). A partir dos resultados obtidos para
as tirfostinas, concluiu-se que era possivel obterem-se inibidores de tirosinas quinases
com baixissima toxicidade tanto in vitro quanto in vivo, 0 que alavancou o interesse por

esta classe de moléculas.

o}
NC. _CN
NH,
HO | o | HO
HO
HO
HO H
AG18 AG99 AG82
ICs0= 40 uM IC50= 4 uM IC50= 3 uM

Figura 19 - Exemplos de benzeno-vinilnitrilas com atividade inibitéria frente ao EGFR

No estudo de Levitzki com as benzeno-vinilnitrilas foi observado que a presenca da
dupla ligacdo era necessaria para a atividade inibitéria. Além disso, a introducao de uma
hidroxila no anel aromatico resultou em um aumento de 10-15 vezes na poténcia dos
compostos.® Posteriormente, a estrutura das moléculas foi sendo modificada para
mimetizar o ATP e aumentar sua poténcia. Na maioria dos casos, foram adicionados
nacleos quinazolinicos.

As tirfostinas podem ser separadas em trés classes: aquelas que competem com o
substrato e ndo competem com ATP, as que competem com o ATP, e as que competem
tanto com o ATP quanto com o substrato. Entretanto, grande parte dos inibidores
avaliados compete com o ATP. Apesar das similaridades estruturais dos sitios de

interagdo com ATP entre as diferentes tirosinas quinases, as pequenas diferengas
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existentes, permitem que determinados farmacos atuem em uma subclasse sem atuar
sobre toda a familia. Essa caracteristica confere seletividade as tirfostinas.'8 Acredita-
se que inibidores competitivos pelo substrato sdo mais seletivos, devido a maior
diversidade existente no dominio de interacdo com o substrato.

Desde entdo, diferentes classes de moléculas tém sido avaliadas com relacdo a sua
atividade inibitéria de tirosinas quinases, ampliando, significativamente, o universo de
tirfostinas conhecidas. Como ja menciondo, atualmente, existem diferentes tirfostinas
aprovadas para usos terapéuticos destinados aos mais diferenciados alvos, tais como:
imatinibe, cabozantinibe, fedratinibe, alectinib, entre outros. Alguns exemplos podem ser
vistos na Tabela 8.18°

A classe das tirfostinas é composta de moléculas estruturalmente bem diversas, de
forma que, no presente trabalho serdo enfatizadas as tirfostinas mais préoximas em
estrutura aquelas relatadas por Levitzki'®” no seu trabalho pioneiro (Figura 19). Essas
tirffostinas originais foram empregadas como protétipos para a sintese das moléculas
avaliadas nesta dissertagao.
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Tabela 8 - Moléculas inibidoras de tirosina quinase aprovadas pela FDA

Inibidor

Alvo molecular

Aplicacéo terapéutica

\N H/ : :NH
K/N NI =N
oy

Imatinibe \N

OMe
OMe
H H
N/| ON N\©\
O O
X"No F

Cabozantinibe

Baricitinibe g7 N\—

f @ x&fQ

Fedratlnlbe

Alectinibe

ﬁqqf

Fostamatinibe ‘ 0

P~0oH
HO

BCR-ADI

Ret; VEGFR2

JAK 1/2

JAK 2

ALK, Ret

Syk

leucemia eosinofilica
cronica, doenca
mieloproliferativa (uso
liberado em 2001)

cancer de tireoide
medular, carcinoma de

células renais (uso

liberado em 2012)

artrite reumatoide (uso
liberado em 2018)

mielofibrose (uso
liberado em 2019)

cancer de pulméo de
células ndo pequenas
(uso liberado em 2015)

trombocitopenia imune
cronica (uso liberado
em 2018)
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1.4. Acidos arilbordnicos

Compostos contendo boro, como os acidos arilborénicos, tém ganhado a devida
atencdo na quimica medicinal nas ultimas décadas. O aumento do interesse por essa
classe de moléculas é devido, em grande parte, as propriedades Unicas desse elemento.
Historicamente, os &cidos arilbordnicos sdo conhecidos apenas como intermediarios
versateis na sintese organica. Esses intermediarios facilitam a formacéo de diferentes
tipos de ligacdo através de reagées como hidroboracédo®® (C-H, C-OH), acoplamento de
Suzuki-Miyaura!®! (C-C) e acoplamento de Chan-Lam!% (C-N e C-O). Apesar da grande
importancia dos acidos bordénicos como intermediarios na sintese organica, as aplicacbes
e as potencialidades para novos usos ndo estao restritas a sintese. Ao contrario, esses
compostos podem ser empregados na quimica supramolecular, na quimica medicinal, na
medicina diagndstica, como ligantes em colunas cromatograficas ou géis de eletroforese
para analise quimica, na determinacdo do excesso enantiomérico de moléculas quirais
por ressonancia magnética nuclear, como sensores quimicos por fluorescéncia,
colorimetria, etc.

No que diz respeito a Quimica Medicinal, o potencial dos acidos borénicos foi ignorado
por muito tempo, em parte, pela conviccdo de que o boro fosse toxico. Contudo,
diferentes estudos indicam que esta concepc¢ao de que o boro é inerentemente toxico &
infundada. Na realidade, o boro é um elemento valioso para o0 emprego em Quimica
Medicinal.'®® A utilidade dos compostos de boro para a Quimica Medicinal tem sido
comprovada nas ultimas duas décadas a medida que o conhecimento sobre a quimica
dos compostos de boro avancou. Neste periodo, ficou estabelecido o papel que o boro
exerce em diversos sistemas vivos, como as plantas por exemplo, além de terem sido
publicados dados e estudos sobre a toxicidade dos compostos de boro. Finalmente, em
2005 foi aprovado pelo FDA o bortezomibe, um boronopeptideo empregado no
tratamento do mieloma multiplo e comercializado pela Millennium Pharmaceuticals com
o nome de Velcade 28 (Figura 20).1°* Mais recentemente, em 2015, a FDA aprovou o
ixazomibe 29 (Figura 20), cuja estrutura é semelhante ao bortezomibe. Este foi
desenvolvido para o tratamento de pacientes com recaida ou refratarios. O seu
mecanismo de acdo estd correlacionado com a inibicdo da atividade do tipo
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quimiotripsina do proteosoma 20S, que induz a apoptose das linhagens das células do
mieloma multiplo.1®® A aprovacdo desses compostos impulsionou o interesse da
sociedade cientifica em direcdo ao desenvolvimento de novos farmacos baseados na
guimica do boro, de tal maneira que nos ultimos anos diversos estudos relatam diferentes
atividades biolégicas promissoras como: antifiUngica, antiviral, anti-inflamatoria,

antiparasitaria entre outros.%

A G
N N__B. ~ B
SN ~Bon N“ Y oH
|/ H o z o] B
: o Y

28 bortezomib:( 29 |xazomibe

Figura 20 - Estrutura do Bortezomibe (Velcade®) e do Ixazomibe (Ninlaro®)

Dentre os compostos com boro (Figura 21), os acidos borénicos 31 sé&o
particularmente relevantes para a quimica medicinal, em razdo de suas caracteristicas
peculiares, tais como: facil interconversdo da forma trigonal planar neutra sp? para a
forma sp? tetraédrica carregada negativamente, dependendo da condicéo fisiolégica,
interacdo forte com compostos contendo a unidade diol, sua acidez de Lewis e
capacidade biomimetizacdo.'®” Grande parte das caracteristicas Unicas dessa classe de
moléculas advém da presenca do boro. Em razdo dessas propriedades, os acidos
borénicos tém sido usados como inibidores de enzimas, sensor, e transportadores
transmembrana, por exemplo.198

Acidos boronicos s&o compostos que apresentam um grupo organico (R) ligado a
uma unidade B(OH)2: R-B(OH)2. O grupo R organico pode ser derivado de um alcano
(alquila), de um alqueno (alquenila), de um alquino (alquinila) ou de um aromatico (arila).
Como possuem uma ligacdo C-B, sédo considerados organoboros ou organometalicos de
boro. Trata-se de compostos sintéticos e que podem ser considerados derivados do acido
borico 30 (Figura 21), isto porque a troca de uma das hidroxilas do acido borico geraria
um acido bordnico. De fato, em muitos casos, a degradacdo desses compostos produz

acido borico. Portanto, estruturalmente, os acidos bordnicos sdo compostos trivalentes
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onde o boro, a&tomo central com hibridizacéo sp?, liga-se a duas hidroxilas (ligacédo B-O)
e a um grupo organico (Figura 21).

OR'
-
OR'
33 Ester bordnico
Substituigéo de 1 OH
OH por 1 > |r-F
grupamento R bH
f . R
OH 31 Acido Bordnico 4
HO—Bb | oo
H
. . Substituicao de 2 R' R/é\o/é\R
30 Acido Boérico OHs por 2 R-E
grupamentos R \OH 34 Boroxina

32 Acido Borinico

Figura 21 - Compostos de boro

Com relacéo a forca das ligacdes, a ligacdo B-O é favorecida termodinamicamente
em comparacdo com a ligacdo C-B. Essa diferenca de forca pode ser evidenciada pelos
comprimentos e pela energia da ligacao (Tabela 9), ja que a ligacdo B-O é mais forte do
gue a ligagdo C-B.19719°

Tabela 9 - Energias e comprimentos de ligacdo padrao!®’.1%°

Ligagdo B-X E (kJ/mol) Comprimento da ligagdo (A)
B-C 323 1,55-1,59
B-O 519 1,35-1,38

Os acidos boronicos séo propensos a desidratacdo quando aquecidos (Esquema 5
A).20 Essa reacdo ocorre quando trés moléculas de acido borbénico reagem entre si,
liberando trés moléculas de agua. A liberacdo de agua permite a formag&o de um anidrido
ciclico chamado de boroxina 34 (Figura 21). Os acidos bordnicos também reagem com
alcoois e fenois gerando ésteres borénicos 33 (Esquema 5 B).?°! Tanto a formacéo de

anidridos como a esterificacdo sdo caracteristicas Uteis da quimica do boro que tém sido
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bem aproveitadas na quimica supramolecular para o desenvolvimento de novos materiais
com propriedades eletronicas, cataliticas ou de armazenamento de gases, para citar

algumas.?%?

A) Desidratacao

R
OH - 3H,0 /é\
0" 0
3 R-E I
31 34
B) Esterificagéo
OH OR ou OAr
R-E + ROH/ArOH R—
H OR ou OAr
31 33

Esquema 5 - Reacfes de desidratacéo e esterificacdo sofridas por acidos borbnicos

A formacdo dessas estruturas oligoméricas a partir dos acidos borénicos, apesar de
interessante para a quimica de materiais, dificulta a caracterizacdo dos mesmos. Por
exemplo, o processo de aquecimento em estado solido, necessario a determinacédo do
ponto de fusdo pode levar a desidratacdo dos &cidos bordnicos com consequente
formacdo de boroxinas. Desta forma, o ponto de fusdo obtido reflete o ponto de
desidratacdo e/ou decomposicdo.?° Adicionalmente, deve-se ter em mente que cada
amostra de acido borbénico pode apresentar diferentes graus de hidratacdo, podendo
existir um percentual da amostra sob a forma de acido bordnico e outro sob a forma de
um anidrido de boro. Isso se deve tanto a forma de obtencdo deste acido quanto ao
processo de armazenamento. Uma vez que o grau de hidratac&o das diferentes amostras
nao é conhecido, essa incerteza ira refletir-se na falta de reprodutibilidade dos pontos de
fusdo relatados. Desta forma, fazem-se necesséarios métodos mais sofisticados para
determinacgédo dos pontos de fusdo desses compostos.?%3

Quanto a espectroscopia na regiao do infravermelho, as bandas de estiramento
caracteristicas para ligacdo OH sédo observadas entre 3300 e 3200 cm-*. Por outro lado,

uma banda forte em 680-705 cm é indicativa da presenca de anidrido.?%*
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Outra caracteristica peculiar dos acidos bordnicos € sua acidez. Apesar da presenca
de duas hidroxilas, € o &tomo de boro, deficiente em elétrons, responséavel pelo carater
acido moderado dessas moléculas. Essa acidez € justificada pela presenca de um orbital
p vazio, pertencente ao boro, disponivel para receber pares de elétrons (Figura 22).2%
Isto é, pelo menos no primeiro momento, ndo é a doacdo de um préton (acidez de
Bronsted) de uma das hidroxilas com liberacdo de HsO* que caracteriza a acidez dos
acidos boronicos. O processo comeca com o acido borénico agindo como um acido de
Lewis, recebendo a doacédo de um par de elétrons da agua em seu orbital p vazio. O
aduto gerado age como um acido de Bronsted, ao interagir com uma segunda molécula
de &gua, liberando H3O"* (Esquema 6).2% Isso permite a determinacdo do pH do meio
pela alterag@o da concentragdo de H3sO* e, consequentemente, a determinacédo de uma
constante de acidez (Ka). O Ka dos &cidos bor6nicos é influenciado pela natureza do
grupo organico ligado ao boro, em geral, podendo variar de 4,0 a 8,8 (Tabela 10).2° O
produto da reacao &cido-base que envolve um &cido bordnico tem geometria tetraédrica,

com o boro hibridizado em sp? e carregado negativamente.

Trigonal planar

902
+ WOH
B~

12]00 ‘ OH

(

Orbital p vazio

Figura 22 - Estrutura dos acidos borénicos

Aduto tetraédrico

Acidez de Lewls Acidez de Bronsted carregado

v HOH : Y H' negativamente

: O 1 | H\@/H . O/ .

| o e : : O‘) . ‘ : cl)@H

! ! 1 | H |

 RBuOH R/B\@OH ' ——= -BY0H + H,0°
! i . " OH | OH

Esquema 6 - Reacdo entre a agua e acidos borénicos?®
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Tabela 10 - Constante de ionizac&o para alguns acidos borénicos!® 207

R-B(OH): pKa R-B(OH): pKa

B(OH)s (4cido borico) 9,0 Br@B(OH)z 8,6
F@B(OH)

CHs-B(OH)2 10,4 9,1

(HO),B
Ph-B(OH): 8,9 @ 7,8
o
(HO),B
\©/ 9,0 OZNOB(OH)Z 7.1

B(OH),
(HO),B
Q/ 9.1 @ 5.3

N

PN

Y

MeOOB(OH)z 9,3 Q\/Nj 4,0

B(OH),

Além da agua, outras bases de Lewis podem interagir com acidos bordnicos para
gerar adutos tetraédrico (Esquema 7 A). Por exemplo, ions como o fluoreto ou o
hidréxido podem coordenar-se ao boro, além de alcoois, fendis, aminas, etc.?®® Esse
mecanismo acido-base pode ocorrer pela interagdo de grupos hidroxila ou amino
presentes em residuos dos aminoacidos de uma enzima, o que pode ser uma via de agao
pela qual um acido bordnico atue como um inibidor enzimatico. (Esquema 7 B).

Além da possibilidade de interagbes covalentes com bases de Lewis, os acidos

borbnicos podem também realizar liga¢des de hidrogénio, tornando o grupamento B(OH)2
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altamente versatil em termos de possibilidades de intera¢do com sitios ativos de enzimas

(Esquema 7 C).

A) 2 4
Sp Aduto tetraédrico sp
o
OH B,
o _B.
R-BL A T RYOH
OH
B)
&”m &7
& HOL <& ©
I\ “B—* B
A2 HO' R A2 R M3
X=NouO
C)
~___ Ligacao de hidrogénio
¢ Enzima >\
I
H B~
HO
D) ' Intermediario !
'Substrato ' ' tetraédrico |
'"'(') """ ' 'negativamente .
I d | . Acil-enzima,
R g L_.carregado | pN-R oS |
\ENZIma | R NHR' O@ T 0
Eeun R/FNHR' R)J\NUE
T NuE |
0 /
R)J\OH H>0

Hidrélise da Acil-enzima |

Esquema 7 - Acidez de Lewis dos acidos borbnicos e analogia ao estado de transicao
(E.T.¥) de proteases. A) Mudanca de hibridizac&o sp? em sp? apds coordenacgdo com
um anion. B) Interacdo acido-base de Lewis entre a hidroxila de uma enzima e o acido
borénico. C) Interacdo enzima/acido borbnico através de ligacao de hidrogénio. D)

Interacdo enzima com seu substrato natural?®®
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Outra caracteristica importante dessa classe de moléculas é a possibilidade de
biomimetizag&o. O boro e o carbono possuem muitas similaridades com respeito a sua
estrutura e as propriedades eletrénicas, mas ndo com relacdo a sua reatividade. Isso
significa que o boro pode mimetizar o carbono no processo de interacdo com estruturas
bioativas. Entretanto, o efeito gerado por essa interacdo pode ser totalmente distinto j&
gue pela diferenca de reatividade entre o boro e o carbono, a sequéncia de reacbes
subsequentes a formacéo do aduto entre 0 composto de carbono e a enzima é diferente
do que ocorre para o aduto entre esta enzima e o composto de boro.?%® Esse é um dos
principios em que se baseia o design de inibidores de hidrolases analogos do estagio de
transicdo. Os &cidos borbnicos, em particular, mimetizam &cidos carboxilicos e seus
derivados, presentes em substratos naturais das enzimas. Ao interagir com uma base de
Lewis presente no sitio ativo da hidrolase, o acido borénico forma um intermediario
tetraédrico carregado negativamente da mesma forma que o substrato da enzima (uma
amida, por exemplo) forma um intermediario tetraédrico carregado ao interagir com a
enzima (Esquema 7 B e D).?%® Os &cidos bordnicos, como as amidas, sdo centros
eletrofilicos que podem ser atacados pelos nucledfilos presentes nos sitios ativos das
hidrolases. As hidrolases podem possuir residuos de serina ou treonina, por exemplo, no
seu sitio ativo, os quais possuem uma hidroxila que age como um nucledfilo frente ao
substrato natural. Outras hidrolases podem possuir outros residuos de aminoacidos no
seu sitio ativo, onde outros grupos como SH, COOH, NH2, por exemplo, exercem a
funcdo de nucledfilos para atacarem o centro eletrofilico presente no substrato. Na reacéo
com o substrato natural, a acil-enzima gerada é hidrolisada, liberando a enzima livre
(Esquema 7 D). Na reacdo da enzima com um composto de boro, a enzima permanece
ligada ao aduto tetraédrico gerado, ndo havendo a etapa da hidrélise que ocorre com o
substrato natural e que é responsavel pela liberacdo da enzima livre para interagir com
outra molécula de substrato (Esquema 7 B).2%° Assim, pode-se considerar que a ligacdo
com o &cido borénico promoveu a inibicdo da enzima. A reacdo acido-base entre um
acido borbnico e um grupo presente em uma enzima é reversivel. Esse fato, € importante,
uma vez que a inibicdo promovida pelo acido bordnico é reversivel, podendo-se recuperar
a enzima. Isso tem um impacto grande na toxidez de um inibidor. Inibidores irreversiveis,

como os agentes alquilantes, ndo permitem a recuperacdo da enzima necessaria aos
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processos biolégicos normais do organismo, resultando em uma toxidez mais elevada.
Desta forma, o0 acido borénico proporciona um tipo de inibicdo vantajosa em comparagao
a outros inibidores.?%

A quimica dos acidos borénicos é bastante ampla tanto no que tange aos processos
de preparacdo, quanto nas propriedades®7190. 210 e aplicacGes destes compostos.??
Entretanto, como no presente trabalho, objetiva-se o preparo de compostos para fins
medicinais, serdo abordados nas secdes seguintes exemplos e informacdes relativas ao

uso dos acidos borénicos como farmacos.

1.4.1. Acidos arilbordnicos como compostos bioativos

Uma classe de inibidores enzimaticos importantes no desenvolvimento de farmacos
€ a dos anélogos dos estados de transicao de hidrolases. Os acidos borénicos podem
formar adutos tetraédricos carregados negativamente com o sitio ativo de enzimas
envolvidas em processos bioldgicos importantes, levando a um estado de transicédo
semelhante aquele do intermediario tetraédrico negativamente carregado proveniente da
interacdo do substrato natural com a enzima. Outras formas de interacdo destes
compostos com alvos-moleculares importantes para o desenvolvimento de terapias,
como as enzimas e receptores, sédo as ligacdes de hidrogénio formadas entre a unidade
B(OH)2 e residuos de amino&cidos presentes na estrutura do alvo e a formacéo de um
aduto tetraédrico por interacdo desta unidade com um grupo da enzima que atue como
uma base de Lewis. Essas interacdes contribuem para o ancoramento do inibidor no alvo
(Figura 23). Os relatos dos &cidos bordnicos como inibidores enzimaticos?'? ndo se
restringem apenas as proteases.?'® Ha relatos da atuacdo dos acidos bor6nicos na
inibicdo de diversos alvos. Por exemplo, esses compostos podem ser inibidores de
proteassomas,?'“ de arginases,?!® de 6xido nitrico sintases,?'¢ de transpetidases,?'’ entre
outros. Nos inibidores enzimaticos contendo acidos borbnicos, a por¢cdo borono é
essencial para a sua atividade. Isso porque confere a molécula seletividade frente a
outras enzimas, além de mimetizar a funcdo acido carboxilico presente nos substratos

naturais (Figura 23).
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ligagéo covalente e de
hidrogénio

ligacdo covalente e de
hidrogénio

Figura 23 - Semelhancas entre as interacdes proteina alvo/acido borénico e

proteina/acido carboxilico

Embora o inicio das pesquisas sobre a aplicabilidade dos acidos boronicos em
guimica medicinal tenha sido com &cidos borbnicos simples, como os arilborénicos;
atualmente, ndo é mais assim. Ao contrario, relatam-se estruturas muito elaboradas
contendo a unidade B(OH)2. Isso se deve ao fato de que o conhecimento de ferramentas
de sintese para instalar o grupo B(OH)2 aumentou bastante. Uma vez que esses
compostos se tornaram mais disponiveis a partir da sintese, os estudos relativos as
aplicacbes desses compostos em diferentes campos também cresceram. No presente
trabalho, serd dado um enfoque nos &cidos arilbordnicos, relatando-se a seguir, algumas
das aplicacdes dos mesmos na quimica medicinal.?'®

Nas terapias de doencas causadas por bactérias patogénicas, € comum utilizar-se um
inibidor de B-lactamase (ex.: acido clavulanico, tazobactam ou sulbactam) em conjunto
com um antibiético p-lactamico. O anel B-lactamico (Figura 24) é essencial no antibiético
no processo de inibicdo da construcdo da parede celular das bactérias.?'® Um dos
fendmenos de resisténcia responsaveis por diminuir a eficacia deste tipo de abordagem
terapéutica consiste no desenvolvimento por parte dos micro-organismos de f-

lactamases capazes de hidrolisarem o anel B-lactamico dos antibiéticos.??° No esquema

88



8, tem-se um exemplo de uma lactamase do tipo serino-protease, a qual utiliza um
residuo de serina presente em seu sitio ativo para atuar como um nucleofilo no processo
de hidrélise e, portanto, inativagdo, do antibidtico B-lactamico. Os inibidores de pB-
lactamases disponiveis no mercado ndo fazem frente a diversidade de p-lactamases
apresentadas pelos micro-organismos, tornando necessaria a pesquisa por novos
inibidores.?2! Acidos arilboronicos tém sido relatados na inibicdo de B-lactamases,
mostrando-se Uteis no design de novos farmacos, inclusive demonstrando eficacia sobre
lactamases para as quais 0 acido clavulanico e os demais inibidores de lactamases
disponiveis falham. O mecanismo pelo qual os acidos arilborénicos parecem agir para
inibirem as lactamases das bactérias consiste ha mimese da carbonila lactamica do
antibidtico (substrato das lactamases). Neste caso, a serina presente na lactamase ataca
0 boro do acido arilborénico formando um intermediario tetraédrico negativamente
carregado, ou seja, 0 composto mimetiza o estado de transi¢cdo que leva ao intermediario
tetraédrico do substrato natural destas enzimas. Na figura 24, mostram-se alguns dos
acidos arilborénicos (35-40) relatados com atividade frente a lactamases (ex. de enzimas
liberadas por bactérias patogénicas: TEM-1, AmpC, P99, KCP-2).2%?

Inibidores de pB-lactamase

0 (0]
B-lactama OH
0] A N N
s ’ N—8(0H), H—B(OH),
IS S
35 36 37
TEM-1 (classe A) Ki = 50 uM  TEM-1 (classe A) Ki = 0,04 uM TEM-1 (classe A) Ki = 5,0 uM
AmpC (classe C) Ki=0,03uM  AmpC (classe C) Ki = 0,09 uM AmpC (classe C) Ki = 0,24 uM
OH
B(OH), /@\ N N
(HO),B N* O N A 570
0o
0
38 39 B(OH), 40
KPC-2 (classe A) Ki =1 uM AmpC (classe C) Ki = 0,3 uM AmpC (classe C) Ki = 0,08 uM
AmpC (classe C) Ki = 1,7 uM P99 (classe C) Ki = 0,25 uM

Figura 24 - Anel B-lactama e inibidores de enzimas (3-lactamases
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Esquema 8 - Esquema de intermediarios da hidrolise de um antibiético B-lactamico por

uma serino B-lactamase???

Diferentes estratégias podem ser abordadas no desenvolvimento de farmacos
anticancer. Ha relatos da utilidade dos &cidos arilborbnicos como anticanceres que
abordam diferentes alvos moleculares.??*

O uso de agentes antimitoticos que tenham como alvo o sistema de microtubulos de
células eucaridticas,?®® e, portanto, atuem no processo de divisdo celular, é uma
estratégia de terapia anticancer. Os microtubulos sdo formados por a e B-tubulinas.??6 A
tubulina possui diferentes sitios de ligacdo, os quais quando acessados, resultam na
inibicdo da polimerizacdo dos microtubulos, desestabilizando o processo de formacédo
dos mesmos. Como exemplos de ligantes de tubulinas que sdo empregados como
antimitGticos na terapia do cancer séo os alcaloides da vinca, vincristina e vimblastina, os
taxanos (paclitaxel, docetaxel) e as colchicinas.??’

A combretastatina A-4 41 (CA-4) é um exemplo de produto natural que interage com
a tubulina no sitio de ligagdo conhecido como sitio da colchicina 42 (Figura 25 A e B).
Embora possua atividade antimitotica potente, a combretastatina A-4 ndo pode avancar

nos testes clinicos por possuir uma lipofilicidade demasiado elevada.®% A fim de se
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obterem compostos com melhor perfil famacocinético, a combretastatina A-4 tem sido
empregada como um protétipo a partir do qual outros ligantes de tubulina séo
desenhados. O grupo de Kong, por exemplo, substituiu as hidroxilas presentes na
estrutura da combretastatina A-4, no anel fendlico B, por unidades B(OH)2. Esse grupo
preparou borono derivados diastereoisoméricos (cis e trans) da combretastatina A-4
(Figura 25, 43a e 43 b).??2 No estudo de Kong, ficou demonstrado que o borono derivado
cis 43a apresenta poténcia superior a da combretastatina A-4 na inibicdo da
polimerizacdo da tubulina (ICso = 2,0 + 0,1 uM), e, maior citotoxidade para linhagens de
células MCF-7 de cancer de mama humano (ICso = 32 + 21 nM). Além disso, o
estereoisbmero cis 43a ndo foi somente mais potente na inibicdo da polimerizacéo de
tubulina (cislCso = 1,5 £ 0,2 uM versus anslCs0 = 7,8 + 1,4 uM) do que o trans 43b, mas
também mais citotoxico quando avaliado frente as linhagens de células MCF-7 de cancer
de mama humano (cslCso = 17 + 5 nM versus uanslCso = 470 £ 140 nM). Outra
caracteristica importante que o derivado bordnico cis apresentou foi uma maior
solubilidade em agua em pH = 2 que a combretastatina A-4, 0 que representa um ganho
sob o ponto de vista famacocinético. O grupo de Kong, empregando um estudo de
docking molecular, fez inferéncias quanto ao mecanismo de acdo do derivado 43a,
relatando que a acdo do mesmo se da por deslocamento competitivo ao ligar-se por meio
de ligagbes de hidrogénio fortes a residuos de aminoacidos da subunidade o da

tubulina.228
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Figura 25 - Estrutura da combretastatina A-4, da colchicina e dos analogos borénicos
da CA-4

O grupo de Nakamura também verificou o efeito da unidade B(OH)2 no anel aromatico
B da cis-combretastatina A-4, relatando que a acao dos derivados de boro na proliferacao
celular pode ocorrer tanto por diminuicdo da formacdo de microtubulos quanto por
inducdo da apoptose (Figura 26).22° O teste de inibicdo de crescimento celular foi
realizado com as linhagens B-16 e 1-87, para as quais os derivados que continham a
unidade B(OH)z na posi¢cdo meta (44a-d) apresentaram um resultado superior (células B-
16: ICso = 0,0063 pM; Células 1-87: ICso = 0,013 pM), comparativamente aos para-
substituidos (45a-b).

MeO ! N MeO ! N
" . O “ . O
OM OMe
© B(OH),

R, B(OH),
44a-d meta-substituidos 45a-b para-substituidos
Composto R R, células B-16 células 1-87
(" 44a OMe H 0,49 + 0,019 uM 2,1+0,13 uM
44b H H 1,8+ 0,13 uM 2,0£0,12 uM
m-substituido <
44c OMe OMe 0,0063 + 0,0015 uM 0,013 + 0,0044 uM
L 44d H OMe 0,019 + 0,0015uM 0,028 + 0,0052 uM
45a OMe - 26+ 0,14 uM 3,2+0,12 uM
p-substituido
45b H - 12+ 0,72 uM 9,1+0,3uM

Figura 26 - Z-Estilbenos bordnicos com atividade anti-proliferativa?®

O EGFR exerce um papel muito importante na proliferacdo celular, sendo um alvo
molecular importante no desenvolvimento de terapias de tipos diversos de cancer. As 4-
anilinoquinazolinas sdo Uteis como inibidores reversiveis dessa tirosina quinase, tal como
0 composto Iressa 46 (Figura 27).2%° Ao investigar o efeito da introducdo de unidades

B(OH)2 no anel aromaético da 4-anilinoquinazolina (Figura 27), o grupo de Nakamura?%°
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verificou que o crescimento das células de cancer foi inibido por meio do aprisionamento
do ciclo celular G1, com consequente indugéo de apoptose. O composto 47 (Figura 27)
inibiu a fosforilagdo da EGFR mediada por EGF com um tempo de ac¢éo prolongado de 5
h ap6s a lavagem celular. Com base em estudos de docking molecular, atribuiu-se a
atividade anticancer prolongada a formacdo de uma ligacdo covalente B-O entre o
residuo de acido aspartico 800 e o boro.

4-anilinoquinazolina 4-anilinoquinazolin

________________ ' \

(ON N E

46 Iressa 47
Inibicdo da EGFR a 1 uM/IC5¢(uM) = 55%/0,85

Figura 27 - Acido arilborénico inibidor de EGFR230

A influenza A (IAV) é uma doenca viral, a qual é ameacadora principalmente para
pessoas idosas, criancas e individuos imunocomprometidos devido, por exemplo, a
doencas cronicas. Wang e colaboradores?3! sintetizaram borono quindolinas e avaliaram-
nas frente ao virus da influenza A (IAV), tendo verificado que os borono derivados 48a e
48b (Figura 28) ndo somente evitaram 0 acesso dos virus ao nucleo celular, como
também diminuiram a quantidade de virus nas células infectadas. O fosfato de oseltamivir
49 é um inibidor de neuraminidases virais empregado correntemente na terapia da
influenza. Em ensaios com cobaias vivas, Wang e colaboradores verificaram que a taxa
de sobrevivéncia era maior para 0s animais tratados com 48b do que para os animais
tratados com o oseltamivir. O bloqueio da infec¢do por IAV com o composto de boro 48b
ocorre através de um espectro amplo de acédo, pois o mesmo, além de inibir
neuraminidase, inibe as vias de sinalizagdo NF-xB (fator nuclear kappa B) e MAPK

(“mitogen-activated protein kinases” = proteinas quinases ativadas por mitégenos).3!
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48a: 4-B(OH); (IC50 HIN1=7,4 uM) 49 Fosfato de Oseltamivir (Tamiflu®)
48b: 3-B(OH), (ICg9 HIN1=2,5 uM) (IC5o HIN1=9,5 uM)

Figura 28 - Acidos borénicos de quindolinas avaliados para o virus da influenza A23!

A partir de estudos da literatura, como aqueles relatados anteriormente, pode-se
observar que a introdugéo de unidades B(OH)2 na estrutura de inibidores pode ser uma

estratégia interessante no design de farmacos.

1.5. Condensacédo de Knoevenagel

A reacdo de condensacdo de Knoevenagel foi relatada pela primeira vez em 1894
pelo quimico alemé&o Emil Knoevenagel. O primeiro artigo sobre essa reacao descreve a
condensacao entre o formaldeido 50 e o metilenos ativo, malonato de dietila 51, dando
origem ao aduto bis 52 (Esquema 9 A). Essa reacéo foi realizada na presenca de
etilamina como catalisador.?%?

Em estudos posteriores empregando o benzoilacetato de etila 53 em reacdo com o
formaldeido 50 na presenca de piperidina a 0 °C, somente verificou-se a formacéo do
produto insaturado 54 (Esquema 9 B). Os estudos de E. Knoevenagel o levaram a
concluir que o produto primario da reacdo € um composto insaturado e que a formacgéo
do “produto bis” depende das condi¢gdes de reacido. Esse produto provém da adigao de
Michael do composto nucleofilico (malonato de dietila ou denzoilacetato de etila, para
utilizar os exemplos anteriores) sobre o produto insaturado. O desenvolvimento desta
reacao por E. Knoevenagel levou a seguinte generalizacéo: trata-se da condensacao de
B-cetoésteres ou malonatos com aldeidos e cetonas sob catalise de aminas primarias e

secundarias, ou ainda de seus sais.?3?
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Esquema 9 - Primeira reacao de condensacao de Knoevenagel

Atualmente, a reacéo conhecida como condensacao de Knoevenagel é a reacao entre
um metileno ativo (composto com unidade CH: formada de H’s acidos) e
aldeidos/cetonas na presenca de uma base fraca para formar um composto aq,f3-
instaurado. Neste tipo de reacdo, o aldeido ou cetona sofre adi¢cdo nucleofilica de um
nucleofilo de carbono, com posterior desidratacdo (Esquema 10). Em meio basico, o
nucleofilo de carbono (metileno ativo) € um enolato ou analogo e, em meio neutro ou

acido, esse nucledfilo é um enol ou analogo (Figura 29).
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Esquema 10 - Esquema de intermediarios da reacdo de Knoevenagel em meio basico

Por serem melhores eletrofilos, os aldeidos reagem muito mais rapidamente que as

cetonas. Ja a ativacao do metileno ativo 55 € consequéncia da ligagéo direta a um grupo
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retirador de elétrons (GRE) como o nitro, ciano, acila, entre outros, e na maioria dos
casos, faz-se necessaria a presenca de dois grupamentos retiradores de elétrons (Figura
29). A presenca de grupos GRE torna os hidrogénios-alfa &cidos, possibilitando a
formacao de um nucledfilo melhor. Isso acontece devido aos efeitos estabilizadores que
atuam na base conjugada negativa (carbanion): efeito indutivo retirador de elétrons do
grupo GRE e efeito mesomeérico, ja que, normalmente, o GRE, é, também, um retirador
de elétrons por efeito mesomérico (Esquema 10). Exemplos tipicos de metilenos ativos
sdo malonato de etila 56, cianoacetato de etila 57, malononitrila 58 ou acetilacetona 59.2%2
Dentre os exemplos citados, a malononitrila 58 possui 0 metileno com hidrogénio mais
acido (pKa = 11,1) sendo, portanto, mais reativa frente a um eletréfilo (Figura 29). Além
disso, a natureza do catalisador e do solvente sdo importantes para obtencdo do produto
desejado com bons rendimentos. Tradicionalmente, utilizam-se solventes organicos

toxicos como o tolueno e catalisadores basicos como a piridina e a piperidina.?33

55 Metileno ativo
Efeito retirador de
T )H\ elétrons aumenta

@ .
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[PKa= 16,4 13,1 11,1 13,3 ] R
tOH O
56 57 58 59 ~

-

Figura 29 - Ativacao do metileno por grupos retiradores de elétrons (GRE), exemplos

de metilenos ativos23?

Em razdo de sua simplicidade, condicbes moderadas, versatilidade e economia
atbmica, a condensacdo de Knoevenagel tornou-se uma das metodologias mais
empregadas para formacao de ligacbes C=C. Os compostos a,B-insaturados obtidos
através dessa reacdo sao intermediarios-chaves para obtengédo de diversos produtos
naturais, farmacos, polimeros, cosméticos e perfumes.?3* Por exemplo, a reacdo de
Knoevenagel é uma das etapas na producéo de atorvastatina?3® 60 e da pioglitazona?3®
61 (Esquema 11).
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Esquema 11 - Utilizacao da condensacao de Knoevenagel para sintese de compostos

com importancia farmacéutica

Com o advento da Quimica Verde, a quimica organica classica tem sido modificada
com o objetivo de tornar os produtos e processos industriais mais sustentaveis. Alguns
dos principios estabelecidos séo: prevencao de residuos, economia atdmica, produtos e
processos mais seguros, eficiéncia energética, solventes atéxicos, mais seguros e menos
poluentes, entre outros.?®” Consequentemente, muitas reacdes classicas, como a
condensacao de Knoevenagel foram adaptadas para essa nova realidade. Na literatura,
€ possivel encontrar diversas metodologias alternativas para essa reacdo. O uso de
irradiagcdo de micro-ondas pode reduzir significativamente o tempo de reacédo, e, em
muitos casos, aumenta o rendimento sem a necessidade de utilizacdo de solventes.?38
Diferentes compostos foram sintetizados utilizando essa metodologia.?®® A utilizacéo de
catalisadores alternativos como a argila (montmorillonita K-10) e o fermento de péo
(levedura), por exemplo, também ja foi relatada por Chakrabarty?®® e Pratap,?*°

respectivamente (Esquema 12).
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Esquema 12 - Catalisadores ambientalmente benignos

Um dos grandes problemas da reacado classica de Knoevenagel é a utilizacdo de
solventes toxicos. Portanto, metodologias sem solvente sdo bastante interessantes e ha
muitos relatos da aplicacdo desta abordagem a reacdo de Knoevenagel. Diferentes
metodologias sem a necessidade de utilizacdo de solventes ja foram relatadas.
Entretanto, essas metodologias, na maioria dos casos, ndo podem ser generalizadas
para uma grande quantidade de reagentes.?4!

Liquidos i6nicos (LI), como o nitrato de etilambnio, também tem ganhado espago
como solventes e catalisadores na quimica verde em razéo de suas propriedades Unicas
tais como, baixa viscosidade e pressédo de vapor, e alta estabilidade térmica e quimica.?*?

A reacao com solventes atdxicos, como a 4gua, € uma alternativa viavel para a reacdo
de condensacdo de Knoevenagel como ja relatado em diferentes artigos.?*® A 4gua além
de ser atdxica e ndo-inflamavel, € barata, facilmente acessivel e possui propriedades que
podem facilitar a reacdo. Na maioria dos casos, a 4gua € um bom solvente apenas para
compostos contendo um grupamento polar, sendo seu uso, portanto, restrito na quimica
organica sintética. Entretanto, existem relatos na literatura que apesar dessa
caracteristica ser considerada, a principio, negativa, a presenc¢a da agua pode acelerar
determinadas reagfes, aumentar ou diminuir rendimentos e/ou aumentar ou inverter
seletividade de reacdes. As reacdes onde 0s reagentes se encontram em suspensao na
agua sado chamadas de “on water reactions”. Outros inconvenientes que restringem o uso
da agua na quimica orgéanica sao a incompatibilidade dos intermediarios com a agua e a

competicao das reacfes desejadas com processos de hidrélise dos reagentes. Por outro
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lado, a alta polaridade da &gua, sua capacidade de solvatacdo de ions e de formar
ligagcBes de hidrogénio, aléem de seu efeito hidrofobico (agregagdo de moléculas apolares
dissolvidas) tornam a dgua um excelente solvente alternativo para diversas reacgoées, tais
como: rearranjo de Claisen, condensacéao aldélica, reagées tipo Michael, entre outras.?*

Além disso, em muitos casos relatados na literatura em que a agua foi utilizada como
solvente, ndo houve a necessidade de catalisadores. Portanto, essa foi a abordagem
escolhida para o presente trabalho: utilizacdo de agua como solvente, sem 0 uso de

catalisadores.

2. ESTRATEGIAS EMPREGADAS

Conforme abordado anteriormente (Secédo 1.4.1), alguns grupos empregaram a
estratégia de trocar a hidroxila de esqueletos comuns a estruturas quimicas cujas
atividades almejadas ja estavam bem estabelecidas por unidades B(OH)2. Desta forma,
no que diz respeito a parte deste trabalho referente a Quimica Medicinal, seguiu-se a
abordagem na qual as tirfostinas, como aquelas dos trabalhos pioneiros de Levitzki
(Figura 19), foram empregadas como esqueletos-bases e as hidroxilas das posi¢des 3 e
4 foram substituidas por grupos B(OH)2 (Esquema 13 A). A atividade inibitoria das
tirfostinas sobre tirosinas quinases ja esta bem estabelecida na literatura (Secéo 1.3.3).186

Como estratégia sintética para obtencdo das benzeno-vinilnitrilas, empregou-se a
reacdo de Knoevenagel (Secdo 1.5) entre aldeidos aromaticos e a malononitrila ou o
cianoacetato de etila (Esquema 13 B). Foram preparadas tirfostinas onde a unidade
B(OH): estava presente (borono-tirfostinas) e também onde esta unidade estava ausente.
Para tanto, foram empregados aldeidos aromaticos com diferentes substituintes no anel.
A intencdo foi de comparar as propriedades das borono-tirfostinas com aquelas dos
compostos sem boro, tanto do ponto de vista biologico como de algumas propriedades

guimicas.
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Esquema 13 - Estratégias adotadas no trabalho
3. OBJETIVOS

- Preparar benzeno-vinilnitrilas (tirfostinas) sem o boro e benzeno-vinilnitrilas contendo o
grupo B(OH)2 (borono-tirfostinas) por reacdes Knoevenagel (Figura 30).

- Estudar a influéncia dos diferentes grupos funcionais presentes nas benzeno-vinilnitrilas
preparadas.

- Obter cristais e estudar as interacdes intermoleculares no estado cristalino dos acidos
borénicos (Figura 30, G = B(OH)z2) obtidos.

- Avaliar as atividades anticancer, tripanocidas, anti-inflamatérias e a acado sobre o

receptor P2X7 de humanos e de camundongo das benzeno-vinilnitrilas preparadas.

TIRFOSTINAS BORONO-TIRFOSTINAS
NC._ _CN Gy _CN
\ \
G (HO),B
G = H, OMe, Me, Cl, N(CH3),, NO, G, = CN, CO,Et

Figura 30 - Tirfostinas e borono-tirfostinas obtidas por condensacéo de Knoevenagel
4, RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Preparo das benzeno-vinilnitrilas por condensacdo de Knoevenagel

A reacao de condensacao de Knoevenagel € uma ferramenta sintética muito utilizada
para obter compostos a,B-insaturados (Figura 30). Essa estrutura € comumente
encontrada em inibidores de tirosina quinase (tirfostinas)'®® e outros intermediarios com
importancia quimica e biolégica. 235236

Apesar de existirem diferentes metodologias disponiveis na literatura para a reacao
de Knoevenagel,?*® ela é usualmente realizada na presenca de catalisadores como
aminas fracamente basicas (alifaticas e aromaticas),?*® sais de amoénio?*’ ou hidréxidos
de metais alcalinos em solventes orgéanicos aproticos (DMF, piridina ou MeCN) que
podem funcionar como solvente e como catalisador.?48

Com o objetivo de tornar a quimica organica sintética mais “verde” e sustentavel,
muitos grupos de pesquisa tém se esforcado em desenvolver protocolos menos
agressivos ao meio ambiente. Algumas das estratégias sao: reducdo do uso de
catalisadores ou utilizacdo de biocatalisadores, economia atbmica, métodos de
aquecimento alternativos, reducdo ou eliminacdo do uso de solventes toxicos, uso de
solventes atéxicos e renovaveis como a agua.?4

A aplicacdo de protocolos aquosos € desejavel e tem ganhado atencdo nas ultimas
décadas, uma vez que a agua € um solvente ndo inflamavel, atoxico, barato e facilmente
disponivel. Outra caracteristica interessante da agua é seu chamado “efeito hidrofébico”,
gue, em muitos casos relatados na literatura, acelera a velocidade de reages organicas
em sistemas aquosos.?*° Adicionalmente, ja foi demonstrado por Bigi e colaboradores
gue a agua é um solvente interessante para a reacdo de condensacdo de
Knoevenagel.?43"

No presente trabalho, benzeno-vinilnitrilas foram preparadas por condensacdo de
Knoevenagel entre aldeidos aromaticos e nitrilas contendo um metileno ativo (Esquema
14) em meio aquoso.?®* As benzeno-vinilnitrilas contendo a porcdo borono (acidos
arilborénicos) foram sintetizadas a partir dos acidos formilfenilborénicos comerciais
correspondentes. Apesar dos acidos bordnicos serem o foco deste trabalho, outras

benzeno-vinilnitrilas, sem o boro, foram sintetizadas para que fosse possivel avaliar a
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importancia do grupamento B(OH)2 na atividade biologica e o efeito dessa por¢do nas
propriedades das benzeno-vinilnitrilas.
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63h: G = 3-NO, NO-12: G, = CO,Et, G = 4-B(OH),

NO-13: G, = CO,Et, G = 3-B(OH),

Esquema 14 - Benzeno-vininitrilas por condensacédo de Knoevenagel em agua

Os compostos foram sintetizados de acordo com os principios da quimica verde, sem
a utilizacdo de catalisadores e solventes organicos tanto na reacdo, quanto no
isolamento. Isso porque os produtos de reacdo ndo eram sollveis no meio aquoso e
precipitaram, de forma que o isolamento consistiu em uma filtracdo seguida de lavagem
com agua. Empregando um protocolo aquoso eficiente e ambientalmente benigno, os
produtos foram obtidos com elevado rendimento (= 85%) e grau de pureza (= 98%,
aldeido € o Unico contaminante).

Apesar do aquecimento em refluxo e da presenca de ar na reacdo, ndo houve
degradacdo dos reagentes nem quebra da ligacdo C-B dos &cidos formilfenilbordnicos
de partida ou dos produtos. Os aldeidos ndo foram oxidados ao acido carboxilico
correspondente e ndo foi observada hidrolise do éster etilico nas condi¢des reacionais
utilizadas. De fato, as condigcbes empregadas, refluxo de agua, auséncia de catalisador
acido e reacdes de até 6 horas, podem nédo ser capazes de oxidar o aldeido a acido
carboxilico.

Apesar de protocolos aquosos ja terem sido relatados na literatura para a reacdo de

Knoevenagel, € importante ressaltar que esta condicdo ndo havia sido avaliada para
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aldeidos contendo a unidade B(OH)2. A preocupacdo inicial de se utilizar esse protocolo
era a protodesboronacéo (quebra de ligagdo C-B).?°2 Em determinadas condicdes, com
forte influéncia do pH, a presenca de agua promove a quebra da ligacdo C-B de acidos
bordnicos formando produtos indesejaveis e diminuindo o rendimento da reacéo.?>®
Entretanto, os produtos foram obtidos com bons rendimentos e néo foi detectado nenhum
produto de desboronagéo ao utilizar-se o protocolo aquoso na reagdo de Knoevenagel
com a malononitrila e com o cianoacetato de etila.

Um cenario bem diferente do que normalmente ocorre em reacdes de Knoevenagel
sob condi¢des classicas, com solventes e bases organicas, onde se fazem necessarios
isolamentos trabalhosos. Essa metodologia de isolamento é extremamente conveniente,
pois os compostos sintetizados possuem uma unidade B(OH)2 bastante polar, que fica
retida na silica de colunas cromatograficas. Além disso, boroxinas (anidridos oligoméricos
produzidos por desidratacdo) podem se formar na presenca de solventes organicos como
tolueno e acetonitrila sob refluxo, ou no processo de retirada desses solventes por
destilacdo. Portanto, o protocolo aquoso utilizado resultou apenas nos acidos borénicos
em vez dos anidridos correspondentes. Nao foi necessaria a utilizacdo de excesso de
nenhum reagente. Alids, o excesso de malononitrila, gerou um subproduto nédo

identificado amarelo de dificil remocé&o por recristalizacéo.

4.1.1. Benzeno-vinilnitrilas sem o boro (64a-f)

Inicialmente, foram sintetizadas apenas vinilnitrilas derivadas da malononitrila, sem o
boro. Esta sintese foi realizada através da reacdo de Knoevenagel entre diversos
aldeidos aromaticos e a malononitrila (Esquema 15), gerando uma classe de compostos
conhecidos na literatura como ilidenomalononitrilas.?>* Apesar de ja serem relatados,
todos os produtos tiveram seus pontos de fusdo determinados e comparados com a
literatura e foram caracterizados por espectroscopia na regido do infravermelho,

ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e °C.
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Esquema 15 - Obtencao de benzeno-vinilnitrilas sem boro

As benzeno-vinilnitrilas derivadas da malononitrila foram isoladas por filtracdo a vacuo
e, na maior parte dos casos, obtidas como solidos com bom grau de pureza. Nos casos
em que ainda havia tracos de aldeido (1-2%), realizou-se recristalizacdo com acetona e
agua. Na tabela 11, tem-se a relacdo das moléculas sintetizadas, dos rendimentos de
reacdo, pontos de fusdo e algumas informacdes dos espectros de infravermelho (V) e
de Ressonancia Magnética Nuclear de H e de 3C.
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Tabela 11 - Benzeno-vinilnitrila sintetizadas

8 (ppm) *H- | & (ppm) *°C-
orodut Produto R | o om) RMN RMN
roauto vCN (cm- °oC)*
(Estrutura) | (%) e s PF(°C)
| X H ©/ “H
G// G
042 S o es | 2023 7,780 160,0 82 -84
(NO-04) CN ’ ’
64b ~ O
m 93 | 2224 7,652 1589 | 116-118
(NO-05) | meo
64c B CN
T | e8| 22 7,720 159,8 | 136-137
(NO-06) | we
64d ~ON
m 93 | 2210 7,458 1580 | 185-188
(NO-07) | MeoN
64e B CN
L | o7 | 2226 7,732 1583 | 167- 169
(NO-08) | ci
64f SN 2228;
oN 81 7,893 1571 | 104-106
(NO-11) T, 2226

* Média em triplicata

De uma maneira geral, obtiveram-se altos rendimentos (R = 90%) apds isolamento,
excetuando-se 0os compostos 64a (Ph, R = 85%) e 64f (3-NO2, R = 81%), como podemos
observar na Tabela 11.

A espectroscopia na regido do infravermelho é importante em sintese organica para
identificar mudancas de grupos funcionais que possuem bandas caracteristicas, como
ocorre no caso das benzeno-vinilnitrilas. Na analise dos produtos da reacdo de
Knoevenagel entre aldeidos e nitrilas com metilenos ativos, espera-se observar o
desaparecimento de uma banda caracteristica de aldeido (C=0O e OC-H) e o
aparecimento de uma banda de nitrila (C=N) conjugada (C=C-C=N). Dessa forma, é
possivel verificar se de fato um produto foi formado, ou ndo. Bandas de nitrilas saturadas
ou, insaturadas sem conjugacao entre a nitrila e o grupo olefinico apresentam bandas de

estiramento axial em torno de 2250 +10 cm™. J& na presenca de conjugacdo essa banda
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se desloca para 2225 + 8 cm™. O composto 64a, por ndo possuir nenhum substituinte no
anel aromético, sera considerado, nesse caso, o padrdo para a banda de estiramento
axial (v) de C=N para fins de comparacdo. Pode-se observar que todos os compostos
com excegdo do 64d (4-NMe2) contendo uma amina terciaria na posicdo para,
apresentaram um aumento no numero de onda do vC=N. Esse aumento sugere o
fortalecimento da ligagdo C=N em resposta a um efeito retirador de elétrons (Cl e NO2),
ou doador fraco dos substituintes (MeO e Me). Por outro lado, o composto 64d apresenta
um enfraquecimento da ligacao. Esse enfraquecimento em compara¢ao com o composto
64a é resultante da doacado mais efetiva dos elétrons n do nitrogénio o que gera o hibrido
de ressonancia da figura 31. Como se pode ver, a tripla ligacdo fica com um carater
intermediario entre dupla e tripla, resultando em uma menor energia para realizar o
estiramento, por isso a vibracdo ocorre em menor nimero de onda (64d: 2210 cm™
versus 64a: 2223 cmt). Essas observagdes demonstram a sensibilidade da ligagdo C=N
a mudancas de substituinte.

Outra mudanca interessante que pode ser observada € o aparecimento de duas
bandas de estiramento de nitrila apenas para o composto com o nitro 64f como
substituinte. Esse substituinte € retirador de elétrons por inducdo e por efeito
mesomeérico. As benzeno-vinilnitrilas analisadas possuem duas nitrilas em posicao
germinal uma em relacdo a outra. Portanto, é de se esperar 0 aparecimento de uma
banda de estiramento assimétrica (movimento de estiramento dos cianos em direcfes
opostas, um em relagcdo ao outro), além da banda simétrica. Em um estudo de Raman
publicado em 2020 por Saha e colaboradores,?®® os compostos com 4-OH, 4-Cl e 0 sem
substituinte, apresentaram duas bandas de nitrila, diferentemente do que foi observado
por infravermelho no presente trabalho. Adicionalmente, foi relatada uma caracteristica
particular de moléculas com diciano germinais: dependendo do angulo entre as duas
nitrilas (< 135 °), a banda de estiramento simétrica ocorre em um numero de onda maior
do que a assimétrica. Portanto, é possivel que, no composto (64f) que aparecem duas
bandas de nitrila, a de maior nimero de onda (2228 cm™) seja do estiramento simétrico,

e nao do assimétrico, como esperado.
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Figura 31- Hibrido de ressonancia do composto 64d

As vinilnitrilas obtidas por condensacédo de Knoevenagel foram ainda caracterizadas
por Ressonancia Magnética Nuclear de *H. Novamente, tem-se como padréo o composto
64a. Neste caso, observa-se que o deslocamento quimico (8) do hidrogénio vinilico é de
7,780 ppm (Tabela 11). O deslocamento quimico fornece informagfes importantes
acerca do tipo de hidrogénio analisado e de seu ambiente quimico (rico ou pobre em
elétrons). O hidrogénio aldeidico foi escolhido pois, apds a reagcdo, é o que tem seu
ambiente quimico mais alterado (H aldeidico para H vinilico). Em geral, observa-se que
todos os compostos com substituintes no anel apresentam um menor deslocamento, o
gue significa que o mesmo hidrogénio, em diferentes compostos, encontra-se em um
ambiente mais rico em elétrons do que o hidrogénio da molécula padréo. Sendo o H do
composto contendo o grupamento 4-NMe2 o mais blindado de todos. Apenas o 64f (3-
NO2) apresentou um maior deslocamento, esta informacéo demonstra que o grupamento
nitro na posi¢cado meta possui a capacidade de desblindar o nucleo do hidrogénio. Essa
tendéncia ndo se manteve para o espectro de carbono 13, onde todos os carbonos
vinilicos apresentaram um deslocamento quimico menor (mais blindado) que o do
composto padrdo 64a. Inclusive, o carbono vinilico do composto com nitro foi 0 mais
blindado de todos. Os hidrogénios foram atribuidos aos seus respectivos carbonos com
a ajuda dos espectros de APT e HSQC.

Através dos valores da figura 32, pode-se observar um deslocamento para o
vermelho (batocrémico) dentro da série de compostos. Esta caracteristica evidencia a
presenca de um sistema push-pull (doacdo-recepcéo), onde a nitrila € o grupamento
receptor (Figura 33). Isto significa que, quanto maior a capacidade doadora do
grupamento ligado ao anel, menor sera a energia necessaria (maior comprimento de

onda) para promover um elétron do orbital HOMO (n, n&o ligante) para o LUMO (11%).
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DESLOCAMENTO PARA O VERMELHO (BATOCROMICO)

NC.__CN NC CN/é?J/CN /5;/3’\' /éJ/CN
A (nm) ©J/ C|/©J/ MeO Me,N
64a 6de 64c 64b 64d

CHCl,
n = gt 312 324 326
RADIAGAO _
Viviol
ABSORVIDA UV uv uv UVivioleta azul

Figura 32 - Absorcéo e cores de algumas benzeno-vinilnitrilas no UV/vis

Receptor CN

NC\\—<_<\T/7EDE/ Doador

Sistema

Figura 33 - Sistema push-pull (D-11-A)

O deslocamento batocrdomico, na série de compostos da figura 32, reflete-se na
coloracdo dos mesmos: aqueles que absorvem abaixo de 400 nm (luz violeta) sao
brancos. Quando a absorcdo se aproxima de 400 nm, a cor torna-se levemente
amarelada. Por outro lado, quando o comprimento da absor¢éo € superior a 400 nm,
pode-se observar uma coloracdo bem mais intensa. Isto porque, trata-se de uma
absorcédo da cor azul produzindo um solido laranja (cor emitida). A série de cores pode

ser observada na figura 34.

NC__CN NC__CN

Sl DI WS

Figura 34 - Série de cores das benzeno-vinilnitrilas
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O ponto de fuséo, por ser uma constante fisica, pode ser utilizado para corroborar a
identificacdo do produto desconhecido, principalmente nos casos em que a molécula alvo
ja foi descrita na literatura. Portanto, ao compararem-se os valores da literatura com o0s
valores obtidos para o soélido em questédo, tem-se um indicio se o produto desejado foi
obtido ou n&o, de forma répida e sem o uso de técnicas sofisticadas. Além disso, o ponto
de fusdo permite fazer uma estimativa grosseira se o solido analisado esta puro ou néo.
Em geral, impurezas diminuem o ponto de fusdo e ampliam a faixa de fusdo. O ponto de
fusdo, quando utilizado para analisar a influéncia de diferentes substituintes, fornece
informacgdes sobre a forca das interagBes intermoleculares envolvidas. Moléculas
organicas aromaticas interagem entre si por interagdes de 1-Stacking devido a presenca
de uma nuvem de elétrons 1 deslocalizada sob o anel. Portanto, todos os compostos
sintetizados apresentam esse tipo de interacdo, entretanto, os pontos de fusdo sdo bem
variados. Isso ocorre, pois, a presenca de substituintes no anel possibilita outros tipos de
interacdes mais fortes. O composto 64a, que apresenta sé a fenila, tem o menor ponto
de fuséo (81-84°C), isso por que, a interagdo mais pronunciada nesse caso € a de TI-
Stacking. A presenca de grupamentos capazes de gerar dipolo, aumenta o ponto de
fusdo, como no caso do 4-Cl (64e, 167-169 °C) que apresenta um ponto de fuséo
consideravelmente mais alto do que a molécula sem substituinte. O composto com maior
ponto de fusdo € aquele que contém a amina (64d, 185-188 °C). Nesse caso, como ja
visto na estrutura do hibrido de ressonancia da figura 31, o nitrogénio da amina
apresenta uma carga parcial positiva, gerando um dipolo bastante efetivo (momento de
dipolo 5,535 Debye).?>® Esta caracteristica permite uma interacdo dipolo-dipolo mais
intensa do que no restante das moléculas. O composto 64f com a nitrila nha posicdo meta
apresenta o segundo menor ponto de fusdo (104-106°C), apesar do substituinte nitro
possuir uma carga positiva efetiva. Essa informacéo, apesar de parecer contraditoria,
esta correta. A simetria da molécula possui forte influéncia no valor do ponto de fuséo.
Quanto mais simétrica a estrutura, mais as moléculas aproximam-se e maior a energia
das interagfes intermoleculares. Se as moléculas ndo sdo capazes de se aproximar e
interagir efetivamente, a for¢ca ou energia dessa interacao diminui e, portanto, a energia

necessaria para quebra-las € menor.
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4.1.2. Benzeno-vinilnitrilas contendo a porcéo borono (acidos borénicos, 65a-d)

Apos a sintese dos compostos derivados de malononitrilas, sintetizaram-se, a partir
da condensacao de Knoevenagel, outras benzeno-vinilnitrilas inéditas, estas contendo a
porcao borono, de acordo com o esquema 16. Os produtos foram caracterizados também
para que suas propriedades no estado solido fossem analisadas. Na tabela 12, tem-se a
relacdo das moléculas sintetizadas, dos rendimentos de reacao e algumas informacdes

dos espectros de infravermelho (1V) e de Ressonancia Magnética Nuclear de H e de °C.

Gy
PN Ny Yo “ N CN
NC™ "G + | _— 7\
AF H20 Y
(HO).B (HO),BN=
62a-b 62a-h 65a-d
62a: G4 =CN 62a: G = 4-B(OH), 65a (NO-01): G4 = CN, G = 4-B(OH), (R = 86 %)
62b: G; = CO,Et 62b: G = 3-B(OH), 65b (NO-03): G4 = CN, G = 3-B(OH); (R =91 %)

65c (NO-12): G4 = CO,Et, G = 4-B(OH), (R = 84 %)
65d (NO-13): G, = CO,Et, G = 3-B(OH), (R = 87 %)

Esquema 16 - Obtencéo de &cidos borbnicos
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Tabela 12 - Benzeno vinilnitrilas contendo a porgao borono (borono-tirfostinas)

sintetizadas

3 (ppm) 'H- | & (ppm) *C-
orodut Produto R* ON (em ) RMN RMN
roauto v cm
(Estrutura) (%) e e
H [ :] “H
(HO),B (HO),B
65a - ON 2247,3;
m 86 8,484 161,5
(NO-01) | (HO)8 2228
65b NN 2242.9;
CN 91 8,505 162,0
(NO-03) T on, 2225
65¢ - COsE
m 84 2226 8.383 161,7
(NO-12) | (Ho)8
65d ~ COZEt
CN 87 | 22373 8.347 161,8
(NO-13) T on,

*Média em triplicata

As benzeno-vinilnitrilas com boro derivadas de malononitrila (65a e 65b) e de
cianoacetato de etila (65c e 65d) foram isoladas por filtracdo a vacuo e, na maior parte
dos casos, obtidas como sélidos brancos com bons rendimentos (R = 80%) e grau de
pureza (= 98%). Em razéo da similaridade entre as solubilidades do aldeido e de seu
produto; da proximidade entre os fatores de retencao; e da alta retencdo de compostos
com B(OH)2 em silica de colunas cromatograficas, a separacdo dos produtos contendo
boro de seus respectivos aldeidos para teste biol6gico (pureza necessaria > 99%) é
particularmente dificil. Em alguns casos, apds o isolamento e a analise de RMN, foi
constatada a presenca de 1% de aldeido que deveria ser removido para realizar os testes
biologicos sem interferéncias. Foram testadas algumas estratégias para retirada do
contaminante. A primeira tentativa foi a recristalizacdo utilizando &agua/etanol;
agual/acetona e agua/metanol, em algumas tentativas com a mistura agua/etanol foi

possivel retirar o aldeido restante (1%), entretanto, algumas vezes 0 mesmo
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procedimento n&o funcionava. Em busca de uma metodologia mais consistente e com
menos perdas de produto, retornou-se o produto para o baldo de reagao e adicionou-se
mais do metileno ativo necessario (malononitrila ou cianoacetato de etila). Apds o
segundo isolamento, porém, ndo foi possivel retirar o aldeido residual. Uma outra
estratégia adotada foi a de oxidag¢éo do aldeido com bissulfito de sddio ou metabissulfito
de s6dio em um acido hidroximetanossulfonico (AHMS). 257 Esperava-se que a formacgéo
desse acido facilitasse a separacdo. Entretanto, em todas as metodologias adotadas
(lavagem ou extracdo) a massa do produto reduzia significativamente, e ndo era possivel
recupera-la. Argiello e colaboradores, publicaram em 2019 um artigo em que relatam a
transformacao de acidos arilborénicos em fendis intermediada por um agente redutor, o
sulfito de sddio, na presenca de oxigénio molecular. Portanto, € possivel que ao lavar os
produtos, ndo s6 o aldeido fosse oxidado. Havendo formacédo de fendis, justificando a
reducdo de massa e impossibilidade de recuperar o produto sélido.?°® Uma vez que todas
as tentativas de remover o aldeido através de reacbes para transforma-lo em outra
substancia falhou, optou-se por purificar por meio de recristalizacées sucessivas.

Os valores de pontos de fusdo capilar ndo aparecem na tabela, pois, apesar da
analise ter sido realizada, ndo foram determinados com precisdo. Os &cidos bordnicos
possuem uma caracteristica particular de formarem anidridos (boroxinas) sob
aquecimento, dificultando a determinacéo do ponto de fusdo pela liberacdo de agua.?°0c
Dessa forma, o ponto de fuséo observado pode ser do anidrido e ndo do produto inicial.
Além disso, compostos com boro sdo utilizados como retardantes de chama?®® e,
portanto, possuem elevado ponto de fusdo, fazendo com que seja improvavel a
determinacdo do ponto de fuséo capilar em aparelhos comumente encontrados em
laboratorio (temperatura maxima de 300 °C). Quanto aos acidos borénicos preparados
no presente trabalho, foram obtidos pontos de decomposicdo e ndo de fusdo. Analises
térmicas estdo sendo realizadas a fim de avaliar o comportamento térmico desses
compostos. O resultado preliminar da andlise térmica do compostos 64d, demonstra trés
eventos térmicos independentes. Dois, desses trés, estdo associados com mudanca de
massa. O primeiro evento ocorre na faixa de 107-147 °C onde se verifica a desidratagao
e ciclizacdo das moléculas (Esquema 17), ja no segundo evento entre 199-229 °C,

ocorrem, possivelmente rearranjos internos ou processos de fusdo. No ultimo evento
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(230-525 °C) ocorre a carbonizacédo e formacao do residuo B203. Os pontos de fusdo dos
aldeidos de partida 63a e 63b também variam de acordo com a literatura pesquisada. Em
um artigo o composto 63a apresenta faixa de fusdo entre 235-237 °C29%d em outro 240
0C20% ja no site da Sigma Aldrich a faixa relatada é bem larga 237-247 °C. Ja para o
composto meta substituido 63b, a faixa de ponto de fusdo encontrada no site da Sigma-
Aldrich é 109-113 °C.2%

I o\
CN
[0}
-3 H,0 B
. A o/\ 2 ?a \? o
B. _B
CN o X 0/\

B(OH), CN

NC _~

0~ ™o

Esquema 17 - Processo de desidratacao e ciclizagdo do composto 65d

Através do espectro é possivel ter uma nog¢éo sobre o consumo do aldeido e formacao
de uma nitrila conjugada. Para isso, observou-se a presenca ou auséncia da banda de
estiramento vC=N e de vC=0. De acordo com os dados da literatura®®® espera-se uma
banda de intensidade média para vC=N na faixa de 2.273 - 2.000 cm. O valor da banda
depende da estrutura da molécula (substituintes e conjugacao). Por exemplo, a presenca
de substituintes doadores de elétrons, como no caso do dimetilamino, aumentam o
comprimento da ligacdo e diminuem a constante de forca. Dessa forma, € necessaria
uma energia menor para o estiramento da ligacao. O contrario ocorre com grupamentos
gue atraem elétrons, como no caso do cloro. Ja a conjugacao da nitrila pela presenca de
uma insaturacdo adjacente pode reduzir a frequéncia de absorcao (maior comprimento
de onda, menor nimero de onda) e pode aumentar a intensidade da banda (Figura
35).261 Como este tipo de deformacéo ndo aparece nos espectros dos aldeidos de partida
(Figura 36) é possivel inferir a formacéo de uma nova ligacdo. Em comparagdo com os
metilenos ativos utilizados, as borono-trifostinas sintetizadas apresentam valores de

vC=N menores (2247-2225 cm™*) do que o observado no espectro da malononitrila (2274
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cm?) e do cianoacetato de etila (2266 cm?). Essa diferenca entre o estiramento da nitrila
observado nos reagentes de partida e o observado nos espectros dos produtos obtidos,

sugere a formacao de uma nova ligagao.

-~ N . . /,N 6
@) C g /C///N . e
~ Efeito doador de L ) Redugéo do carater
\f\] elétrons reduz o lCI Efeito indutivo de ligacao tripla por
| carater de ligacao retirador, encurta as conjugagao
tripla ligacbes

Figura 35 - Efeitos que influenciam o valor de estiramento axial das nitrilas

A banda caracteristica de vC=N, existente nos espectros dos acidos borénicos (65a:
vC=N = 2247 cm; 2228 cm, 65b: vC=N = 2243 cm?; 2225 cm?, 65¢: vC=N = 2226 cm-
1, 65d: vC=N = 2237 cm!) obtidos, apresentou valores de nimero de onda maiores do
gue o observado na benzeno-vinilnitrila padrdo 64a (G = H) sem substituinte (64a: vC=N
= 2223 cm). O composto 65c, derivado de cianoacetato de etila com a porcédo borono
na posicao para, foi aquele que apresentou um valor mais proximo de vC=N (65c = 2226
cm) ao da molécula 64a (64a = 2223 cm?). Portanto, esse composto possui a ligacédo
tripla nitrilica mais enfraquecida da série de acidos bordnicos. A diferenca entre os valores
obtidos (64a: vC=N = 2223 cm e 65a: vC=N = 2247 cm?) na série sem o boro e na série
com o boro é impressionante. As moléculas 65a e 65b derivadas de malononitrila
possuem a ligacao tripla mais fortalecida da série, ja que estas possuem o0s dois maiores
namero de onda. Seus valores se assemelham aqueles encontrados em nitrilas
saturadas ou, nas insaturadas ndo conjugadas (vC=N = 2250 +10 cm!). Dessa forma, é
possivel deduzir que a unidade B(OH)2 funciona como um grupamento retirador de
elétrons. Outra evidéncia desse carater retirador € a presenca duas bandas de
estiramento de nitrila, observada nos compostos derivados de malononitrila contendo
boro (65a e 65b). Essa caracteristica também é encontrada na benzeno-vinilnitrila com o

grupamento nitro (64f).
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Figura 36- Espectro de 1V do aldeido de partida &cido 4-formilfenilborénico (63a)

No caso dos derivados de cianoacetato de etila (65¢c e 65d), além do aparecimento
da banda de nitrila, observa-se o aparecimento de uma banda de intensidade forte
caracteristica de C=0 de ésteres (1750-1735 cm, faixa para ésteres alifaticos sem
conjugacéo).?s! A faixa de aparecimento de C=0 de éster é diferente daquela observada
em aldeidos (1740-1725 cm?, faixa para aldeidos alifaticos sem conjugacéo),26!
permitindo assim sua diferenciacdo. A ligacdo C=0O de éster apresenta valores de
numeros de onda maiores, portanto esta ligacdo encontra-se fortalecida em comparacao
com a do aldeido. Esse fenbmeno é resultado da presenca de um atomo eletronegativo
(oxigénio) adjacente ao carbono da carbonila (efeito indutivo retirador de elétrons), que
acaba por encurtar (fortalecer) a ligagdo (Figura 37). Como resultado, tém-se bandas
com maiores frequéncias. Outro efeito importante a ser considerado € o da conjugacéo.

Todas as moléculas sintetizadas sdo compostos q,B-insaturados, no caso dos compostos
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65Cc e 65d esta insaturacdo esta conjugada com o éster. A introducdo de uma ligacéo
dupla adjacente a uma carbonila resulta na deslocalizacdo dos elétrons = entre as
ligacdes C=C e C=0. Portanto, a conjugac¢do aumenta o carater de ligacdo simples, como
pode ser visto no hibrido de ressonancia na figura 37. O aumento do carater de ligacao
simples reduz a constante de for¢ca e, consequentemente, o numero de onda da
absorcao. Em geral, a introdugédo de uma insaturacéo a, 3 reduz a frequéncia da ligagao
C=0 em 15-45 cm™ (faixa de ésteres a, B-insaturados 1740-1715 cm™) e da ligacdo C=C

em 10 cm™.261

.. TEye)

)Oi O) HOR

- R R =
R™ ™o /ka L Rs
Ry Ry R® Ry
Efeito indutivo . »

retirador de elétrons Efeito mesomérico doador
aumenta a frequéncia de elétrons diminui a

da C=0 frequéncia da C=0

Figura 37 - Efeitos que alteram a frequéncia da ligacdo C=0 de ésteres

Nos compostos derivados de cianoacetato de etila, a ligagdo C=0 é conjugada com
uma ligacdo dupla, que por sua vez, é conjugada com um anel aromatico, por isso,
espera-se que os valores de absor¢cdo dessa ligacao sejam baixos (Figura 38). Para os
compostos sintetizados, o efeito da conjugacao (diminuicdo da frequéncia) prevalece
sobre o efeito indutivo (aumento da frequéncia), 65¢ vC=0 = 1710 cm* e 65d vC=0 =
1720 cm™. E interessante notar que, para 0s compostos 65c¢ e 65d, a unidade B(OH)2 na
posicdo meta fortalece as ligagdes C=N e C=0. Ja para os compostos 65a e 65b, a
posicdo da unidade B(OH)2 ndo parece afetar significativamente a forga da ligagdo C=N.

Outra modificacdo importante e de facil identificacdo no espectro de IV € o
desaparecimento da banda de estiramento caracteristica de carbonila de aldeido
conjugado (1700-1680 cm™).261 Apds a reacdo de Knoevenagel, ha a transformacgédo do
grupo funcional aldeido em uma vinilnitrila (Figura 39). Portanto, a auséncia das bandas
caracteristicas de aldeido (C=0 e OC-H) nos espectros dos produtos confirma o consumo

do reagente.

116



95 Jra— — r > -——1 —

90

85

2966.34

80

2237.92°

1472.49 1458.62

95658 -

900.04-
583.11

75

—

0 Aparecimento

3334.45
1095

143766 1415.89 -

1385.96 1362.71—

Permanéncia da da banda de
banda de O-H nitrila

65

1117.37
74357 —

1719.71
1607.35

%Transmittance

o= —

761.55 24361

60

1147.22
68220

630.59

55 Desaparecimento \

da banda de C=0 Banda de
50 de aldeido e c=Cc
aparecimento de

= C=0 de éster

17

4.

1042.03 44

1331.50
1264.37
1211.73 119475

854.49 -
82982 g5 55 788.9

40

653.49 636.94

35

4000 3560 3000 2560 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm-1)

Figura 38 - Espectro de IV do composto 65¢ e comparacao com a figura 36

Além dessas informacgdes, a andlise por espectro de IV nos permite inferir se houve
perda da unidade B(OH)2 ou ndo. Acidos arilbordnicos apresentam 2 bandas
caracteristicas: a banda de deformacédo axial de hidroxilas (em alguns casos, essa banda
pode se dividir em duas vass € vs da ligacdo O-H) e a banda de deformacéo axial de B-O.
A primeira banda é tipicamente larga e ocorre na faixa de 3500-3200 cm™.260 A largura e
0 numero de onda da banda dao indicios da presenca de ligacbes de hidrogénio
intermoleculares nestas moléculas. A presenca destas ligacdes promove, da mesma
forma que acontece com acidos carboxilicos, um alargamento das bandas (maior nimero
de transi¢des possiveis) e uma diminuicdo no numero de onda (hidroxila livre: 3700-3584
cm?; hidroxila com ligacdo de hidrogénio: 3500-3200 cm).?69 Entretanto, dependendo
da forma de isolamento do produto, € possivel obter o anidrido do acido (boroxina). Neste
caso, ndo ha a banda de hidroxila entre 3500 e 3200 cm™ no espectro. A presenca do
anidrido é constatada pela presenca da banda forte em 680-705 cm™.20%¢ A banda
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referente ao estiramento assimétrico (vass) da ligagéo B-O, é, normalmente, a banda mais
intensa do espectro e ocorre entre 1380-1310 cm.262

Bandas de estiramento de liga¢gOes duplas sédo, comumente, bastante intensas. Dessa
forma, € possivel que a alta intensidade do vass B-O esteja correlacionada com a presenca
de um caréter de ligacédo dupla.?6?* Ja a banda de estiramento simétrico da ligacdo B-O
€ mais dificil de ser determinada, por ser menos intensa e ser uma combinacao de
vibracdes de diferentes ligacdes. Essas duas bandas relatadas foram identificadas nos
espectros de IV dos produtos, como pode ser visto no espectro de IV representativo
(Figura 38). O espectro de IV do &cido 4-formilfenilborbénico 63a, que € o aldeido de
partida dos compostos 65a e 65c, apresenta duas bandas referentes ao estiramento
simétrico (vO-Hs = 3370 cm™?) e assimétrico (vO-Hass = 3201 cm™) da ligacdo O-H da
unidade B(OH)z. Os seus derivados 65a e 65c apresentam o mesmo padrdo com duas
bandas de O-H. Entretanto, a ligacdo desses produtos encontra-se fortalecida (maior
namero de onda), em comparacao com o aldeido de partida 63a. Os valores de nimero
de onda do composto 65a sédo, vO-Hs = 3433 cm™ e vO-Hass = 3341 cm™ e para o
composto 65¢ sdo, vO-Hs = 3390 cm™ e vO-Hass = 3334 cmL. Este fortalecimento deve-
se ao carater retirador de elétrons das vinilnitrilas. J& o &cido 3-formilfenilborénico 63b
apresenta apenas uma banda de O-H, no valor de 3291 cm. Todavia, seu derivado 65b
apresenta duas bandas de estiramento, uma mais fortalecida, referente a vibracéo
simétrica (vO-Hs = 3433 cm) e outra com a mesma forca (vO-Hass = 3292 cm™). O
derivado 65d, por outro lado, apresenta apenas uma banda de O-H, da mesma forma
gue o seu aldeido de partida 63b, contudo, sua ligacdo apresenta um maior nimero de
onda, indicando um fortalecimento desta ligagéo.

As borono-tirfostinas também foram caracterizadas por 'H-RMN. No espectro do
aldeido 4-formilfenilborénico 63a (Figura 39 A), é possivel observar a presenca de um
simpleto em 10,15 ppm (O=C-H) e dois dupletos (8,11-7,96 ppm, Car-H) caracteristicos
da substituicao para (63a). No caso do acido 3-formilfenilborénico (63b), além do simpleto
do hidrogénio aldeidico (10,15 ppm), observa-se o padrdo meta de substituigdo com um
simpleto (8,44 ppm), 2 dupletos (8,23-8,04 ppm) e um tripleto (7,72-7,67 ppm), cada um
integrando 1 H. Além dos sinais dos hidrogénios do anel meta substituido, observa-se

um sinal integrando 2 H, provavelmente, esse sinal & referente aos hidrogénios da
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hidroxila do grupamento B(OH)2. Supreendentemente, os hidrogénios da hidroxila s6 séo
observados no espectro do &cido 3-formilfenilborénico 63b. Possivelmente, a auséncia
do sinal correspondente aos dois hidrogénios da unidade B(OH)2 no acido 4-
formilfenilborénico 63a seja consequéncia da maior quantidade de agua no solvente de
RMN utilizado, pois hidrogénios &cidos podem ser trocados com a 4gua, ndo aparecendo
no espectro. O hidrogénio aldeidico €, normalmente, bastante desblindado (sinal entre 9
e 10 ppm). Portanto, a auséncia de sinais nessa regiao mais desblindada do espectro,

indica o consumo do aldeido.
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Figura 39 - Espectros de 'H-RMN dos aldeidos de partida em DMSO, 500 MHz: A)

acido 4-formilfenilborénico (63a) B) acido 3-formilfenilbordnico (63b)
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A formacgéao do produto desejado pode ser evidenciada pelo aparecimento de um novo
pico referente ao hidrogénio vinilico o qual apresenta deslocamento quimico entre 8,347-
8,383 ppm para os produtos com o B(OH)2 na posi¢cédo meta e entre 8,484-8,505 para os
produtos na posicao para (Figura 40). Esses hidrogénios estdo mais blindados do que o

H aldeidico dos respectivos aldeidos de partida (Esquema 18).

NC G
i X
Ar)kH Ar H
6 10-9 ppm 6 8,5-7,0 ppm

Esquema 18 - Transformacéo do ambiente quimico do hidrogénio

Na andlise dos deslocamentos quimicos do hidrogénio vinilico por RMN, observa-se
gue o hidrogénio vinilico do composto 65b (G1 = CN; G = 3-B(OH)2) é o mais desblindado
ja que ele apresenta o maior deslocamento (8,505 ppm). Essa informacéo indica que
esse hidrogénio estd em um ambiente quimico mais pobre em elétrons do que os das
demais borono-tirfostinas. Ja o hidrogénio vinilico de composto 65d (G1 = CO2Et; G = 3-
B(OH)z2), encontra-se no ambiente mais rico em elétrons da série, com o deslocamento
de 8,347 ppm. Portanto, para as moléculas 65a e 65b, a posicdo meta desblinda mais o
H vinilico e para as moléculas 65c e 65d € a posicéo para que desblinda mais o H vinilico.
Além disso, observa-se que os picos dos hidrogénios dos produtos com malononitrila 65a
e 65b sdo mais blindados do que os hidrogénios aromaticos dos produtos com o
cianoacetato de etila 65c e 65b (Figura 40). Os derivados de cianoacetato de etila, além
de apresentarem 0s picos na regido de aromaticos, apresentam dois picos (um tripleto e
um quarteto) na regido de alifaticos. Adicionalmente, os produtos com o cianoacetato de
etila apresentam dois conjuntos de sinais (quarteto entre 4,50-4,31 ppm e tripleto entre
1,50- 1,30 ppm) referentes a etila do éster.

Em todos os espectros de 'H-RMN dos produtos é possivel observar um pico
sobressalente. Apés a realizacdo de experimentos de troca de deutério, constou-se que
estes picos sao referentes aos hidrogénios das hidroxilas da unidade B(OH)z (Figura 41).
O padréo de picos encontrados nos espectros dos produtos 65¢c e 65d mostram, que

apesar de ser possivel obter dois diasteroisbmeros (E e Z), apenas um é obtido. De
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acordo com dados da literatura, espera-se o favorecimento diasteroisomero E. Observou-

se que 0s grupamentos mais volumosos da vinilnitrila ficam trans em relacéo a fenila.262

Rodrigues, em sua dissertacdo de mestrado realizou um estudo da preferéncia

diastereoisomérica da reacdo de Knoevenagel com o cianoacetato de etila. Apés

diferentes avaliacdes tedricas e experimentais, constatou que a preferéncia pelo isbmero

E, no caso do cianoacetato de etila, é independente do carater doador ou retirador

de

elétrons do substituinte do anel aromatico. A predilecdo ao diasoisdmero E foi atribuido

ao equilibrio de isomerizacdo e ndo ao mecanismo da reagéo.253
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Figura 41 - Experimento de troca de deutério do composto 65d

Foi realizada a andlise de ¥*C-RMN para caracterizacdo dos produtos. Por questdes
de simetria, esperava-se a presenca de 8 picos de carbono para o 65a, 10 para o
composto 65b, 10 para o0 65c e 12 para o composto 65d. Entretanto, observou-se um
pico a menos em todos 0s espectros. Inicialmente, a auséncia destes picos causou certa
estranheza, uma vez que, nao havia explicacfes de simetria para o ocorrido. Apés busca
na literatura, constatou-se que, na maioria dos casos, o carbono ligado diretamente ao
boro (carbono ipso) ndo aparece no espectro de **C-RMN, ou aparece como um pico
pequeno e largo.?53 Esse fendmeno ocorre devido as propriedades magnéticas Unicas do
boro: tempo de relaxamento curto e momento de quadrupolo do B (I = 3/2) que acopla
com o carbono, gerando um pico pouco resolvido, principalmente por estar ligado um
carbono quaternario.?%* Essa particularidade de compostos organoborados, presente nos
espectros dos produtos sintetizados, é mais uma informacao que sugere a presenca do
boro na molécula.

Além dessa andlise, realizou-se também a analise de HSQC. O espectro de HSQC,
dependendo da estrutura (se os carbonos forem suficientemente diferentes), permite a
confirmagdo do assinalamento dos H aos seus respectivos carbonos. O HSQC é uma

ferramenta importante quando ha duvida na atribuicdo dos hidrogénios ou dos carbonos.
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Por exemplo, no caso dos produtos meta substituidos, havia divida na atribuicdo de dois
simpletos. O simpleto do hidrogénio vinilico e o simpleto do padrdo de substituicdo meta
do anel. Ambos se encontravam na regido mais desblindada do espectro (com
deslocamentos proximos). A Unica diferenca observada no espectro de hidrogénio era a
largura dos picos, 0 que nos dava apenas indicios da atribuicdo correta. Entretanto, o
carbono aos quais esses hidrogénios estavam atrelados, possuiam diferencas de
deslocamento quimico significativas (carbono de anel aromatico e carbono vinilico).
Portanto, o espectro de HSQC, que demonstra a correlacdo entre o carbono e seu
hidrogénio adjacente, sana essa duvida (Figura 42). O espectro de HSQC do composto
65d correlaciona o pico do carbono mais desblindado, proximo de 160 ppm, ao simpleto
mais blindado do espectro, permitindo a atribuicAo do deslocamento quimico do

hidrogénio vinilico.
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Apesar da andlise de RMN de !B ndo ter sido feita, tém-se dados suficientes para
afirmar a permanéncia da unidade B(OH)2 na estrutura sintetizada. Os dados de IV com
suas bandas caracteristicas, o0 comportamento térmico das moléculas, a auséncia de um
pico de carbono no *C-RMN, e, além disso, a andlise de Raio-X.

Os é&cidos borénicos inéditos foram cristalizados para que suas propriedades no
estado solido fossem estudas. Obtiveram-se informaces sobre as interacfes
intermoleculares, angulos e comprimentos de ligacdo, confirmou-se a presenca da
unidade B(OH)2 e determinou-se qual foi o diasteroisémero obtido.

As moléculas foram cristalizadas em diferentes sistemas de solventes, com o objetivo
de obter cristais com tamanho favoravel para serem medidos através da técnica de
difracdo de Raios-X.

O cristal do 65b foi obtido empregando-se de uma mistura entre THF e pentano. O
processo utilizado para cristalizar € melhor compreendido observando a figura 43.
Solubilizou-se o produto em THF e o frasco contendo a solugao foi colocado dentro de
outro frasco contendo pentano. Este sistema foi vedado e colocado no freezer até
cristalizar. O fendmeno envolvido nesta cristalizagcdo consiste na diminuicdo da
polaridade da solucdo. A atmosfera dentro do frasco é saturada pelo liquido de ponto de
ebulicdo mais baixo, neste caso, o pentano. Com 0 aumento da presséo interna, o
pentano é forcado a condensar na superficie do THF, desta forma, a solucéo contendo o
produto torna-se mais apolar. Com esta mudanca de polaridade do solvente, as
moléculas do soluto, o composto 65b, reorganizam-se aumentando as interacdes
intermoleculares, o que favorece a formacdo de monocristais. A temperatura baixa

também favorece a formacéo de cristais, uma vez que, diminui a entropia do meio.?%°
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Figura 43 - Cristalizagcéo do 65b26°

Os cristais dos produtos 65a, 65c e 65d foram obtidos pela mesma técnica. A Unica
diferenca foi o solvente utilizado: os produtos 65a e 65¢ foram obtidos em uma mistura
agua/etanol, ja o composto 65d, foi obtido em agua/acetona.

Os produtos foram colocados em frascos com agua destilada e entdo, adicionou-se
etanol ou acetona gota a gota até a completa solubilizacdo. Utilizou-se o ultrassom com
aquecimento para facilitar a solubilizacdo. A medida que o solvente volatil evapora a
temperatura ambiente, as moléculas dos acidos borénicos, presentes na solucao,
interagem com maior energia, uma vez que, estes compostos sao insollveis em agua,
desta forma, o monocristal € formado pelo aumento da insolubilidade no sistema
supersaturado.

Os dados cristalograficos e a representacdo ORTEP (elipsoides em 50% de
probabilidade)?%¢ das estruturas se encontram-se na tabela 13 e nas figuras 44, 45, 46
e 47.
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Tabela 13 - Dados cristalogréaficos

65a 65b 65cC 65d
Forrr]gla Ci10H7N202B C10H7N202B. C12H12NO4B C12H12NO4B
Empirica H20
Massa
Molecular 197,99 216,00 245,04 245,04
(g/mol)
S!Stema Monoclinico Triclinico Monoclinico Monoclinico
Cristalino
Grupo Espacial Calc P-1 P2i/n P2i/n
a=11,1500(8) A | a=3,752(3)A | a=7,573(12) A | a=4,055(5) A
a =90,00° a=104,08(2)° | a=97,63(3) a =90,00°
Dimensdes da | P =10,0434 (9)A | b=10,113(7)A | b=7,713(9)A | b=15,168 (2) A
Célula Unitaria | p=92,084 (3)° B = 96,26 (2)° B = 93,48 (4)° B = 90,00°

¢ = 17,1086 (15)
A

c=14,374 (9) A

c = 11,332 (18)
A

c=19,581(2) A

¥=90,00° YE94AT@’ |y 1100860 | Y- 0000
Volume (A)3 1914.6 (3) 522,8 (6) 603,62 (15) 1204.4 (3)
y 8 2 2 4
Densidade 1,374 1,372 1,348 1,351
(g/cm?®)

Dimensé&o dos

0,746 x 0,294 x

0,215 x 0,069 x

0,547 x 0,230 x

0,275 x 0,075 x

cristais (mm?) 0,07 0,065 0,186 0,060
o 11056/ 1746 9500/1903 5898/2099 7527/2120
Reflexbes
coletadas\ Refl. [Rint = 0,0790; [Rint = 0,1204; [Rint = 0,0443; [Rint = 0,0374;
independentes Rsigma = Rsigma = Rsigma = Rsigma =
P 0,0526] 0,0884] 0,0515] 0,0330]
N° de refl.
Uni./par. 1746/142 1903/150 2099/165 2120/170
refinados

Ru/WR2[I>=20(1)]

0,0639/0,1694

0,1304/0,3723

0,0528/0,1271

0,1013/0,2716

GooF

1,081

1,227

1,057

1,181
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Figura 44 - Composto 65a (NO-01)

Figura 45 - Composto 65b (NO-03)
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O—H

Figura 46 - Composto 65c (NO-12)

Figura 47 - Composto 65d (NO-13)

Os resultados apresentados na tabela 13 nos permitem inferir que as estruturas
cristalinas dos compostos puderam ser descritas adequadamente. Os cristais dos

compostos m-substituidos 65b e 65d apresentaram parametros estatisticos de
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refinamento com pior qualidade. GooF = 1,227 e 1,181 e R:1 = 0,13 e 0,10,
respectivamente (valores ideais: GooF = 1 e R1=0,02-0,06).25" Possivelmente, este fato
estd relacionado as interagfes intermoleculares mais fracas nestes compostos,
impossibilitando a formacdo de cristais com poucos defeitos estruturais, ou com o
tamanho dos cristais obtidos. Outro fator relevante no cristal de 65b foi a presenca da
molécula de &gua de cristalizacdo (maior massa molecular, MM = 216,0 g/mol). Esta
molécula ocupa uma cavidade no empacotamento cristalino, porém foi descrita com uma
desordem ocupacional com fracas interacfes intermoleculares. A representacdo ORTEP,
gerada pelos dados cristalograficos obtidos, mostra que os compostos com cianoacetato
de etila foram obtidos na configuragao E.

Nenhuma anomalia com relacdo aos comprimentos de ligacdo é observada nesse
grupo de moléculas, ou seja, hdo ha nenhuma grande distor¢cédo. Os valores encontram-
se dentro do esperado, segundo a literatura,?® para estes tipos de ligacédo. Os valores
dos comprimentos de ligagcdes dos produtos obtidos e da literatura, encontram-se no
apéndice A.

A disposicdo da molécula no espaco dependera dos seus substituintes (C=N ou
CO:zEt). Estes grupos funcionais podem promover tor¢cdes nas ligacdes devido a forcas
atrativas ou repulsivas. O padrdo de substituicdo (para ou meta) do anel aromatico
também influenciara diretamente nesta organizacéo espacial. Analisando as figuras 48,

49, 50 e 51 e a tabela 14, é possivel comparar os efeitos destes substituintes na

molécula.
Tabela 14 - Angulos de torcéo

65a 65b 65¢c 65d
N ~CN ~CN 0 - CO2Et

Angulo ol 0o T @je\crN mcoza @)/B\C(N

OH B(OH), HoE B(OH),

CxCyC7Cs 0,2 (4)° -8,0 (14)° 174,8 (2)° -19,3 (11)°
C2C1BO1 23,0 (3)° -8,4 (12)° 8,4 (3)° 31,5 (10)°

-No65aeno6scx=3ey=4,no65beno65dx=4ey=3.
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Observa-se que a tor¢do entre o anel e o grupamento vinilnitrila € menor nos produtos
para substituidos (65a e 65c) do que nos meta substituidos (65b e 65d). O desvio da
planaridade com respeito ao anel aromatico foi analisado durante o refinamento e
observa-se que as moléculas meta substituidas saem mais do plano. Por outro lado, as
para substituidas aproximam-se da planaridade, quanto mais distante do plano formado
pelo anel aromatico, maior € o desvio. De fato, no composto 65a p-substituido os &tomos
de nitrogénio das nitrilas estdo situados a 0,036(5) A, para N1, e da 0,097(6) A para N2
do plano formado pelo grupamento fenila. No composto 65b, os atomos de nitrogénio das
nitrilas est&o situados a 0,670(19) A para N1 e da 0,308(23) A para N2 do plano formado
pelo grupamento fenila. Para o composto 65a, os maiores desvios de planaridade s&o
observados para os atomos de oxigénio do grupamento borono localizados a - 0,5334(4)
A para Ole 0,418(4) A, para 02 do plano do anel aromatico. Dentre os produtos com o
cianoacetato de etila aquele que apresenta maior desvio é o 65d, também m-substituido.
Neste, os atomos que mais se distanciam do plano formado pelo grupamento fenila sao
0 nitrogénio e o carbono da nitrila descritos a: - 1,23 (14) A e a - 0,845(13) A. O produto
65c também apresenta desvios na nitrila com relacdo ao plano do anel aromatico.
Entretanto, estes valores sdo menos pronunciados do que no 65d localizando-se a
0,418(5) A. Muito provavelmente, o que determinara a tor¢do e os desvios de planaridade

serdo as ligacdes de hidrogénio realizadas com outras moléculas do cristal.

mean: C4 C8 C9 C7 C6 C5

Figura 48 - Molécula 65a no plano formado pelo anel aroméatico
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Figura 51 - Molécula 65d no plano formado pelo anel aromatico

As interacdes intermoleculares sdo responsaveis pela auto-organizacdo das
moléculas no estado sélido, portanto, as suas caracteristicas devem ser avaliadas para
gue seja possivel uma melhor compreensdo do empacotamento cristalino de cada

produto. As caracteristicas das interacdes intermoleculares estdo expostas na tabela 15.
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Tabela 15 - LigacOes de Hidrogénio

D—H---R D—H (A) H---R (A) D---R (A) D—H---R (9
N CN
O
(HO)B 65a
O1—H1---02 0,84 1,99 2,814 (2) 167
O2—H2---N1" 0,84 2,05 2,878 (3) 170
Cddigo de Simetria: (i) —x-1, 2-y, 3-z; (i) -1-x, 1-y, 2-z
D CN
CN
B(OH),
65b
O1—H1---02 0,84 1,94 2,755(8) 164
02—H2---N2' 0,84 2,39 2,794(10) 110
O1W1-HIWA.--O1" 0,87 2,105 2,891(4) 150

Cddigo de Simetria: (i) -x, -y+2, -z+1; (ii) x-1, y+1, z; (iii) -x+1, -y+1, -z+1

(e]

CN

Etoch@B(OH)z

65¢c

O1—H1---02' 0,84 2,00 2,815 (2) 174
0O2—H2---N1" 0,84 2,06 2,831 (3) 156
Cddigo de Simetria: (i) —x-1, 2-y, 3-z; (ii) -1-x, 1-y, 2-z
0o CN B(OH),
EtO,C
65d
O1—H1---02' 0,84 1,95 2,809 (6) 162
02—H2---N1" 0,84 2,14 3,019 (7) 164
C11—H11A---O1" 0,97 2,64 3,249 (8) 120

Cdédigo de Simetria: (i) 1-x, 1-y, 2-z; (ii) 1-x, -y, 2-z; (iii) 1/2-x, -1/2+y, 3/2-z

As estruturas cristalinas dos compostos obtidos e a formacéo dos dimeros de acidos
borénicos séo estabilizadas por ligacbes de hidrogénio do grupamento nitrila com o &cido
borbnico. Essas sdo as principais interacdes intermoleculares observadas nos
empacotamentos cristalinos. Os angulos das ligacdes de hidrogénio séo importantes na
determinacao da for¢ca destas, quanto mais préximos de 180° (mais frontal), mais efetiva

€ a ligacdo. Além do angulo, outro fator que influencia a forca desta interacdo € o
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comprimento da ligacdo. Em geral, as ligacbes de hidrogénio apresentam energias
semelhantes, isto é, observa-se que a distancias doador-receptor (D---R) dessas
interacOes apresentam valores parecidos. O produto 65d foi 0 Gnico que apresentou um
valor destoante de 3,02 A (maior comprimento de ligagdo) na interacdo O2—H2---N1,
este resultado pode ser consequéncia do impedimento espacial causado pelo acetato de
etila associado ao efeito da substituicdo na posicao meta que dificulta a aproximacéo das
moléculas. Os contatos dessas interacbes podem ser visualizados por meio das
superficies de Hirshfeld, apresentadas nas figuras 52, 53, 54 e 55. Estas superficies tém
como propasito definir o espaco ocupado pelas moléculas em um cristal, segmentando
as suas densidades eletronicas em fragmentos moleculares. Atualmente, diferentes tipos
de superficies sdo utilizadas na quimica cristalografica. Por exemplo: CPK (CPK = Iniciais
dos idealizadores, Robert Corey, Linus Pauling e Walter Koltun) e a superficie Connolly.
A superficie de Hirshfeld define o volume ao redor da molécula de forma similar a
superficie de van der Waals. Entretanto, o diferencial dessa superficie é que ela leva em
consideracdo ndo s6 a molécula, como no caso da superficie de van der Waals, mas
também a sua vizinhanca. Dessa forma, este tipo de superficie apresenta informacoes

sobre as interagdes intermoleculares.?®®

Figura 52 - Superficie de Hirshfeld para o 65a
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Figura 55 - Superficie de Hirshfeld para o 65d
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4.2. Estudos in silico direcionados para proteinas quinases

4.2.1. Quimiogendbmica

Estudos de quimiogenomica foram realizados pelo grupo de pesquisa da Dr.2 Nelilma
Romeiro, com o objetivo de obter mais informagdes sobre o potencial de interacdo das
benzeno-vininitrilas com tirosinas quinases. Utilizou-se nesse estudo o protocolo do
Software PIDGIN?"° e o0 banco de dados ChEMBL,?"* disponivel na literatura.

A técnica utilizada combina informac6es quimicas e biologicas através de métodos
computacionais para investigar bibliotecas moleculares, capazes de interagir com alvos
moleculares de interesse. Portanto, a quimiogendmica é uma estratégia interdisciplinar
gue visa acelerar o processo de descobertas de farmacos. Esse método tem possibilitado
o desenvolvimento racional de farmacos para o tratamento de diversas doengas, com
destaque para o tratamento do cancer e de doencas inflamatdérias, apesar das limitacdes
envolvidas em um célculo tedrico. Através dos estudos de quimiogendmica, foram
apontados alvos moleculares em potencial para a série de benzeno-vinilnitrilas
preparadas, os quais alvos pertencem a familia das proteinas quinases (Figura 56)

Um dos alvos sugeridos para as moléculas 64d (NO-07), 64e (NO-08), 65a (NO-01)
e 65b (NO-03) foi DYRK1a (dual specificity tyrosine(Y)-phosphorylation-regulated kinase
la). Essa tirosina, pertencente a familia DYRK, é conhecida por ser ativada através da
autofosforilacé@o de residuos de tirosina, apesar de fosforilar residuos de serina e treonina
de seus substratos. Além disso, a DYRK1a € estudada por seu papel no desenvolvimento

de cancer?’? e sua acao regulatéria sobre a EGFR.?"3
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Figura 56 - Grafico “heatmap”

4.2.2. Docking molecular

De modo a identificar os sitios de ligacdo potenciais em tirosinas quinases para 0s
ligantes ativos (compostos sintetizados), foram realizados estudos de docking molecular
utilizando a tirosina DYRK1a como modelo. A funcdo ChemPLP foi escolhida para a
realizacdo dos estudos. Na figura 57, € possivel observar a interacao teérica do NO-01
(65a) com o sitio ativo da enzima escolhida. O estudo tedrico prevé a interacdo do
grupamento cianovinilico do NO-01 com o residuo de lisina LYS188 e com o grupo -NH
do aspartato ASP307, através de ligacdo de hidrogénio. O NO-01 também pode interagir
por ligag&o de hidrogénio com o grupo -NH da leucina LEU242 e com a cadeia lateral da
serina SER242, através da unidade B(OH)2. Adicionalmente, foram previstas interacdes
de van der Waals entre o anel aromatico do NO-01 e a VAL173, a LEU241, a LEU294 e
a PHE238 no sitio ativo. No anexo A encontram-se o0s estudos de docking para as outras

moléculas sintetizadas.
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GLU239 LEU294

LEU241 LEU295

SER242

Figura 57 - Posicao de interagédo entre a borono-tirfostina 65a (NO-01) e a DYRK1a
sugerida pelo estudo de docking. As ligacGes de hidrogénio estao representadas em

linha pontilhada azul

4.3. Testes bioldgicos

As benzeno-vinilnitrilas sintetizadas foram avaliadas quanto a sua atividade
anticancer, tripanocida, anti-inflamatéria e inibitéria do receptor P2X7 pelo grupo de
pesquisa do Dr. Robson Xavier na FIOCRUZ. Tanto as benzeno-vinilnitrilas com o boro,
guanto as sem boro foram avaliadas com o objetivo de investigar o efeito da introducao
da unidade B(OH)2 na atividade biolégica das tirfostinas. Adicionalmente, a toxidade dos

compostos em células de mamiferos também foi examinada.

4.3.1. Andlise de toxidade em células primérias de mamifero

Inicialmente, avaliou-se a citotoxicidade das moléculas sintetizadas em células de
mamiferos por ensaio colorimétrico. No teste, foi medida a capacidade das células de
macrofagos peritoneais de camundongos de reduzir a resazurina (conhecida
comercialmente como Alamar blue), na presenca do composto analisado. Células viaveis,

com metabolismo ativo, sdo capazes de reduzir a resazurina (azul e nao-fluorescente)
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em resorufina (rosa e fluorescente) (Esquema 19). Portanto, é possivel estimar a
citotoxicidade da substancia e quantificar as células viaveis, uma vez que, o numero de
células viaveis apoés o teste é proporcional a resorufina produzida. Como controle positivo
foi utilizado o detergente ndo-ibnico Triton X-100 (Tx-100), que provoca o rompimento da
membrana plasmatica e, por isso, a reducdo de resazurina € minima. No controle
negativo, ndo ha adicdo de nenhuma substancia. Na tabela 16, € possivel observar a
citotoxicidade dos compostos e seus efeitos antiproliferativos em linhagens de células

malignas.

Forma oxidada Forma reduzida
©
(0]
' N
/@:%j@ Células viaveis /C[ m
HO 0 0 HO o 0o
Resazurina-Nao fluorescente Resorufina-Fluorescente

Esquema 19 - Avaliacéo da viabilidade celular por reducgéo de resazurina

Nenhuma das benzeno-vinilnitrilas sintetizadas apresentou toxicidade (= 99,30%) na
concentracdo de 100 pM, guando testadas frente a macréfagos peritoneais primarios
selvagens por 72 h. O mesmo aconteceu para a linhagem macrofagica J774.G8 de
camundongo, a qual foi insensivel ao tratamento com os compostos. No caso da
linhagem de células de rato GH3 (células originarias de tumor pituitario de rato), as
células foram parcialmente afetadas por 64a (NO-04) (G1 = CN, G = H), apresentando
um percentual de reducéo de resazurina de 50%. As benzeno-vinilnitrilas 64f (NO-11) (G1
= CN, G = 3-NO2) e 65c (NO-12) (G1 = CO2Et, G = 4-B(OH)2) foram mais eficazes em
reduzir a proliferacdo em 23,56% e 32,8%, respectivamente (Tabela 16). Isto €, a melhor
atividade antiproliferativa obtida para essa linhagem de célula foi alcancada com uma
borono-tirfostina, indicando o efeito benéfico da introducdo do boro na estrutura da
tirfostina, comparando-se com os demais substituintes testados. Nenhum dos outros
compostos, contendo outros substituintes diferentes de boro e nitro, foi capaz de danificar

a atividade proliferativa das células GH3.
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As moléculas 64b (NO-05) (G1 = CN, G = 4-OMe), 64c¢ (NO-06) (G1 = CN, G = 4-Me),
64f (NO-11) (G1 = CN, G = 3-NO2) e 65d (NO-13) (G1 = CO2Et, G = 3-B(OH)2) foram
altamente eficientes em reduzir a capacidade proliferativa (> 80%) da linhagem de células
de humanos U937, proveniente de linfoma histocitico. Nota-se, que das benzeno-
vinilnitrilas com boro, apenas as derivadas de cianoacetato de etila (65c e 65d)
apresentaram efeito antiproliferativo sob as linhagens testadas.

Tabela 16 - Toxicidade e efeito antiproliferativo das benzeno-vinilnitrilas

Tratamento % proliferagao depois de 72 h

“ggﬁ{g;aega‘?ss Jc7é7'i'gsé Células GH3 | Células U937

Células néo tratadas 100,38 + 0,4 99,81 + 0,13 110,58 £ 0,05 | 95,43 +1,65
0,1% Triton X-100 12,77+ 1,01 16,64 + 1,18 14,40+ 2,5 13,07 + 2,22
65a (NO-01)? 99,51+ 0,33 100,44 £ 0,11 100,07 £ 0,4 98,10 + 1,04
65b (NO-03)? 100,05 + 0,12 99,70 = 007 99,80+ 0,3 96,31 +1,33
64a (NO-04)? 99,35 + 0,56 102,68 + 0,03 50,13+ 3,5 91,01 + 3,08
64b (NO-05)2 105,75+ 0,1 100,65 + 0,06 99,40 +£ 1,09 17,87 + 2,79
64c (NO-06)? 99,69 + 0,06 102,53 £ 0,05 93,28 + 1,88 16,28 + 1,36

64d (NO-07)2 100,43 + 1,26 94,65 + 0,08 99,78 £ 0,8 92,0128
64e (NO-08)? 100,52 + 0,47 100,25 + 0,02 97,75 + 0,06 97,23+ 1,51
64f (NO-11)2 99,59 + 0,22 100,23 £ 0,15 23,56 £ 2,11 14,29 + 3,32
65c (NO-12)* 99,37 +£0,71 99,93+ 0,44 32,87 £1,93 82,95+ 3,71
65d (NO-13)* 99,38 + 0,46 98,95+ 0,2 100,20+ 0,99 | 18,95+ 0,52

- Acidos borénicos em vermelho; 2[NO] = 100 pM. As células de macréfagos peritoneais de camundongo, J774.G8 de
camundongo, GH3 de rato e U937 de humanos, foram tratadas com os compostos NO na concentragdo 100 uM por
72 h. Os dados relatados representam a média + DP de 4 experimentos independentes.

As moléculas 64a, 64b, 64c, 64f, 65c e 65d, que apresentaram efeito antiproliferativo
nas linhagens GH3 e/ou U937, foram escolhidas para testes posteriores. As linhagens
GH3, U937 e de macréfagos peritoneais foram expostas, separadamente, a diferentes
concentracdes [1 nM a 10 mM] de cada composto escolhido. Os resultados obtidos foram
representados graficamente em curvas dose-resposta. Através destes testes, foi possivel

a determinagéo da concentracao inibitéria de 50% dos individuos (ICso). A linhagem de
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macrofagos peritoneais foi utilizada como controle. Os resultados podem ser encontrados
na tabela 17. Os altos valores de ICso, obtidos para a linhagem de macréfagos
peritoneais, dos compostos 64a (NO-04), 64b (NO-05) e principalmente do 64f (NO-11)
(372,31 uM) e do 65c (NO-12) (387,87 uM), revelam como essas células s&o resistentes
as moléculas testadas. Altos valores de ICso para células benignas sao altamente
favoraveis. Indicam a necessidade de altas concentragdes da molécula testada para que
haja dano. Ja os compostos 64c (NO-05) e 65d (NO-13) apresentaram, relativamente,

valores mais baixos, mas ainda assim, aceitaveis.

Tabela 17 - Efeito dose-resposta das benzeno-vinilnitrilas frente a proliferacéo de

células de mamiferos

Produt Estrut Macréfagos Células GH3 | Células U937
roauto strutura peritoneais IC,, (kM) | IC,, (uM) IC,, (kM)
CN
64a (NO-04) m 99,63 + 8,54 0,29 + 0,01 -
N CN
64b (NO-05) m 147,77 + 14,73 - 0,88 + 0,02
MeO
N CN
64c (NO-06) JO R 41,87 +8,76 : 0,69+ 0,07
Me
SN CN
64f (NO-11) Q/\& 372,31 + 11,08 0,12+0,06 | 0,47 +0,08
N02
- COzE
65¢ (NO-12) m 387,87 + 7,28 0,14 + 0,09 -
(HO),B
. COzEt
65d (NO-13) cN 78,91 + 6,45 - 9,83 + 1,07
B(OH),

Relacéo dose-resposta para os analogos de nitrila. A linha de células GH3 de rato foi tratada com 64a, 64f e 65c. A
linhagem U937 foi tratada com 64b, 64c, 64f e 65d. A linha de macrdfagos peritoneais foi tratada com todos os
compostos citados acima. Para todas as células testadas, as concentragdes variaram de 1 nM a 10 mM por 72 h. A
citotoxicidade foi medida usando a reducdo da resazurina em resorufina como indice proliferativo. Os dados relatados
representam a média + DP de 4 experimentos independentes.

Os valores de ICs0 dos derivados 64a (NO-04), 64f (NO-11) e 65¢c (NO-12), testados
nas células GH3, foram 0,29 £ 0,01 uM, 0,12 + 0,06 uM e 0,14 £ 0,09 pM, respectivamente
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(Tabela 17). O acido borénico 65¢ (NO-12) (G1 = COzEt, G = 4-B(OH)2) e o composto
nitrado 64f (NO-11) foram extremamente potentes frente a célula GH3, apresentando ICso
na mesma ordem de grandeza do composto padrao resveratrol 66 (Figura 58). Além
disso, os ICso para células GH3 foram, aproximadamente, 2700 vezes menores que 0s
ICs0 para macréfagos peritoneais. Apesar da alta eficiéncia do composto 64a (NO-04) (G1
= CN, G = H), sem substituinte no anel aromatico, seu efeito foi inferior aos outros dois
compostos testados. Esses dados sugerem que a presenga de grupos doadores ou
receptores de ligagdo de hidrogénio é importante para o reconhecimento molecular
desses compostos. Através dos resultados obtidos pelo teste de dose-resposta para as
células GH3, é possivel inferir a relevancia dos acidos bordnicos como candidatos no

desenvolvimento de farmacos para o tratamento de tumor pituitario.

OH
9 ©
HO X N
(J ey O
cl N
N
OH

HoN
66 Resveratrol x GH3 67 Crizotinib x Ugs7
IC50 =10 MM ICs50 = 0,257 mM

Figura 58 - Compostos padrao para as linhagens GH3 e U937

Na linhagem de células U937 de humanos, foram testados os compostos: 64b (NO-
05), 64c (NO-06), 64f (NO-11) e 65d (NO-12) que apresentaram, respectivamente, 0s
seguintes valores de 1Cs0 0,88 + 0,02 pM, 0,69 + 0,07 uM, 0,47 + 0,08 uM e 9,83 + 1,07
MM (Tabela 17). Todos os compostos apresentaram valor de ICso menor do que o
observado pelo composto padréao Crizotinib 67 (Figura 58). As eficacias dos compostos
64b (G1 =CN, G =4-OMe), 64c (G1 =CN, G = 4-Me) e 64f (G1 = CN, G = 3-NO2) foram
parecidas, por outro lado, o acido borénico 65d (G1 = COzEt, G = 3-B(OH)2) demonstrou
uma poténcia menor. Apesar do resultado, a estrutura dessa molécula pode servir como
prototipo para o desenvolvimento de outros acidos borénicos com maiores poténcias.
Através dos dados expostos na tabela 17, nota-se que os valores de ICso de macrofagos
peritoneais foram 60 a 2700 vezes superiores aos obtidos para as linhagens malignas,
dependendo do derivado avaliado. Surpreendentemente, apenas o composto 64f (NO-
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11) apresentou atividade significativa para ambas as linhagens, GH3 e U937. Esse
resultado aponta para um mecanismo hipotético geral de acao. Além disso, esse derivado
foi 0 mais potente nas duas linhagens (Tabela 17). Em comparacéo, a linhagem de
células primarias de macréfagos peritoneais foi extremamente resistente ao 64f.
Possivelmente, os compostos 64a (NO-04) e 65¢c (NO-12), seletivos para células GH3,
reduzem a proliferacéo dessas células ao atuar sobre a EGFR e/ou a Ras.?’*

Os compostos 64b e 64c inibiram potentemente a proliferacdo das células U937. O
composto 65d (NO-13), demonstrou seletividade para a linhagem U937, apesar da baixa
poténcia. Esse tipo celular expressa tirosinas quinases como EGFR?’®, FES 276 e SYK?"/
gue sdo possiveis alvos para as moléculas 64b, 64c e 65d.

4.3.2. Andlise de atividade antiparasitaria in vitro

Todas as benzeno-vinilnitrilas sintetizadas também foram testadas quanto sua
atividade antiparasitaria. Investigou-se a viabilidade dos parasitas mediante tratamento
com as moléculas sintetizadas em culturas in vitro de T. cruzi na forma epimastigota, em
comparacao com o benznidazol 18. A cepa Y foi tratada por 72 h com 100 puM de solugéo
das benzeno-vinilnitrilas, e sua viabilidade ap6s 72 h foi quantificada pelo teste MTT 68
(Brometo azul de tetrazélio/Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium). O
teste MTT é um ensaio colorimétrico usado para avaliar a viabilidade celular. Células ou
organismos metabolicamente viaveis possuem desidrogenases mitocondriais capazes de
clivar o anel do tetrazélio. A clivagem do anel do MTT (coloracdo amarela) resulta na
formacdao de cristais de formazan 69 (E,Z-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan) de
coloracdo azul escura, insolavel em agua (Figura 59). Assim, a formacéo do formazan
reflete o estado funcional da cadeia respiratéria. No ensaio realizado, o Triton X-100
(0,1%) e o benzonidazol (Bzd) (100 uM) foram utilizados como controle positivo para
reduzir a viabilidade dos protozoarios. Como controle negativo, foi utilizada a forma

epimastigota néo tratada.

142



68 MTT 69 Formazan

Figura 59 - Transformag¢ao do MTT em formazan

Ndo houve diferenca estatistica entre os valores de reducdo da viabilidade
tripanossomas apresentados pelos compostos 65b (NO-03) (G1 = CN, G = 3-B(OH)z2),
64a (NO-04) (G1 = CN, G = H), 65¢c (NO-12) (G1 = COzEt, G = 4-B(OH)2) e 65d (NO-13)
(G1 = CO2Et, G = 3-B(OH)z2). Entretanto, o 65c¢ foi a molécula mais potente, com acgéo
similar ao controle positivo e ao tratamento com Bzd (Figura 60). Os derivados 64b (G1
=CN, G =0OMe) e 64c (G1 = CN, G = Me) diminuiram a viabilidade do tripanossoma com
menor eficicia que os derivados previamente citados. J& os compostos 65a (G1 = CN, G
= 4-B(OH)z2), 64d (G1 = CN, G =NMez), 64e (G1=CN, G =ClI), e 64f (GL1 =CN, G = 3-
NOz2), ndo promoveram a diminuicdo da viabilidade do tripanossoma, apresentando
valores comparaveis ao controle negativo (forma epimastigota néo tratada). Construiram-
se curvas dose-resposta para as benzeno-vininitrilas que reduziram a viabilidade do
tripanossoma na concentragdo 100 uM. As curvas foram obtidas ap6s exposicdo das
células por 24 h aos compostos avaliados. Os valores de ECso (Concentracao do farmaco
para induzir 50% do efeito maximo) alcancados pelos compostos 65b (NO-03), 64a (NO-
04), 64b (NO-05), 64c (NO-06), 65c (NO-12) e 65d (NO-13) foram de 14,5 uM; 10,2 uM;
530,6 uM; 508,4 uM; 0,795 uM e 78,4 uM, respectivamente (Figura 61). Entre estas
moléculas, o acido bordnico 65c apresentou poténcia nanomolar, resultando na morte do
T. cruzi. Apesar de menos potentes que o0 65c, os acidos borénicos 65b e 65d também
foram eficientes em reduzir a viabilidade do tripanossoma. Dentre os quatro acidos
borbnicos testados, trés apresentaram boa atividade tripanocida, sendo os compostos
65b e 65c 0s mais eficientes entre eles. Esses resultados promissores dao indicios da
relevancia de derivados de acidos borénicos como protétipos na busca por novos

farmacos tripanocidas mais eficientes. Ademais, os resultados parecem indicar que o
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posicionamento da unidade B(OH)z na posi¢do para com respeito a vinilnitrila melhora a
eficacia da borono-tirfostina derivada do cianoacetato de etila (65b = NO-12 versus 65¢
= NO-13). Essas boronotirfostinas foram ambas mais eficientes do que aquelas derivadas
da malononitrila (65a = NO-01 e 65b = NO-03). O valor de ECso do 65¢ (NO-12) (0,795
uM) é 20 vezes superior ao ECso descrito para benzonidazol 18 (ECso = 20,63 uM)?"8 e 4
vezes superior ao ECso do nifurtimox 19 (ECso = 3,5 uM)?’® para a forma epimastigota
(Figura 62). Esses dois compostos sao utilizados atualmente no tratamento de Doenca
de Chagas. O composto 65¢ demonstrou poténcia menor que o bortezomibe?® e o
DDD85646,%21 ambos inibidores potentes de proteases com atividade tripanocida frente
ao T. brucei. Possivelmente, a mudanca de cepas e/ou um mecanismo de acéo distinto,
uma vez que sao espécies diferentes que assumem formas distintas, sejam as causas

para essa diferenca de valores.

(10 uM Analogos-NO) - 72h - Cepa Y

100+

8ok

*kk hkk %
-

60-
40-

20+

% Atividade tripanocida

g I g

H//SA/A///S,
NANNNNNNNNNNNN

oAk B

o AL

O O ¢ ¢© v 0 v WO & N o
R 2 G A i i

7,
%

>
8 4
56 1)

Tratamento

Figura 60 - Atividade tripanocida. As formas epimastigotas da cepa Y foram tratadas
com os NOs, todos na concentracdo 10 uM por 72 h. O gréfico representa tratamentos
em triplicata em 4 dias diferentes. ***p < 0,01 relativo ao controle negativo, *p < 0,05
relativo ao controle negativo; S.D.S. sem diferenca estatistica em relacao ao controle

positivo ou Bzd-benznidazol
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Figura 61 - Atividade tripanocida. As formas epimastigotas da cepa Y foram tratadas
com os NOs, todos na faixa de concentracdo 1 nM -1 mM por 24 h. Grafico representa

tratamentos em triplicata em 4 dias diferentes
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Figura 62 - Estrutura do composto 65c¢, dos compostos utilizados no tratamento da

Doenca de Chagas e seus respectivos ECso sobre a cepa Y

Apesar desse trabalho ter sido focado na possibilidade de inibigéo da tirosina quinase
para obtencédo de atividade tripanocida, outros alvos moleculares importantes para o T.
cruzi podem estar envolvidos no mecanismo de acdo da tirfostinas sintetizadas.

Diferentes proteassomas e proteases surgiram como alvos moleculares em potencial

145



desde a descoberta da importancia dessas estruturas nos caminhos metabdlicos de
protozoarios.?!: 282 Por exemplo: serino-proteases estdo envolvidas no mecanismo de
invasdo celular do hospedeiro; metalopeptidases e proteassomas (treonino-proteases)
também est&o correlacionadas com a viruléncia do parasita.283 Acidos arilborénicos séo
capazes de mimetizar o estado de transicao de serino e treonino-proteases, uma vez que
o boro se liga fortemente a nucledfilos de oxigénio, como as hidroxilas presentes no sitio
ativo de serino e treonino proteases. Existem diferentes relatos sobre a inibicdo de
proteases por acidos arilboronicos e outras classes de organoboros.?13.284

A cruzaina € uma cisteino-protease com papel essencial na viruléncia do T. cruzi.
Essa protease é considerada um importante alvo no desenvolvimento de agentes
antichagasticos, pois esta presente em todas formas de vida do parasita.?®> Sabe-se que
vinilsulfonas funcionam como inibidores irreversiveis da cruzaina.?®® Essa classe de
moléculas € aceptora de Michael, assim como as tirfostinas sintetizadas nesse trabalho.
Nesse caso, a cruzaina pode interagir com as benzeno-vinilnitrilas através de seu
grupamento tiol localizado no sitio ativo. O tiol, ao atacar o carbono vinilico, promove a
formacéo de uma ligacédo S-C entre a enzima e seu inibidor (Esquema 20 A).

Outra forma possivel de interacéo entre a cruzaina e as tirfostinas é através da nitrila,
como ocorre com as dipeptidilnitrilas. As dipeptidilnitrilas s&o conhecidos inibidores das
cisteino proteases.?®’ Nesse caso, 0 grupamento tiol presente no sitio ativo da enzima
interage com a nitrila presente na dipeptidilnitrila, resultando em um intermediario
tioimidato (Esquema 20 B). Portanto, em principio, as nitrilas das tirfostinas sintetizadas

podem ser um ponto de interacdo com a cruzaina.
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Esquema 20 - Possiveis interacdes entre a cruzaina e as tirfostinas sintetizadas
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De acordo com os resultados obtidos, as tirfostinas derivadas de &cidos borénicos
apresentaram um perfil de atividade melhor do que o observado para as tirfostinas sem
o boro. Provavelmente, se a cruzaina for de fato um alvo para as tirfostinas com o boro
sintetizadas nesse trabalho, o grupamento borénico devera agir como um grupo

auxoférico.

4.3.3. Avaliacao in vitro da atividade inibitoria do receptor P2X7 (P2X7R) pelas tirfostinas
preparadas

As benzeno-vinilnitrilas sintetizadas foram avaliadas quanto a sua capacidade de inibir
(efeito antagonista) o funcionamento do P2X7R. Para isso, realizou-se um ensaio de
permeabilizacdo celular induzida por ATP. De forma geral, macréfagos peritoneais de
camundongo foram pré-incubados por 10 min com os diferentes compostos analisados,
com o BBG (Briliant Blue G) e o A740003. Em seguida, as células foram tratadas com
uma dose de 5 mM de ATP por 25 min. Nos 5 min finais, uma dose ou do corante iodeto
de propideo (PI) ou brometo de etidio (EB) foi administrada. O tratamento com ATP nessa
concentracdo induz a abertura do poro associado a este receptor. Dessa forma, ions e
moléculas organicas de até 900 Da (como o iodeto de propideo) podem passar pela
membrana e entrar no citoplasma. O iodeto de propideo e o brometo de etidio sédo
intercalantes de DNA, comumente usados como marcadores fluorescentes. Esses
corantes, ao entrarem em contato com &cidos nucléicos, emitem luz fluorescente que
pode ser medida por métodos analiticos. O BBG e o A740003 foram utilizados nos testes
como padrdes para o efeito antagonista sobre o receptor P2X7 de camundongo (cP2X7R)
e de humano (hP2X7R). Os testes iniciais foram realizados em macrofagos peritoneais
devido a facilidade de obtencéo e por se aproximarem mais ao sistema real. O efeito
antagonista dos compostos testados pode ser encontrado na tabela 18.
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Tabela 18 - Efeito antagonista dos inibidores de P2X7R e da série de compostos NO

frente a captacdo de corante induzida por ATP em macrofagos peritoneais

Inibidores do P2X7R e série cP2X71C,
NO (UM)
BBG 15,23 £1,65
A740003 0,897 +1,12
65a (NO-01) 0,639 + 0,11
65b (NO-03) 46,88 £ 5,24
64a (NO-04) 11,84 + 2,08
64b (NO-05) 75,44 £ 4,55
64c (NO-06) 102,3 + 3,02
64d (NO-07) 88,41 + 5,47
64e (NO-08) 6,61+ 0,41
64f (NO-11) 54,68 + 4,77
65¢c (NO-12) 0,939+ 0,21
65d (NO-13) 91,02 + 1,33

Valores sdo a média de 2-4 experimentos. Compostos foram
testados em macrofagos peritoneais de camundongo. Os valores de
ICso = Concentragdo requerida para atingir 50% do efeito inibitorio
méaximo foram obtidos através de curvas de concentragéo-resposta.
cP2X7R = P2X7R de camundongos

Os compostos 65b (NO-03), 64b (NO-05), 64c (NO-06), 64d (NO-07), 64f (NO-11) e
65d (NO-13), tiveram valores de ICso superiores ao BBG e ao A740003. Os ICso dos
compostos 64a (G = CN, G1 = H) e 64e (G = CN, G1 = Cl) apresentaram valores entre os
obtidos pelo BBG e A740003. Ja os compostos 65a (G = CN; G1 = 4-B(OH)2) e 65c¢ (G =
CO:zEt; G1 = 4-B(OH)2) demonstraram uma eficiéncia inibitéria maior que dos outros
compostos da série NO, do que o BBG (ICso = 15,23 pM) e similar ao A740003 (ICso =
0,897 uM) (Tabela 19). Seus valores de ICso foram de 0,639 uM e 0,939 uM,
respectivamente. Esses valores sédo similares ao de outras moléculas inibidoras de
P2X7R descritas na literatura.*?*11%a  Apenas as borono-tirfostinas 65a e 65c¢
apresentaram poténcia comparavel com inibidores de P2X7R comerciais. Portanto, as

moléculas restantes nao foram selecionadas para testes posteriores.
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Construiram-se curvas dose-resposta medindo-se a toxicidade celular dos compostos
65a e 65c em macrofagos peritoneais apos 72 h de tratamento. Ambos compostos
apresentaram baixa toxicidade com altos valores de CCso (concentracdo citotoxica). O
valor de CCso do composto 65a (NO-01) (CCso = 443 uM) foi mais alto do que o observado
para o BBG (CCso = 85,62 uM) e A740003 (CCso = 351uM), indicando que a benzeno-
vinilnitrila testada € menos toxica que os antagonistas padrdo. O CCso do 65¢ (NO-12)
(CCso0 = 443 puM) foi muito maior que do o CCso do BBG e similar ao do A740003 (Tabela
19). Quando comparados, o indice de seletividade (S.l.) dos acidos bordnicos (borono-
tirfostinas) foi maior do que os exibidos pelos inibidores comerciais de P2X7R (BBG e
A740003) (Tabela 19). O anélogo 65c (S.I. = 392,8) exibiu valores de S.l. similares ao
inibidor seletivo de P2X7R, o A740003 (S.l. = 391,4). Ja o S.I. do analogo 65a (S.I. =
693,2), foi 1,77 vezes maior que o composto A740003, indicando uma atividade
promissora. Para obter mais informacdes sobre os analogos de &cidos bordnicos, outros
testes foram realizados. Curiosamente, os compostos sintetizados apresentaram valores
de 1Cso maiores do que outros inibidores de P2X7R ja descritos na literatura. Entretanto,
em razao do elevado S.I. obtido, esse analogo de acidos arilborénicos permanecem como

bons candidatos.

Tabela 19 - Toxicidade celular e seletividade dos inibidores de P2X7R e dos analogos

de acidos arilborénicos

Antagonistas do cP2X7 CC,, (M) indi_cg de
P2X7R e acidos Estrutura i seletividade
arilbordnicos (macrofagos) (3CCs0/ICs0)
BBG - 85,62 +2,77 5,62
A740003 - 351,1+11,76 391,4
SN CN
65a (NO-01 + 2
a(No-ot) | JO RS 443 + 257 693,
- COZE
65c (NO-12 + 2
c ) | o m 329,6 + 16,68 392,8

a CCso (concentracéo citotoxica) foi obtida por curvas de concentragio-resposta.
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Outra forma de medir a inibicdo da funcionalidade do receptor é através da liberagédo
de IL-1B, uma vez que, a liberagdo desta citocina, induzida por ATP, € uma funcao
caracteristica da ativacdo do P2X7R. Esse método foi aplicado em macréfagos
peritoneais selvagens de camundongo e na linhagem de células monociticas de
humanos, THP-1.

O composto 65a inibiu potentemente a liberagéo de IL-1B induzida por ATP no P2X7R
de camundongo (ICso = 0,042 uM) e de humano (ICso = 0,021 uM), entretanto, o 65c¢ inibiu
fracamente a liberacdo de IL-1B mediada pela ativagdo do cP2X7R (ICso = 0,537 uM)
(Tabela 20). A diferenciacdo das células monociticas de humanos THP-1 em macréfagos
M1, foi promovida pela utilizacdo de INF-y (Interferon gamma) e PMA (phorbol-12-
myristate acetate) e pela incubagédo com LPS (lipopolissacarideo) por 4 horas. O ATP s6
foi adicionado nos ultimos 30 minutos de incubacdo com LPS e os acidos bordnicos foram
adicionados 30 minutos antes da adicdo de ATP. Os compostos 65a (NO-01), e 65¢ (NO-
12) apresentaram uma poténcia maior/ou similiar que o BBG e o A740003 em inibir a
liberacdo de IL-1B mediada por hP2X7R (Figura 63 A). A liberacéo da IL-1[3 induzida por
ATP em camundongo, também foi inibida pelos analogos de acido borénico (Figura 63
B). No caso do 65¢c (NO-12), houve uma reducdo de inibicdo em comparacdo com a
inibicdo do hP2X7R (ICso = 0,243 puM). Por outro lado, o 65a (NO-01) manteve uma
poténcia de inibicdo do cP2X7R elevada, inclusive com valores de ICso menores do que
0 observado para o antagonista de referéncia A740003 (Figura 63, Tabela 20). Os dois
analogos também inibiram a liberacdo de IL-1B induzida por BzATP (2'3'-(benzoil-4-
benzoil)-adenosina-5'-trifosfato), entretanto, esses dados ndo serdo descritos e
detalhados no presente trabalho encontram nesse trabalho. Esses resultados indicam um
mecanismo seletivo de inibicdo da liberacdo IL-13 mediada por ativagdo do P2X7R, como

ocorre com outros antagonistas de P2X7R relatados na literatura.*2> 288
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Tabela 20 - Avaliacao do efeito inibitorio dos analogos de acidos bordnicos e dos

antagonistas do P2X7R através da avaliagdo da diminuicdo da captagéo de Pl em

células HEK 293 e da liberacao de IL-1B8 em células THP-1 e macréfagos de

camundongos

Antagonistas do
P2X7R e acidos

Captacéo de PI
em células
HEK293

Liberacéo de IL-1B
em células THP-1

Liberacdo de IL-1B
em macrofagos
peritoneais de

arilborénicos transfectadas com ICs0 (M) camundongo ICsp
hP2X7R ICso (uM) (MM)
BBG 4,97 £ 0,62 0,783 + 0,063 0,907 + 0,077
A740003 0,129 £ 0,041 0,087 £ 0,031 0,114 £ 0,02
65a (NO-01) 0,031 + 0,002 0,021 + 0,011 0,042 + 0,013
65c (NO-12) 0,105 + 0,011 0,243 + 0,034 0,537 + 0.065

PI = lodeto de propideo; hP2X7 = P2X7 humano; THP-1: linhagem de mondcito humano derivada de paciente com
leucemia monocitica aguda.

Células HEK 293 ndo expressam naturalmente receptores da familia P2X. Alguns dos
receptores dessa familia atuam da mesma forma que o P2X7R, sendo ativados por ATP
e possibilitando a passagem de moléculas organicas, portanto, a presenca desses
receptores pode interferir nos resultados obtidos. Por isso, ao transfectar o P2X7R
humano em células HEK 293, obtém-se valores de inibicdo oriundos unicamente do
P2X7R, sem interferéncias. O poder inibitério dos acidos arilbordnico 65a (NO-01) e 65c¢
(NO-12) foi medido através da captacdo de Pl. Ambos apresentaram valores de ICso de
0,031 yM para o 65a e 0,15 yM para o 65c (Tabela 20). Esses valores baixos
demonstram a alta poténcia inibitéria desses compostos. Inclusive, o valor de ICso dos

dois foi maior do que o observado para o A740003.
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Figura 63 - Inibicdo da liberag&o de IL-1f induzida por ATP pelos &cidos arilborénicos
em células de humanos e de camundongos. A) Células diferenciadas de THP-1 foram
tratadas com 1 mM de ATP (30 min) e com LPS (4 h) na presenca de diferentes
concentracfes do BBG, A740003, 65a (NO-01) e 65¢c (NO-12). B) Macrofagos
peritoneais de camundongos foram tratados com 1mM de ATP (30 min) e LPS (4 h) na
presenca de diferentes concentracdes de BBG, A740003, 65a (NO-01) e 65c (NO-12).

As curvas representam os valores obtidos em 3-5 experimentos independentes

Um possivel mecanismo de acédo para as borono-tirfostinas foi avaliado usando a
técnica chamada de “whole cell patch clamp”. Avaliou-se através de uma curva do tipo
dose-resposta a corrente induzida por diferentes concentracdes de ATP em células de
macrofagos peritoneais. A concentragdo de ATP foi variada de 100 pM até 25 uyM na
presenca de 500 nM dos antagonistas A740003, 65a, 65c (Figura 64 A e B). Quando a
concentracdo das borono-tirfostinas ou do A740003 foram fixadas em 500 nM e testadas
na presenca de ATP, houve um aumento do ECsp em comparagao com o teste apenas
com o ATP. Nos testes com 65a (NO-01) e 65¢ (NO-12) observa-se um perfil de corrente
induzida pelo ATP, parecido com aquele obtido no teste realizado com o A74003, que
inibe 0 P2X7R ligando-se no sitio alostérico.?8® Esses resultados sugerem um mecanismo
de inibicdo ndo competitiva do P2X7R no sitio alostérico da maneira semelhante a forma
como o A740003 inibe o receptor, ou uma interacao irreversivel no sitio de interagdo do
ATP.
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Figura 64 - Avaliacdo do mecanismo inibitério dos compostos 65a (NO-01) e 65¢ (NO-
12) como antagonistas do P2X7R. Mecanismos competitivos foram avaliados através
da corrente ibnica em macréfagos peritoneais de camundongos onde (o) = teste apenas
com ATP; (A) = teste com 500 ng/mL de 65a (NO-01) (A) ou 65c¢ (NO-12) (B) a 37 °C.

Os graficos séo a representacao de 3-4 experimentos independentes

4.3.4. Teste de solubilidade, estabilidade microssomal e permeabilidade in vitro

Os derivados de acido arilbordnico 65a (NO-01) e 65c¢ (NO-12) foram moderadamente
estaveis em microssomas de camundongo e de humano (Tabela 21). Provavelmente, o
composto 65a (NO-01) deve exibir um tempo de acdo menor in vivo do que o 65c¢ (NO-
12) em razéo dos valores obtidos. Adicionalmente, em comparacao com o propranolol, o
65a (NO-01) foi permeavel em Caco-2 com porcentagem maior que 75% e o 65¢ (NO-
12) apresentou permeabilidade superior a 55% (Tabela 21). Quando solubilizados em
solucdes com pH variando de 2-10, o 65a (NO-01) apresentou solubilidade em torno de
250 uM e o 65¢ (NO-12) superior a 250 uM (Tabela 22).

O coeficiente de distribuicdo (LogD) mede a lipofilicidade efetiva de uma molécula em
um determinado pH, no caso, pH = 7,4. Quanto menor o valor de LogD, mais hidrofilica
€ a molécula. O composto 65a (NO-01) apresentou uma maior hidrofilicidade (LogD7,4 =
-2,25 + 0,09) do que o composto 65¢ (NO-12) (LogD74 = -0,96 + 0,11), portanto, uma
maior solubilidade em agua (Tabela 23). A lipofilicidade reduzida do 65a (NO-01) pode
estar associada com a pequena estabilidade microssomal, entretanto, essa caracteristica
pode aumentar a permeabilidade tecidual, como foi observado no teste com células
Caco-2. Em contraste, 0 65¢ (NO-12) apesar de mais lipofilico, exibiu maior estabilidade

microssomal e permeabilidade tecidual reduzida.
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Tabela 21- Estabilidade em microssoma hepatico (MH) e permeabilidade em Caco-2

dos compostos 65a (NO-01) e 65c¢ (NO-12)

3Estabilidade em

3Estabilidade MH de

b -
MH de camundongo humano Caco-2
65a (NO-01) 20,2 19,97 76,6 +1,8
65c (NO-12) 36,3 35,79 59,79 +£1,7

a Estabilidade em microssomas de figado de camundongo e humano. Dados relatados como CLint (uL/min/mg de
proteina). PValores de permeabilidade aparente (Papp) foram medidos usando compostos com alta e baixa
permeabilidade de absorcao, vinblastina e propranolol, respectivamente, como referéncias. Os dados sao relatados
em 10° cm/s. Os valores indicam uma direcdo de apical para basolateral (A-B). Os compostos foram testados ao
mesmo tempo. Os valores sdo a média + D.P. de 3 experimentos.

Tabela 22 - Solubilidade de 65a (NO-01) e 65¢ (NO-12) em diferentes valores de pH

Composto pH 2(a) pH 4(b) pH 7.4(c) pH 10(d)
65a (NO-01) 250 uM 250 uM <250 uM <250 uM
65c (NO-12) 250 uM 250 uM <250 uM 250

(a) pH 2: &cido cloridrico; (b) pH 4: tampé&o de citrato; (c) pH 7.4: tamp&o de fosfato; (d) pH 10: hidroxido de sddio, n =
3 dias distintos.

Tabela 23 - LogDr.4 das borono-tirfostinas 65a (NO-01) e 65¢ (NO-12)

Composto LogD7.4
65a (NO-01) -2.25+0.09
65c (NO-12) -0.96 £ 0.11

4.3.5. Docking molecular com foco no Receptor P2X7

De modo a identificar possiveis sitios de ligacéo ao redor das cavidades (S1, S2 e S3)
encontradas no canal idbnico do P2X7R (Figura 65) para os ligantes ativos 65a (NO-01)
e 65c¢ (NO-12), foram realizados dockings moleculares as cegas para cada um deles.
Esses testes in silico foram realizados em colaboracdo com o grupo do Dr. Murilo Bello
na UFRJ.

Com o objetivo de obter informagdes sobre a relagéo estrutura-atividade, realizou-se

0 mesmo docking as cegas para os ligantes menos ativos 64c (NO-06) e 65d (NO-13)
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(resultado dos testes para P2X7R no tépico 4.3.3.). A cavidade com maior volume S1
esta localizada dentro do poro do P2X7 e engloba o dominio inferior das 3 subunidades
interligadas. A segunda maior cavidade é a S2, também localizada no poro, porém no
dominio superior. As cavidades S3’, S3” e S3”” sdo os sitios de ligagdo com o ATP,
localizados entre as subunidades. Figura 65 representa as cavidades identificadas e na

tabela 24 encontram-se os volumes de cada cavidade.

Figura 65 - Representacdo dos sitios de interacdo (S1, S2 e S3) identificados no
receptor P2X7. A) Visao frontal; B) Visdo superior. As cavidades S1, S2 e S3 séo
ordenadas de acordo com seu volume. Existem trés sitios de interacdo S3 idénticos
formados por 3 subunidades idénticas, portanto, os sitios sao diferenciados pelas
legendas S3’, S3” e S3”

Tabela 24 - Volume das cavidades identificadas em P2X7R de humano

Cavity Volume (A3)
S1 2204,67
S2 1320,96
S3° 442,88
S3T 394,24
S3™ 308,22
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Os resultados do docking molecular indicam que a cavidade S2 é o sitio de interacéo
mais favoravel para os inibidores 65a (NO-01), 65c (NO-12), 64c (NO-06) e 65d (NO-13).
A cavidade S2 é a mesma revelada no trabalho de Karasawa e Kawate em 2016, onde 4
inibidores (A740003, A804598, AZ10606120, GW791343, JNJ47965567) conhecidos
interagem com o receptor.?8® As quatro benzeno-vininitrilas testadas apresentam um
modo de interacdo similar na cavidade S2, onde a fenila interage com residuos de
fenilalanina 95, 103 e 293 da cadeia B. Essas interacfes se assemelham aquelas
observadas no trabalho de Karasawa,?®® uma vez que esses residuos também estéo
envolvidos em interacdes hidrofébicas. Adicionalmente, as borono-tirfostinas (65a (NO-
01), 65c (NO-12), e 65d (NO-13)) orientam-se em direcao a cadeia lateral da serina 101
da cadeia B (Figura 66). Apesar de todas as benzeno-vinilnitrilas interagirem da mesma
maneira (interac6es hidrofobicas) com os residuos de fenilalanina, € possivel que as
ligagBes de hidrogénio com os residuos GIn98, Leu97 e especialmente com a Serl01
sejam as responsaveis pelo aumento de atividade inibitéria observada para as borono-
tirffostinas 65a (NO-01) e 65¢c (NO-12) em comparacdo com os 64c (NO-06) e 65d (NO-
13). Além dessas interacdes, o analogo 65¢c (NO-12) apresentou ligacdes de hidrogénio
extras com os residuos de Gly98 e 99 da cadeia A, o que pode contribuir para a
seletividade do composto. Na figura 67 s&o demonstradas as interacoes
intermoleculares entre as benzeno-vinilnitrilas analisadas e a cavidade S2 sugeridas pelo

docking molecular.
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Figura 66 - Superposicéo dos inibidores 65a (NO-01), 65¢ (NO-12), 64c (NO-06) e 65d

(NO-13) ancorados na cavidade S2. As benzeno-vinilnitrilas se encontram em azul e os

principais residuos em verde
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Figura 67 - Representagéo das principais interagdes intermoleculares de cada
benzeno-vinilnitrila (65a (NO-01), 65¢ (NO-12), 64c (NO-06) e 65d (NO-13)) avaliada na
cavidade S2, identificadas por docking molecular. As setas indicam as ligacdes de

hidrogénio e as areas em azul, a exposicdo ao solvente

4.3.6. Estudo ADMET (absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade)

A analise do perfil farmacocinético e toxicoldgico das borono-tirfostinas 65a (NO-01)
e 65c (NO-12) foi avaliada utilizando o programa ADMET Predictor® (Simulation Plus)
pelo grupo de pesquisa do Dr. Murillo Bello da UFRJ. Apos a administragao por via oral,
o farmaco deve ser absorvido e solubilizado durante a passagem pelo trato
gastrointestinal. Assim, um bom candidato a farmaco deve apresentar uma facilidade de

ser absorvido. Quando isso ndo é possivel, outros métodos mais inconvenientes de
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administracao (ex.: injecdo) devem ser considerados. Idealmente, a administracdo oral é
priorizada.

Os estudos in silico tém papel crucial na pesquisa e desenvolvimento de farmacos,
em razdo de sua capacidade de avaliar as propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas de substéncias bioativas. Os resultados in silico obtidos através do
teste de absorcédo intestinal humana (do inglés, Human Intestinal Absorption - HIA),
indicam uma alta permeabilidade para os compostos avaliados (65a e 65c).2%° Através
do teste de absorcao intestinal em células Caco-2 (Adenocarcinoma de célon humano),
estimou-se uma absorcdo de 70% e uma alta permeabilidade, maior que 8 x 108 cm/s.2%!
Do mesmo modo, foi estimada uma alta solubilidade em agua para os dois compostos
65a (NO-01) e 65c (NO-12) com valores de logS de -2,04 e -2,20, respectivamente. Por
outro lado, apenas o0 65a apresentou alta penetracdo ha membrana hematoencefalica.

O perfil metabdlico das enzimas CYP também foi investigado, onde os analogos 65a
(NO-01) e 65c (NO-12) apresentaram potencial de interacdo apenas com a CYP3A4,
como inibidores. Essa classe de proteinas representa 75% das enzimas responsaveis
por metabolizar farmacos. Grande parte dos farmacos sdo desativados pelas CYPs
através da conversdo de um grupamento bioativo, 0 que acelera a velocidade de
eliminacdo destes. Portanto, neste caso, o0 baixo potencial de interacéo é favoravel para
a manutencédo da atividade biolégica dos dois compostos. Além disso, sabe-se também
gue, a maioria dos farmacos contendo grupos nitrila ndo sdo atacados nestes grupos
pelas enzimas, de forma que s&o eliminados inalterados. Nao obstante, a epoxidacao de
alceno-nitrilas (caso dos compostos analisados) pode, potencialmente, liberar cianeto,
embora, o grande numero de farmacos aprovados, contendo esse grupo, parecem indicar
gue é mais provavel a metabolizacdo em outro local.??

Em relacdo aos paradmetros toxicolégicos, os compostos avaliados foram classificados
com inibidores fracos (pICso < 6.0 mol/L) pelo teste de inibicdo do hERG (do inglés,
Human Ether-a-go-go-Related Gene). Esse resultado é extremamente favoravel, uma
vez que, a inibicdo desses canais pode causar morte sibita (hERG).?%® Além disso, 0s
compostos demonstraram um baixo potencial mutagénico pelo teste AMES e, por fim,
nenhuma caracteristica carcinogénica foi identificada pelo teste Carcinogens.?** Com

relacéo a porcao B(OH)2, ndo ha nenhuma toxicidade aparente identificada na literatura.
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De fato, o Bortezomibe (Velcade), primeiro farmaco derivado de &cido borénico aprovado
pela FDA (Federal Drug Administration) para o tratamento de mieloma multiplo, apresenta
baixa toxicidade. Na eventual metabolizacdo dos compostos contendo a unidade B(OH)z,

0 acido boérico, composto com baixa toxidade para humanos, é geralmente formado.?®®

4.3.7. Avaliacao in vivo da atividade anti-inflamatéria dos compostos 65a e 65¢

Tendo em vista a capacidade excelente das borono-tirfostinas 65a (NO-01) e 65c
(NO-12) in vitro a liberacao de IL-18 mediada pela ativacdo do P2X7R, e o importante
papel do P2X7R nos processos inflamatérios, avaliaram-se as propriedades anti-
inflamataorias in vivo desses compostos. As propriedades foram avaliadas utilizando-se o
modelo de edema de pata induzido por ATP em camundongo. Diclofenaco de sodio e as
borono-tirfostinas foram administrados intraperitonealmente uma hora antes do
tratamento com ATP por 30 min. Utilizou-se como padrdo de inibicdo da resposta
inflamatoria induzida por ATP, o ATP oxidado (ATPox), um antagonista irreversivel, e o
diclofenaco (Diclofenac), um anti-inflamatorio geral. Ambos inibiram o edema na pata
(Figura 68). As borono-tirfostinas também inibiram eficientemente o edema. O composto
65a (NO-01) inibiu mais efetivamente a resposta inflamatoria que o ATPox e o diclofenaco
em concentracfes menores (Figura 68 A). Ja o 65c (NO-12) promoveu um efeito anti-
inflamatoério similar aos padrbes em uma concentracdo menor (Figura 68 B). Em
concordancia com as analises in vitro, o analogo 65a (NO-01) inibiu 0 edema de pata
induzido por ATP com maior poténcia do que o analogo 65c¢ (NO-12).
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Figura 68 - Efeito anti-inflamatério em edema de pata induzido por ATP dos compostos
65a (NO-01) e 65c (NO-12). Grupos de 5 camundongos da linhagem Swiss Webster
foram tratados com ATP intraplantar ou pré-incubados por 30 min com diclofenaco (10
m/kg), ATP oxidado (10mg/kg), ou doses de 65a (NO-01) (0,001-1 mg/kg) (A) ou 65a
(NO-01) (B) e depois tratados com ATP. O edema da pata foi medido 60 minutos apds
a aplicacdo do ATP. Os dados relatados representam a média = DP de experimentos
realizados em 3 dias distintos. ### P<0, 05 comparacao em relacdo ao grupo salino. ***

P < 0,05 comparacéo com relagdo ao grupo ATP

5. CONCLUSOES

Constatou-se que a condensac¢ado de Knoevenagel em meio aquoso é um excelente
protocolo para obtencdo de benzeno-vinilnitrilas contendo boro, uma vez que, esses
compostos foram obtidos com elevada pureza, sem a necessidade de utilizagdo de
solventes organicos, inclusive nos procedimentos de isolamento. Os compostos E-
arilcianovinilicos inéditos (borono-tirfostinas) foram obtidos com rendimentos elevados
(84-91%). As tirfostinas sem o boro foram sintetizadas através da reacdo em agua entre
diferentes aldeidos e a malononitrila (R = 81-98%).
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Os pontos de fusédo das benzeno-vinilnitrilas sem o boro, coincidem com os valores
encontrados na literatura. Quanto as borono-benzeno-vinilnitrilas, somente foi possivel
determinar o ponto de decomposicao ao invés do ponto de fusao.

Todos os compostos foram caracterizados por espectroscopia na regiao do IV e por
ressonancia magnética nuclear de *H e de '3C. De uma forma geral, assim como a
presenca do grupo nitro fortemente retirador causa o fortalecimento da ligacdo CN,
conforme verificado no espectro de IV, os acidos borénicos comportam-se de forma
semelhante. Verificou-se que através do protocolo de reacéo e de isolamento aquoso, 0s
compostos de boro foram obtidos sob a forma dos &cidos borénicos e ndo dos respectivos
anidridos ciclicos (boroxinas) devido a presenca da banda em 3500-3200 cm
caracteristica do estiramento do OH e a auséncia da banda forte de estiramento de B-O
de anidridos em 680-705 cm™. Este fato evidenciou a presenca do boro nas estruturas,
o que foi corroborado pela presencga dos H’s da hidroxila no espectro de 'H RMN e pela
auséncia do sinal do carbono ligado ao boro no espectro de RMN de !3C. Tais
informacdes significam que o procedimento aquoso nao resultou em protodesboronacéo,
sendo adequado a sintese de compostos de boro.

Adicionalmente, a andlise de H RMN apenas nos permite identificar a presenca de
um estereoisémero para as borono-tirfostinas derivadas do &cido cianoacetato de etila.
A analise de raio-X de monocristal destes compostos permitiu determinar a
estereoquimica dos mesmos como E.

A analise dos cristais das borono-tirfostinas obtidas evidenciou que a rede cristalina &
mantida, principalmente, por meio das ligacdes de H. Os compostos onde a unidade
B(OH)2 estava na posicdo meta, devido ao impedimento espacial, geraram cristais
menores, com ligacées de hidrogénio mais fracas e com maiores tor¢cdes dos diedros do
gue os analogos para-substituidos.

A estratégia de unir acidos bordnicos com as tirfostinas na mesma molécula resultou
em boas atividades bioldgicas. O 65¢ (NO-12) (G1 = COzEt e G = 4-B(OH)z2) apresentou
um excelente potencial antiproliferativo (0,14 + 0,09 uM) para células da linhagem GH3,
proveniente de tumor pituitario de rato. O composto 65d (NO-13) (G1 = COzEte G = 3-
B(OH)2), apesar de menos eficiente em comparagdo com as benzeno-vinilnitrilas 64b
(NO-05) (4-MeO), 64c (NO-06) (4-Me) e 64f (NO-11) (3-NO2), também exibiu atividade
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antiproliferativa contra a linhagem de células U937, originaria de linfoma histocitico de
humano.

Os estudos de quimiogendmica reforcam a teoria de que a familia de proteinas
guinases, particularmente, as tirosinas quinases, sdo possiveis alvos moleculares para
0s compostos sintetizados em linhagens de células malignas. Dentre as tirosinas
quinases identificadas como possiveis alvos nesse estudo, a DYRK1a apresentou-se
como um alvo promissor, devido ao seu papel no desenvolvimento do cancer e na
regulacéo da EGFR.

J& os estudos de docking molecular com a tirosina quinase DYRK1a, indicam que os
compostos contendo a unidade B(OH)2 como o 65a (NO-01) e 65¢ (NO-12), podem
interagir com o sitio ativo dessa proteina.

No que tange a atividade anti-chagasica in vitro, as borono-tirofostinas foram

superiores as tirfostinas sem boro, demonstrando que a presenca da unidade B(OH)2
nestas estruturas representou um ganho para a acao antiparasitaria desta classe de
compostos. O Composto 65c¢ (NO-12) foi 0 mais eficiente entre eles, exibindo um ECsp
(0,795 uM) 25 vezes menor que o obtido para o benzonidazol (20,63 uM), que é o farmaco
atualmente utilizado no tratamento de Chagas.
Os resultados referentes a atividade anticancer e tripanocida e os estudos de docking
molecular para proteinas quinases foram publicados recentemente na revista
ChemMedChem: Hiller, N, J.; e Silva, N. A. A; Faria, R. X.; Souza, A. L. A; Resende, J.
A. L. C.; Farias, A. B.; Romeiro, N. C.; Martins, D. L. Synthesis and evaluation of
anticancer and trypanocidal activities of boronic tyrphostins. ChemMedChem 2018, 13,
1395-1404 (Apéndice B).?%1

Os resultados apresentados nesse trabalho evidenciam os acidos arilborénicos como
uma nova classe de inibidores de P2X7R. Vale ressaltar que, de acordo com pesquisas
na literatura, é primeira vez que o potencial inibitério de acidos arilbordnicos frente ao
P2X7R é avaliado.

As borono-tirfostinas 65a (NO-01) e 65c (NO-12) atuaram como antagonistas
potentes dos P2X7R de humano e de camundongo. O composto 65a (NO-01) foi o mais
potente tanto in vitro como in vivo. Inclusive, esse composto inibiu mais eficientemente o

funcionamento do P2X7R e a resposta inflamatoria do que os antagonistas conhecidos
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BBG e A740003. O indice de seletividade (S.l.) calculado para estas substancias (65a =
693,2; 65¢ = 392,8) indicou um bom potencial para investimentos em testes futuros mais
detalhados.

Os estudos ADMET in silico realizados para as duas moléculas que apresentaram
atividade frente ao P2X7R indicam que os perfis farmacocinéticos dos compostos sdo
aceitaveis e os efeitos toxicologicos para ambas as substancias séo baixos, sugerindo
um perfil de “druglikeness” das moléculas.

Os resultados de docking molecular sugerem que os locais de interacdo para 0s
compostos 65a (NO-01) e 65¢ (NO-12) estdo localizados na parte superior do poro do
P2X7R. Tanto o docking quanto o teste de “whole cell patch clamp” parecem indicar que
as borono-tirfostinas atuam como inibidores ndo-competitivos, atuando sobre o sitio
alostérico de forma semelhante ao do A740003.

Nos testes in vivo 0 composto 65a foi aquele que apresentou o melhor resultado,
inibindo a formacé&o do edema de pata mais eficientemente que o diclofenaco, conhecido
anti-inflamatério, e o antagonista ATPox.

Portanto, esses resultados corroboram a teoria inicial do presente trabalho que
tirfostinas, associadas com a unidade B(OH)z, apresentam um alto potencial terapéutico
e podem funcionar como protétipos no desenvolvimento de uma nova classe de inibidores
de P2X7R e anti-inflamatérios. Os resultados biolégicos referentes a atividade como
antagonista do P2X7 e acédo anti-inflamatéria foram publicados recentemente na revista
Journal of Bioenergetics and Biomembranes: Faria, R. X.; Hiller, N. J.; Salles, J. P.;
Resende, J. A. L. C.; Diogo, R. T.; von Ranke, N. L.; Bello, M. B.; Rodrigues, C. R.; Castro,
H. C.; Martins, D. L. Arylboronic acids inhibit P2X7 receptor function and the acute

inflammatory response. J. Bioenerg. Biomembr. 2019, 51,277-290.2%

6. METODOLOGIA

6.1. Materiais e Métodos

Solventes e reagentes foram utilizados sem purificacdo prévia. Utilizaram-se os

seguintes solventes: etanol, metanol, acetato de etila, diclorometano, todos da marca
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Préquimios. Empregaram-se os seguintes reagentes: malononitrila (Aldrich, > 99%),
cianoacetato de etila, acido 3-formilfenilborénico (Combi-Blocks, 98%) e acido 4-
formilfenilborénico (Combi-Blocks, 98%).

O acompanhamento da reacao foi realizado através de cromatografia em camada
fina (c.c.f.), empregando uma solucdo de 10% acetona/cloroférmio, em alguns casos a
porcentagem de acetona foi aumentada. As analises de c.c.f. foram realizadas em folhas
de aluminio recobertas com gel de silica (cromatofolhas F254), da Silicycle Ultrapure
Silica Gels. Para revelar as placas, foram utilizados os seguintes métodos: exposicdo da
cromatofolha a luz ultravioleta (254 nm), exposicdo aos vapores de iodo e exposicao a
uma solucdo alcodlica acidificada de 2,4-dinitrofenilhidrazina.

6.2. Técnicas empregadas

6.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um dos dois espectrofotébmetros
disponiveis no laboratério Multiusuario de Espectroscopia (LAME) da UFF. O
espectrofotometro de infravermelho por transformada de Fourier, modelo Varian FT-IR
660 e o espectrofotometro de infravermelho da Thermo Scientific™ modelo Nicolet™ iS50
FT-IR. Desta forma, é possivel obter espectros de infravermelho via transmitancia ou
reflectancia total atenuada (ATR) na faixa 400-4000 cm™, através da leitura direta de

amostras sélidas, sem a necessidade de pastilhas de KBr.

6.2.2. Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram registrados em aparelho
Varian VNMRS 500 MHz e 300 MHz. As amostras foram dissolvidas em solventes
deuterados indicados em cada espectro. No caso das analises em CDCls, 0
tetrametilsilano foi empregado como padréo interno. Os deslocamentos quimicos (& ppm)
foram apresentados em partes por milhdo. As areas dos sinais foram obtidas por

integracdo automéatica no programa MestReNova.
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6.2.3. Difracdo de Raios-X

Os dados de raios-X foram obtidos em um difratbmetro para analise de monocristais,
modelo Bruker D8Venture com detector CMOS PHOTON100, utilizando radiagdo MoKa
(A=0,7169A). As estruturas descritas nesse trabalho foram resolvidas por método direto,
e refinadas por minimos dos quadrados, utilizando o software ShelX. As andlises foram
realizadas no laboratério Multiusuéario de difracdo de Raio X do Departamento de Fisica

da Universidade Federal Fluminense.

6.3. Procedimento geral para obtencdo de benzeno-vinilnitrilas (tirfostinas)

atraveés da reacdo de Knoevenagel com aldeidos comerciais

6.3.1. Utilizando a malononitrila como metileno ativo

Em um baldo de 50 mL com agitador magnético adicionaram-se 6 mmols do aldeido
(63c-h). Em seguida, adicionaram-se 6 mmols da malononitrila 62a e 30 mL de agua
destilada. Acoplou-se um condensador de refluxo ao baldo e a mistura foi mantida sob
refluxo.

ApoOs o término da reacao, a mistura foi deixada em repouso até a temperatura ambiente
e, em seguida, realizou-se uma filtragdo sob vacuo, lavando-se o precipitado com agua
gelada.

Os produtos foram caracterizados por *H RMN, IV, UV e os pontos de fuséo capilar

foram medidos.
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2-Benzildemalononitrila

64a

O produto 64a foi obtido com a metodologia 6.3.1. em 4 horas com um rendimento de
85%. Este produto apresenta-se como um sélido de coloracdo branca e ponto de fuséo
de 82-84°C.

'H-RMN (500 MHz, & ppm, CDCls): 7,92-7,90 (2 H, d, J = 7,6 Hz, Ar-H); 7,78 (1 H, s,
C=C(Ph)H); 7,65-7,62 (1 H, t, J = 7,5 Hz, Ar-H); 7,56-7,53 (2 H, t, J = 7,8 Hz, Ar-H).

13C-RMN (126 MHz, & ppm, CDCI3): 160,02; 134,65; 130,95; 130,74; 129,64; 113,74;
112,59; 82,80.

IV (cm™): 3037 (v de sp? C-H); 2223 (v de C=N); 1591 (v de C=C vinilico); 1568 (v de
C=C de anel Ar); 755; 679 (doop de C-H, padréo de monossubstitui¢cao).
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2-(4-Metoxibenzilideno)malononitrila

O produto 64b foi obtido com a metodologia 6.3.1. em 4 horas com um rendimento de
90%. Este produto apresenta-se como um solido de coloracdo amarela e ponto de fusdo
de 116-118°C.

'H-RMN (500 MHz, & ppm, CDCls): 7,921-7,903 (2 H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H); 7,652 (1 H,
s, C=C(Ph)H); 7,024-7,006 (2 H, d, J = 9,0 Hz, Ar-H); 3,916 (3 H, s, CHs3).

13C-RMN (75 MHz, & ppm, CDCls): 164,84; 158,91; 133,46; 124,02; 115,15; 114,45;
113,38; 78,46; 55,82.

IV (cm™): 3025 (v de sp? C-H); 2854 (v de sp® C-H); 2224 (v de C=N); 1558 (v de C=C
vinilico); 1605; 1571; 1513 (v de C=C de Ar); 1279 (vass de C-O); 1022 (vs de C-O); 834
(©oop de C-H, padréo de substituicao para).
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2-(4-Metilbenzilideno)malononitrila

64c

O produto 64c foi obtido com a metodologia 6.3.1. em 2 horas com um rendimento de
98%. Este produto apresenta-se como um sélido de coloracdo branca e ponto de fuséo
de 136-137°C.

'H-RMN (300 MHz, & ppm CDCls): 7,83-7,80 (2 H, d, J = 9 Hz, Ar-H); 7,72 (1 H, s,
C=C(Ph)H); 7,35-7,32 (2 H, d, J =9 Hz, Ar-H); 2,46 (3 H, s, CH3).

13C-RMN (75 MHz, & ppm, CDClIs): 159,78; 146,39; 130,91; 130,38; 128,47; 114,02;
112,87;81,17; 22,01.

IV (cm™): 3036 (v de sp? C-H); 2222 (v de C=N); 1586 (v de C=C vinilico); 1605;1554
(v de C=C de anel Ar); 1375 (& de CHs3); 812 (do0p de C-H, padrado de substituicdo para).
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2-(4-Dimetilaminobenzilideno)malononitrila

CN_ CN

O produto 64d foi obtido com a metodologia 6.3.1. em 2 horas com um rendimento de
93%. Este produto apresenta-se como um soélido de coloracao laranja e ponto de fusdo
de 185-188°C.

IH-RMN (300 MHz, & ppm DMSO): 7,826-7,796 (2 H, d, J = 9,0 Hz, Ar-H); 7,458 (1 H,
s, C=C(Ph)H); 6,705-6,674 (1 H, d, J = 9,2 Hz, Ar-H); 3,141 (6 H, s, CHs3).

13C-RMN (75 MHz, & ppm, CDCIs): 158,0; 154,28; 133,80; 119,23; 116,04; 114,97,
111,61; 71,61, 40,09.

IV (cm™1): 3025 (v de sp? C-H); 2854 (v de sp3 C-H); 2224 (v de C=N); 1558 (v de C=C
vinilico); 1605; 1571; 1513 (v de C=C de Ar); 1279 (vass de C-O); 1022 (vs de C-O); 834
(©o0p de C-H, padréo de substituicao para).
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2-(4-Clorobenzilideno)malononitrila

CN_ CN

b |
c a

Cl b
C

64e

O produto 64e foi obtido com a metodologia 6.3.1. em 4 horas com um rendimento de

97%. Este produto apresenta-se como um solido de coloracéo branca e ponto de fusdo
de 167-169°C.

IH-RMN (300 MHz, & ppm CDCls): 7,87-7,84 (2 H, d, J = 6 Hz, Ar-H); 7,73 (1 H, s,
C=C(Ph)H); 7,54-7,51 (2 H, d, J = 6 Hz, Ar-H).

13C-RMN (75 MHz, & ppm CDCIs) 158,31; 141,14; 131,84; 130,07; 129,28; 113,45;
112,34, 83,35.

IV (cm™): 3033 (v de sp? C-H); 2226 (v de C=N); 1581 (v de C=C vinilico); 1556 (v de
C=C de anel Ar); 1094 (v de sp? C-Cl); 826 (doop de C-H, padrdo de substituicdo para).
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2-(3-Nitrobenzilideno)malononitrila

64f

O produto 64f foi obtido com a metodologia 6.3.1. em 4 horas com um rendimento de
81%. Este produto apresenta-se como um solido de colorac&o branco e ponto de fusdo
de 104-106°C.

'H-RMN (300 MHz, & ppm CDCls): 8,67-8,65 (1 H, m, Ar-H); 8,49-8,46 (1 H, ddd, J =
8,3;2,1; 0,9 Hz, Ar-H); 8,34-8,31 (1 H, m, Ar-H); 7,89 (1 H, s, C=C(Ph)H); 7,82-7,77 (1 H,
t, J = 8,1 Hz, Ar-H).

13C-RMN (75 MHz, & ppm, CDCl3): 157,10; 148,65; 134,92; 132,03; 131,01; 128,23;
125,51;112,70; 111,67; 86,72.

IV (cm1): 3087(v de sp? C-H); 229, 2226 (vass € vs de C=N); 1596 (v de C=C vinilico);
1528 (vass de N-O); 1356 (vs de N-O).
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6.4. Obtencdo de benzeno-vinilnitrilas contendo uma por¢cado borono (borono-
tirfostinas) através da reacdo de Knoevenagel com aldeidos de &cidos borénicos

comerciais

Compostos a, B-insaturados (65a-65d), contendo a porgéo borono e variando o
metileno ativo utilizado, foram obtidos a partir da reagdo de Knoevenagel.

6.4.1. Utilizando a malononitrila como metileno ativo

Em um baldo de 25 mL, com agitador magnético, foram adicionados respectivamente
0s seguintes reagentes 2 mmol do &cido formilfenilborénico 63a-b, 2 mmol de
malononitrila 62a e 10 mL de agua. Um condensador de refluxo foi acoplado ao sistema
e ele foi mantido sob refluxo em banho de 6leo.

ApoOs o término da reacdo o baldo contendo a mistura reacional foi retirado do banho
permitindo assim que o produto resfriasse. Em seguida, realizou-se uma filtracdo a vacuo
e o produto foi lavado com agua gelada. O consumo dos regentes foi acompanhado por
c.c.f., utilizando como eluente uma mistura dicloroetano/metanol e como revelador a 2,4-
dinitrofenilhidrazina e a luz UV de comprimento 254 nm.

Os produtos dessa reacéo foram caracterizados por *H-RMN, 13C-RMN, IV e Raio-X.
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Acido (4-(2,2-dicianovinil)fenil)borénico

O produto 65a foi obtido com a metodologia 6.4.1. em 2,5 h com um rendimento de
86%. O composto apresenta-se como um solido de coloracdo branca e ponto de
decomposicédo de 301-303 °C.

IH-RMN (500 MHz, & ppm, DMSO): 8,484 (1 H, s, C=(Ph)H); 8,175 (2 H, s, B(OH)2);
7,962-7,945 (2 H, d, J = 8,2 Hz, Ar-H); 7,894-7,877 (2 H, d, J = 8,2 Hz, Ar-H).

13C-RMN (75 MHz, & ppm, DMSO): 162,03; 135,12; 132,85; 129,63; 114,55; 113,59;
82,35.

IV (cm™): 3433 (vass de O-H); 3341 (vs de O-H); 3040 (v de sp? C-H); 2244, 2228
(vass € vs de C=EN); 1589 (v de C=C); 1340 (v de B-0O).
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Figura 102 — Difracdo de raio-x para cristal do composto 65a
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Acido (3-(2,2-dicianovinil)fenil)borénico

65b

O produto 65b foi obtido com a metodologia 6.4.1. em 2,5 h com um rendimento de
91%. O composto apresenta-se como um soélido de coloracdo branca e ponto de
decomposicédo de 265-268°C.

IH-RMN (500 MHz, & ppm, DMSO): 8,505 (1 H, s, C=C(Ph)H); 8,306 (1 H, s, Ar-H);
8,181 (2 H, s, B(OH)); 8,068-8,053 (1 H, d, J = 7,5 Hz, Ar-H); 8,005-7,989 (1H,d,J=7,5
Hz, Ar-H); 7,603-7,572 (1 H, dd, J = 7,5; 8,0 Hz, Ar-H).

13C-RMN (75 MHz, & ppm, DMSO): 161,77; 139,42; 136,37; 131,16; 130,33; 128,19;
113,92; 112,85; 81,00.

IV (cm™): 3380 (vass de O-H); 3292 (vs de O-H); 3020 (v de sp? C-H); 2245,2225 (Vass
e vs de C=N); 1596, 1574 (v de C=C); 1352 (vass de B-O).
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Figura 107 — Difracao de raio-x para cristal do composto 65b
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6.4.2. Utilizando o cianoacetato de etila como metileno ativo

Em um baldo de 25 mL, com agitador magnético, foram adicionados,
respectivamente, os seguintes reagentes: 2 mmol do acido formilfenilborénico 63a-b, 2
mmol de cianoacetato de etila 62b e 10 mL de agua. Um condensador de refluxo foi
acoplado ao sistema e a mistura foi mantida sob refluxo e agitacéo.

Apos o término da reacédo, o baldo contendo a mistura reacional foi retirado do banho
permitindo assim que o produto resfriasse. Em seguida, realizou-se uma filtracdo a vacuo
e o0 produto foi lavado com agua destilada gelada. O consumo dos regentes foi
acompanhado por c.c.f., utiizando como eluente uma mistura dicloroetano/metanol e
como revelador a 2,4- dinitrofenilhidrazina e a luz UV de comprimento 254 nm.

Os produtos dessa reacéo foram caracterizados por *H-RMN, 3C-RMN, IV e Raio X.

Acido (4-(2-ciano-3-ethoxi-3-oxoprop-1-en-1-il)fenil)borénico

(HO),B

65¢c

O produto 65c foi obtido com a metodologia 6.4.2. em 5 h com um rendimento de
84%. O composto apresenta-se como um soélido de coloracdo branca e ponto de
decomposicéo de 242-243 °C.

'H-RMN (500 MHz, & ppm, DMSO): 8,383 (1 H, s, C=(Ph)H); 8,258 (2 H, s, B(OH)2);
7,998-7,981 (2 H, d, J = 8,2 Hz, Ar-H); 7,949-7,932 (2 H, d, J = 8,2 Hz, Ar-H); 4,353-4,310
(2H,q,J=7,1Hz, OCH2CH3); 1,331-1,303 (3 H, t, J = 7,1 Hz, OCH2CH?3).

13C-RMN (126 MHz, & ppm, DMSO): 161,71; 154,99; 140,20; 134,54; 132,45; 129,48;
115,48; 102,85; 62,32; 13,90.

IV (cm?): 3334 (v de O-H); 2966 (v de sp? C-H); 2238 (v de C=N); 1719 (v de C=0);
1607; 1549 (v de C=C); 1331 (v de B-O); 1264 (v de C-0) .
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Figura 113 — Difracdo de raio-x para cristal do composto 65c
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Acido (3-(2-ciano-3-ethoxi-3-oxoprop-1-en-1-il)fenil)borénico

O produto 65d foi obtido com a metodologia 6.4.1. em 5 h com um rendimento de
87%. O composto apresenta-se como um solido de coloracdo branca e ponto de
decomposicéo de 202-206 °C.

IH-RMN (500 MHz, & ppm, (CD3)2CO): 8,549 (1 H, s, Ar-H); 8,482 (1 H, s, C=(Ph)H);
8,350-7,334 (1 H, d, J=7,9 Hz, Ar-H); 8,226-8,211 (1 H, d, J = 7,4 Hz, Ar-H); 7,730-7,700
(1 H t J=7,6 Hz, Ar-H); 7,548 (2 H, s, B(OH)2); 4,509-4,466 (2 H, q, J = 7,1 Hz,
OCH2CHg); 1,497-1,469 (3 H, t,J =7,1 Hz, OCH2CH3).

IH-RMN (300 MHz, & ppm, DMSO): 8,353 (1 H, s, Ar-H); 8,347 (1 H, s, C=(Ph)H);
8,114-8,078 (1 H, m, Ar-H); 8,031-8,000 (1 H, dt, J = 7,5; 1,0 Hz, Ar-H); 7,584-7,533 (1L H,
t, J=7,6 Hz, Ar-H); 4,376-4,305 (2 H, q, J = 7,1 Hz, OCH2CHs3); 1,353-1,306 (3 H, t,J =
7,1 Hz, OCH2CH3).

13C- RMN (75 MHz, & ppm, DMSO0): 162,35; 155,87; 139,23; 137,62; 131,91; 131,06;
128,76; 115,81; 103,03; 62,76; 14,40.

IV (cm?): 3365 (v de O-H); 3034 (v de sp? C-H); 2225 (v de C=N); 1721 (v de C=0);
1597; 1579 (v de C=C); 1362 (v de B-0); 1206 (v de C-0O).
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Figura 119 — Difracdo de raio-x para cristal do composto 65d
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6.5. Avaliacdo bioldgica e in silico

Os ensaios in vitro foram realizados no Laboratério de Toxoplasmose e outras
Protozooses da FIOCRUZ. Os estudos de quimiogendmica e docking molecular focados
em proteinas quinases foram realizados no Nucleo de Pesquisas em Ecologia e
Desenvolvimento Social (NUPEM) na UFRJ. Os estudos in silico focados no P2X7R

foram realizados no Laboratorio do Dr. Murilo Bello na UFRJ.

6.5.1. Cultura de células

6.5.1.1. Macrofagos peritoneais

Os macrofagos peritoneais de camundongos foram colhidos de camundongos Swiss
Webster machos através do lavado da cavidade peritoneal com 3 mL de meio RPMI-
1640. As células isoladas foram centrifugadas e ressuspensas.

A contagem de células foi feita na camara de Neubauer. Aliquotas (0,5 mL) da
suspensao de células foram adicionadas aos pocos da microplaca de 96 pocos e
colocadas durante 1 h em uma atmosfera imida (37 °C, 5% de CO2) para a adesao
celular. As células ndo aderentes foram removidas por lavagem com meio RPMI-1640
com 10% de soro fetal de bovino (FBS) e gentamicina (1 uL/mL). Células aderidas com
firmeza foram ressuspensas em meio RPMI e usadas para procedimentos experimentais
subsequentes.

Os animais utilizados para todos os protocolos foram camundongos da linhagem

Swiss Webster, machos saudaveis com cerca de 4 semanas (CEUA L039/2016).

6.5.1.2. Cultura dos protozoarios

Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y) foram obtidas apos inoculacdo
de 2 x 10° parasitas em camundongos Swiss—Webster, adultos, fémeas por via
intraperitoneal. Esta metodologia foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA - Fiocruz) sob o numero de licenca L015/18. Apds o pico da parasitemia, 0s
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animais foram eutanasiados por superdosagem de anestésico para obtencdo do sangue,
através de puncado cardiaca, com a forma infectante do protozoario. Aléem disso, os
parasitos obtidos foram isolados em meio Novy-MacNeil-Nicolle (NNN), e mantidos a
28°C durante 7 dias, para obtencao das formas epimastigotas que foram mantidas em
meio Liver Infusion Tryptose (LIT) através de passagens semanais durante no maximo 6

passagens.

6.5.2. Avaliacdo da citotoxicidade em células de mamiferos

6.5.2.1. Ensaio de viabilidade celular pela técnica da reducao da resarzurina

Para avaliacdo do metabolismo celular, foi realizado ensaio colorimétrico de reducéo
do corante resazurina. Brevemente, 20 L (0,15 mg/mL) foram adicionados em cada poco
na auséncia de luz e as placas foram levadas a estufa por um periodo de 4-6 h. Como
controle negativo, foram mantidos po¢cos somente com células sem tratamento algum e
como controle positivo, foi utilizado TritonX-100 a 0,5% (macrofagos e epimastigotas) e
10 pg/mL de benzonidazol (epimastigotas). A leitura foi feita em espectrofotometro com
o comprimento de onda de excitacdo de 570 nm e emissédo 595 nm, utilizando o software

Softmax pro (versao 5.1). A analise estatistica dos dados foi feita no GraphPad Prism 5.

6.5.2.2. Ensaio de toxicidade celular in vitro por meio da técnica de liberacdo da
Lactato Desidrogenase (LDH)

A presenca de LDH no meio foi detectada neste experimento utilizando um kit de
deteccédo de citotoxicidade (kit Sigma para LDH) seguindo as instru¢cbes do fabricante.
Os sobrenadantes celulares (5x10° células) foram incubados em uma placa de 96 pocos
com meio DMEM sem fenol red. Foram testados para LDH que reduz o NAD*, que entéo,

converte um corante de tetrazélio (MTT) em um derivado de formazano colorido e soltvel.
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6.5.3. Ensaio de permeabilizacdo celular com corantes

6.5.3.1. Captacéo de iodeto de propideo (PI)

Os ensaios de captacdo de corante fluorescente foram realizados com macréfagos
peritoneais utilizando um citbmetro de fluxo e o intercalante de DNA iodeto de propideo
(P1). As analises foram realizadas no software Summit (BeckmanCoulter). As células
retiradas do lavado peritoneal foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 min. O sobrenadante
foi retirado e, em seguida, foi feita a contagem das células na camera de Neubauer. A
guantidade de células por tubo é de 2 x 10°. Incubaram-se os antagonistas, BBG ou o
A740003, em concentracdes variando de 1nM- 500 uM, e a série NO em concentracdes
0,01 nM- 10 uM 10 min antes de iniciar o experimento. O processo foi realizado em um
banho Maria a 37 °C. O ATP foi adicionado em uma concentracdo de 5 mM, depois da
incubacdo com os antagonistas e com a série NO por 25 min e o PI (0,05 mM) nos 5
minutos finais da incubacdo com ATP. O Triton 0,5% foi adicionado nos seus devidos
pocos, nos 5 min finais da incubacao antes do PI. Ao término da incubacao realizou-se a
leitura no FACS Calibur.

6.5.3.2. Captacéo de brometo de etideo

Epimastigotas foram semeadas em placas de 96 pocos (pretas de fundo preto),
numa concentragdo de 2 x 10%/ mL, juntamente com as amostras em 3 concentracoes,
em triplicata. As placas foram incubadas em estufa BOD a 28 °C por 72 h. Como controle
positivo foram mantidos po¢os com 10 pg/mL de benzonidazol e com Triton TX-100 a
0,5%. Como controle negativo foram mantidos pocos com parasito e DMSO a 0,5%. Apos
esse periodo, brometo de etideo foi adicionado a cada po¢o numa concentracao de 2,5
MM. A leitura foi feita em espectrofotdmetro utilizando comprimentos de onda de excitagéo

de 520 nm e emissao de 600 nm.
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6.5.4. Determinacdo de acao tripanocida

A partir de uma cultura de T. cruzi com 24 h de incubacdo em meio LIT, foram
adicionadas em uma placa de 96 pocos 1 x 10° células/200 yL para todos os pogos. Em
seguida, adicionou-se 1 uyM da série NO, DMSO ou o benzonidazol por 24 e 72 h. Os
parasitas vivos foram contados em uma camara de Neubauer. Pelo menos trés ensaios
foram realizados para cada substancia e para cada dose. O ECso foi determinado pelo

programa Prisma GraphPad 5.0.

6.5.5. Ensaio ELISA para deteccdo de IL-1B

Deteccéao de IL-1B nos sobrenadantes de macréfagos diferenciados por PMA (1uM)
e primados com LPS (100 ng/mL) previamente incubadas por 1 h na presenca ou
auséncia do farmaco. Posterior a esta incubacdo o ATP foi adicionado nos 30 min finais
de incubacédo até completar as 4 h de tratamento do LPS. Em seguida, o sobrenadante
recolhido dos tratamentos foi revelado seguindo as instru¢des do fabricante do kit ELISA

para deteccao de IL-1p (eBioscience, San Diego, CA, USA).

6.5.6. Ensaio in vitro de farmacocinética e biodisponibilidade

6.5.6.1. Cultura de células Caco-2 e tratamento

A cultura das células Caco-2 (linhagem celular de adenocarcinoma de c6lon humano)
foi similar ao descrito por Faria e colaboradores em 20182°%7 As solugGes das borono-
tirfostinas 65a (NO-01) e 65c¢ (NO-12), do propranolol e da vimblastina foram preparadas
com tampao de permeabilidade em uma concentragdo de 100 uM e 0,5% (v/v) de DMSO.
As solucgdes foram tamponadas em pH 7,4 ou 6,5. ApoOs incubacao das células Caco-2
por 30 min, 0,3 mL do tampé&o foi retirado dos pog¢os apicais, sendo substituido com as
solugbes contendo as borono-tirfostinas por 60 min. A concentracdo de LY (Lucifer

Yellow) contida nos pocos doadores e receptores foi medida através de um leitor de
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microplacas M5 em um comprimento de onda de excitagcao de 485 nm e um comprimento

de onda de emissédo de 530 nm.

6.5.6.2. Teste de solubilidade dependente de pH

A solubilidade dos compostos 65a (NO-01) e 65¢ (NO-12) foi avaliada na faixa de
concentracdo 1-250 pM utilizando-se 5 yL de DMSO em 995 uL de tampao (pH 2,0 =
acido hidrocloridrico; pH 4,0 = 100 mM de tampéo de citrato; pH 7,4 = 100 mM de tampéao
de fosfato; pH 10,0 = hidroxido de sédio). Essa solucao foi distribuida em uma placa de
96 pocos na temperatura ambiente por duas horas. Os padrdes de calibracdo foram
preparados utilizando-se 5 pL de DMSO em 995 pL de uma mistura de
acetonitrila/tampéao (1:1). Apos a centrifugacéo (10.000 rpm; 20 min; 25 °C), as amostras

foram diluidas em acetonitrila 1:1.

6.5.6.3. Avaliacéo da estabilidade microssomal de figado

Microssomas de figado de camundongo e de humano (0,5 mg/mL em 0,1 M tamp&o
de fosfato em pH 7.4), as borono-tirfostinas 65a (NO-01) e 65c (NO-12) (1 uM) e DMSO
(0,5 uM) foram pré-incubados a 37 °C antes da adicdo de 1 mM de NADPH para iniciar
a reacao, totalizando um volume de incubacao de 50 yL. Um tampéao contendo 0,1 M de
fosfato com pH =7,4 foi usado com controle negativo. Os compostos Diazepam e
Verapamil foram usados como controle positivo para os microssomas de humano e
camundongo, respectivamente. Os farmacos foram incubados por 0, 5, 15, 30 e 45 min
com 0s microssomas, o controle negativo, menos o NADPH, foi incubado por 45 min. A
adicao de 50 yL de metanol foi utilizada para parar a reagao nos tempos apropriados. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas (1640xg por 20 min a 4 °C) para precipitar as
proteinas. O clearance intrinseco (CLint) microssomal para os compostos 65a e 65c foi

calculado através das instrucdes dadas pelo Biosystem.?°’
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6.5.7. Experimentos in silico

6.5.7.1. Ensaio das propriedades ADMET

O perfil farmacocinético e toxicoldégico dos derivados foi avaliado utilizando o
programa ADMET Predictor® (Simulation Plus).

6.5.7.2. Docking molecular

O programa Molegro Virtual Docker (MVD) 6.0 (CLC Bio, 8200, Aarhus, Dinamarca)
foi utilizado para realizar o acoplamento molécular. 2% O algoritmo de pontuagéo MolDock
[GRID] com uma resolucéo de grade de 0,30 A e o algoritmo de busca MolDock Simplex
Evolution foram aplicados nas execucgdes. As cargas parciais do atomo foram atribuidas
de acordo com o esquema de cargas MVD. As interacfes eletrostaticas internas (ES), a
ligacdo interna de hidrogénio (HBond) e as torcdes de Sp?-Sp? foram consideradas na
avaliacao dos ligantes. Cada encaixe molecular foi realizado durante 200 execucdes. Os
modos de ligacdo de poses dos ligantes foram selecionados com base na melhor
pontuacéo de rerank. O espaco de busca do raio de 15 A foi inserido ao redor da area a
ser analisada no receptor P2X7. As moléculas ligantes foram encaixadas no local de

ligacdo do ATP conhecido.

6.5.8. Andlise do edema de pata in vivo

Modelo de edema de pata/animais e grupo controle: no ensaio de edema de pata
foram utilizados camundongos (Swiss Webster) machos, pesando em média 30 g,
tratados com racgao balanceada PURINA-LABINA, agua, ad libitum, e ciclo claro-escuro
de 12 h. A realizag&o destes ensaios esta de acordo com CEUA-FIOCRUZ com 0 humero
de licengca LW-58/14. Modelo de edema de pata induzido pelo ATP extracelular: os
camundongos receberam injecao subplantar em uma das patas posteriores de ATP (10
mM/pata) no volume de 20 pL. A aplicagéo de solugado de NaCl 0,9% foi feita na pata

contralateral. Anterior aos 60 min da aplicacado do agente flogistico foram realizados os
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tratamentos: controle NaCl 0,9% intraperitoneal, Diclofenaco 10 mg/Kg/intraperitoneal,
ATPox 10mg/Kg/intraperitoneal e, dos compostos antagonistas 65a (NO-01) e 65¢ (NO-
12) em diferentes concentragdes (1 - 0,001 mg/Kg). Decorridos 60 min de pré-incubacao
com os antagonistas e 60 min apds a aplicacao do ATP, foi realizada a leitura do volume

das patas com auxilio do aparelho pletismémetro (UGO-BASILE).
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APENDICE A

Tabela A1l - Valores de comprimento de ligacdo médio da literatura2%8

Ar (C=C) Cc=C C=N B-O B-C
Literatura 1,384 1,331 1,136 1,350 1,580

Tabela A2 - Comprimento de ligagéo do NO-01 (65a)
Ligacéo Conz}g;imento Ligacéo Corrzg\;imento
01-B1 1,340(3) C4-C5 1,404(3)
02-B1 1,366(3) C5-C6 1,382(3)
N1-C9 1,142(3) Cl-C6 1,385(3)
N2 - C10 1,144(3) C4-C7 1,450(3)
Cil-B1 1,576(3) C7-C8 1,350(3
Cl-C2 1,399(3) C8-C9 1,433(3)
C2-C3 1,379(3) C8-C10 1,441(3)
C3-C4 1,396(3)

Tabela A3 - Comprimento de ligagdo do NO-03 (65b)
Ligacéo Conzg;imento Ligacéo Conz'g;imento
02-B1 1,357(11) C3-C4 1,383(11)
0O1-B1 1,345(12) C4-C5 1,385(11)
N1-C9 1,145(11) C5-C6 1,381(11)
N2 - C10 1,131(11) C3-C7 1,442(11)
Cl-B1 1,586(12) C7-C8 1,356(11)
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Cl-C2 1,377(11) C8-C9 1,426(12)
C1-C6 1,393(11) C8 - C10 1,431(12)
C2-C3 1,398(11)

Tabela A4 - Comprimento de ligacdo do NO-12 (65c)

Ligagéao

Comprimento

Ligacéao

Comprimento

A) A)
02 -B1 1,354(3) C1-C6 1,402(3)
O1-B1 1,354(3) C4-C7 1,462(3)
N1 - C9 1,144(3) C7-C8 1,348(3)
C1-B1 1,578(3) C8 - C9 1,427(3)
Cl-C2 1,380(3) C8 - C10 1,494(3)
C2-C3 1,385(3) C10 - 03 1,330(3)
C3-C4 1,400(3) C10 - O4 1,197(3)
C4-C5 1,381(3) C11- 03 1,459(2)
C5 - C6 1,388(3) Cl1-C12 1,503(3)

Tabela A5 - Comprimento de ligagdo do NO-13 (65d)

Comprimento

Comprimento

Ligacao A) Ligacao A)

02-B1 1,367(8) Cl-C6 1,393(8)
01-B1 1,349(8) C3-C7 1,460(8)
N1-C9 1,137(8) C7-C8 1,347(8)
Cil-B1 1,572(8) C8-C9 1,433(8)
Cl-C2 1,393(8) C8-C10 1,494(8)
C2-C3 1,382(8) C10-03 1,313(7)
C3-C4 1,413(8) Cl10- 04 1,210(7)
C4-C5 1,382(8) Cl11-03 1,460(7)
C5-C6 1,371(8) Cl1-C12 1,495(9)
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Abstract: Molecules containing the aryl-cyanovinyl moiety are
known as tyrphostins because of their action inhibiting proteins
from the tyrosine kinase family, an interesting target for the
development of anticancer and trypanocidal drugs. In the present
work, E- (cyanovinyl)benzeneboronic acids were synthesized by
Knoevenagel condensations without catalysts, and in water;
through a simple protocol that completely avoided the use of
organic solvents in the synthesis and in the work-up process. In
vitro anticancer and trypanocidal activities of the synthesized
boronic acids were also evaluated demonstrating that the
introduction of the boronic acid functionality can improve the
activity of the boronic tyrphostins. In silico target fishing using a
Chemogenomic approach suggested the tyrosine-
phosphorylation-regulated kinase la (DYRK1A) as a potential
target for some of the designed compounds.

Introduction

Boronic acids are boron organometallics which have a
B(OH), unit attached to an organic group (R-B(OH)z).M
Although they were firstly reported in 1860, by Frankland and
Duppa, boronic acids have just gained notoriety after the
development of the palladium-catalyzed Suzuki-Miyaura C-C
couplings.B4

Until recently, the application of boronic acids in
medicinal chemistry was very restricted to their uses as
chemosensors® or as reagents for the synthesis of active
molecules.® In 2003, however, bortezomib (Figure 1) was
approved for the treatment of people affected by multiple
myeloma (MM), a type of blood cancer whose development
takes place in the bone marrow.[”l Bortezomib is marketed as
Velcade by Millennium Pharmaceuticals and, according to
Global Data, along with lenalidomide, it dominates the MM
markets, tending to grow between 2013 and 2023 while being
among the top 50 pharmaceutical products by global sales.®!
The entry of bortezomib into the pharmaceutical market
provided the necessary confidence regarding the safety in the
use of organoborons as pharmaceuticals and boosted
research in both academia and industry for new bioactive
boronic acids.®!
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Figure 1. Structure of bortezomib

The expansion of the applicability of boronic acids
comes from their unique features which enable the
development of antibody mimics in the recognition of
biologically relevant sugars and potent enzyme inhibitors.
Carbon and boron have many similarities in terms of their
structures and electronic aspects, but they are different in
terms of reactivity. Therefore, boron mimics carbon in binding
processes, but not in the reactivity. This is one of the
foundations upon which the construction of protease inhibitors
analogues of transition states is based. In the process of
amide bond hydrolysis, a trigonal planar (sp?) carbon is
transformed into a tetrahedral (sp®) intermediate (Scheme
1A). In boronic acids, boron is trigonal planar (sp?) with an
open shell: boron has an empty p orbital perpendicular to the
attached groups. Depending on the nature of the organic
group attached to boron, the pKa of the arylboronic acids can
vary from 4.5 to 8.8. Hence, under physiological conditions,
boronic acids can be converted from the neutral and trigonal
planar (sp?) to the tetrahedral (sp®) boron (Scheme 1B), what
can naturally lead to an analogy with the process of amide
bond cleavage by hydrolases in the body (Scheme 1A).

Another important characteristic of boronic acids is their
ability to make hydrogen bonds and covalent bonds with
Lewis bases, providing an interesting platform for binding to
the active centre of enzymes,® making of the boronic moiety
an interesting auxophoric group in the rational drug design.
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Scheme 1 - Conversion of the boron atom from sp2-hybridized neutral
form to sps-hybridized anionic form (analogous to the transition state of
hydrolases)is 19

Several arylboronic acids with anticancer activity are
reported in the literature.nyy Combrestatins are cis-stylbenes
with anticancer properties. Nakamura and his groupiiz) have
introduced a boronic acid group into the aromatic ring B of
combrestatins and obtained boronic combrestatins with an 1Cso
value of 0.0063 uM against B-16 cells. These boronic acids
inhibited tubulin polymerization in vitro. Introduction of B(OH)2
units into the aromatic rings of chalcones has also been
successfully used as a strategy to obtain chalcones with
anticancer activity.[13]

Steroid sulfatase (STS) is an enzyme associated to the
steroid sulphates metabolism and its inhibition is considered an
interesting strategy for the development of anticancer drugs for
the cases where the tumor growth depends on estrogen
stimulation. Taylor and co-workerspi4) substituted hydroxyls
bonded to aromatic rings of known STS inhibitors by a B(OH)2
unit
and observed an increased potency (23-fold higher than the
original inhibitors). In this case, the way by which STS was
inhibited was also changed.

There are evidences of the implication of EGFR
(Epidermal growth factor receptor tyrosine kinase) in the
pathogenesis of several types of carcinoma. Nakamura’s
group®®! has introduced a B(OH), unit on the aromatic ring of 4-

anilinoquinazoline. The resulting boronic acid inhibited EGF-
mediated phosphorylation of EGFR tyrosine kinase, as well as
presented a prolonged action time which was attributed to the
formation of a covalent B-O bond with Asp800 and hydrogen
bonds with Asp800 and Cys797. In another work, Nakamura’s
team substituted the hydroxyl of the tyrosine kinase inhibitor
lavendustin, obtaining a boronic acid which selectively inhibited
EGFR (1.0 pg/mL).0

Several arene vinylnitriles are referred as members of the
tyrphostins family (tyrosine phosphorylation inhibitors) due to
their inhibitory effect on the transduction signals via EGFR
(epidermal growth factor receptor).*” Tyrosine kinases!*®! are
involved in the activation of many proteins by signal
transduction cascades, when inhibiting protein phosphorylation.
Many of the processes involved in the growth, progression,
angiogenesis and metastasis of tumors are blocked by the
inhibition of receptors of the tyrosine-kinases family.
Consequently, kinases have become an important target for
cancer therapy.

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) is the etiological agent of
Chagas disease, a widespread neglected disease in Latin
America. Nifurtimox and benznidazole are two old drugs used
in chemotherapy which display several side effects, are
effective only in the acute phase and almost ineffective in the
chronic cases. Additionally, drug-resistance has been reported
for some trypanosome strains.*®! Therefore, it is of outmost
importance to develop new, safer and more efficient drugs for
Chaga’s disease chemotherapy. Souza and his co-workers[?
portrayed the importance of tyrosine-kinases in the invasion of
T. cruzi into primary resident macrophages and they have also
found that tyrphostin 23 (3, Figure 2) inhibited trypomastigote
uptake.
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Figure 2 — Structure of arene vinylnitriles

Considering the potential of aryl-cyanovinyl compounds
as anticancer and trypanocidal agents, frequently related to
the inhibition of tyrosine kinases; and the anticancer and
trypanocidal activity of bortezomib and several arylboronic
acids, we decided to attach the boronic moiety to the core
structure of aryl- cyanovinyl compounds and evaluate the
effect of this hybridization into the anticancer and trypanocidal
activities of the resulting compounds. Additionally, a target
fishing study was performed with the aim of investigating the
binding potential of the aryl-cyanovinyl towards tyrosine
kinases and docking studies were conducted as well to
hypothesize their binding mode with the potential targets.

Results and Discussion

Knoevenagel condensations

Knoevenagel condensation®: 22 is traditionally
performed in the presence of catalysts such as amines
(aromatic or aliphatic), ammonium salts, or alkali metal
hydroxides in organic solvents.?®l Although the solventless
mechanochemical approach is useful for the active reagents,
organic solvents are employed to remove the products from the
reaction mixtures. 24

In the 1980s, Breslow!?®! demonstrated that hydrophobic
effects could greatly enhance the rate of organic reactions
carried out in agueous medium. Recently, in order to solve the
drawbacks associated with the use of water as reaction
medium, such as hydrolysis or decomposition, experimental
procedures included the employment of surfactants, benign
co-solvents, and microwave or ultrasound irradiation. The
applications of aqueous chemistry protocols are highly
desirable since water is cheap, non-flammable, nontoxic and
plentifully available. Therefore, the use of water in organic
synthesis has attracted a great deal of attention. Furthermore,
it has already been shown that water is an interesting solvent
for Knoevenagel condensations. 26!

In the present work, aryl-cyanovinyl compounds were
prepared by Knoevenagel condensation between aromatic
aldehydes and nitriles containing active methylene (Scheme 2)
in aqueous conditions.?’l The aryl-cyanovinyl compounds
containing the boronic moiety were prepared using the
corresponding formylbenzeneboronic acids. Although boronic
acids are the main focus of the present work, other
cyanovinylbenzenes were also prepared for comparison, with
the aim of evaluating the role of boronic acids in the biological
activities as well as the effect of the boronic moiety on the
properties of the cyanovinyl compounds. Reaction yields are
outlined in Scheme 2.
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Scheme 2. Synthesis of aryl-cyanovinyl compounds

Aryl-cyanovinyl compounds were obtained, without using
any catalyst or organic solvent, in high yields with a simple,
environmentally benign and efficient aqueous protocol where
products crashed out from the reaction mixture and were
isolated by vacuum filtration followed by washing with cold
water. Formylbenzeneboronic acids were stable in the reaction
conditions and no oxidation of the aldehydes to the
corresponding carboxylic acids was observed. Hydrolysis of
the ethyl esters was not observed.

Although other Knoevenagel aqueous protocols have
already been reported, it is important to highlight that boronic
acids were not evaluated in the previous works. Arylboronic
acids can undergo protodeboronations?® in aqueous
conditions which results into undesirable products in Suzuki
cross-couplings and pH of the reaction mixture can influence
the rate of the C-B bond break. In the present work, high yields
were achieved using the aqueous protocols in Knoevenagel
with malononitrile and ethyl cyanoacetic acid. In these cases,
no deboronation has been detected.[29]

Under the conditions employed in the present work,
products crashed out from the reaction mixture, being obtained
in high purity by filtration (>98% by NMR, aldehyde the unique
contaminant). Tedious separation of the products is common
for Knoevenagel reactions under classic conditions using
organic solvents and organic bases. Boronic acids, because of
their polar B(OH)2 units, are highly retained by silica in column
chromatography purification. Besides that, boroxines
(oligomeric anhydrides produced by dehydration) can be
formed using organic solvents like toluene or acetonitrile under
reflux, or in the process of removing these solvents by
distillation. Therefore, usage of the aqueous protocol reported
in the present work resulted only in boronic acids instead of the
corresponding anhydrides or a mixture between the acids and
the anhydrides.

Excess of malononitrile or cyanoacetate was not
necessary. When malononitrile was employed in excess, a
yellow unidentified byproduct was generated which was
difficult to remove from the boronic products by
recrystallization and with a retention factor near to the product
in silica TLC plates.

In the case of the derivatives of ethylcyanoacetate or
cyanoacetic acid (entries 9-11), although it is possible to obtain
diastereoisomers E and Z, only one diastereoisomer (E) was
detected in the *H-NMR spectrum. The assignment of the E
configuration by NMR was confirmed by X-ray diffraction of
single crystal (Figure 3), Figures S1-S3 — Supplementary
material).

For biological tests, products were subjected to
recrystallization in ethanol/water or acetone/water mixtures.

It was not possible to obtain the cyanovinyl product (NO-
16) from the reaction between 4-formylbenzeneboronic acid
and the cyanoacetic acid and low reaction yield was achieved
for the product (NO-15) of the reaction of 3-
formylbenzeneboronic acid with the cyanoacetic acid (entry
11). Other reaction conditions were applied®:3! in the attempt
to obtain NO-15 and NO-16, but they were not successful as
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NO-01

Figure 3 — ORTEP representations (50% probability ellipsoids) of the

molecular structure of the boronic acid NO-01

Target Fishing
Approach

using a Chemogenomics

In an effort to provide additional support to the
potential binding of aryl-cyanovinyl compounds to tyrosine
kinases we have performed Chemogenomics studies,
which have been successfully applied in a variety of in silico
target fishing approaches.? 3 The results showed a few
potential targets belonging to the large protein kinase
family, among others (Supplementary Material). One of the
targets that have been suggested for the designed
compounds, including NO-01 and and NO-03, was dual
specificity - tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1la
(DYRK1A). This tyrosine kinase belongs to the dual
specificity tyrosine (Y) phosphorylation regulated kinase
(DYRK) family which is known to be activated through
autophosphorylation of tyrosine residues in the activation
loop and that phosphorylates their substrates on serine and
threonine residues.B¥ In addition, its role in cancer has
been investigated by a number of groups,®® and its action
on EGFR signaling regulation has been highlighted.
Although it is true that chemogenomics results depend on
the molecular scaffolds originally used to classify the ligands
into their protein targets and that this influences the
prediction results in target fishing of molecules not yet
tested for their isolated targets, they give us extra support
to the original design idea behind the set of molecules
presented in this work.

Molecular Docking

In order to try to hypothesize the binding mode of the
designed compounds with tyrosine kinases, we have
selected DYRK1A to perform docking studies. ChemPLP
function generated rmsd values in the redocking of co-
crystallized ligands below 0.5 A and thus was chosen for
this study (data not labelled). Figure 4 shows NO-01, a
representative of the planned boronic acid compounds, in
the active site of DYRK1A. The theoretical binding pose of
NO-01 shows hydrogen bond interactions of the yanovinyl
groups with LYS188 and with the —NH group of the
backbone of ASP307, which belongs to the catalytic triad
(DFG). Also, NO-01 makes hydrogen bonds involving the
boronic acid function, the —NH group of LEU242 and the
side chain of SER242. Finally, Van der Waals interactions
involving the aromatic ring of NO-01, VAL173 LEU241,
LEU294 and PHE238 in the active site can be suggested
(Figure 8). It is worth of note that the studied compounds
present, in general, a similar putative binding mode, in spite
of the structural differences (Supplementary Material S23-
S36).
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Figure 4 — Putative binding pose between NO-01 and DYRK1A as
suggested by docking studies. Hydrogen atoms have been omitted for
clarity. Hydrogen bonds are shown in blue dashed lines.

Biological assays

Aryl-cyanovinyl compounds with different substitution
patterns on the aromatic rings were evaluated with respect to
their anticancer and trypanocidal activity in order to compare
and to investigate the effect of the introduction of the B(OH)
moiety into the so- called tyrphostins. In addition, the toxicity
of the compounds in mammalian cell lines was also checked
out.

Toxicity assay in mammalian primary cell lines

Vinylnitriles-induced injuries to mice primary peritoneal
macrophages were tested in terms of the capacity of
decreasing resazurin. Viable cells whose metabolism is active
are capable of reducing resazurin (blue and weakly
fluorescent) into resofurin (pink and high fluorescent). The
number of viable cells presentih the sample can be quantified
since it is proportional to the resofurin produced. None of the
vinylnitriles displayed toxicity at the concentration of 100 uM,
when tested against wild primary mice peritoneal cells for 72 h
(Table 1). The macrophagic cell line J774.G8 was also
insensitive to the treatment with the vinylnitriles (Table 1). Rat
GH3 derived from pituitary tumor cell line was partially affected
by NO-04 (G1 = CN, G = H) derivative with resazurin reduction
of 50%. The derivatives NO-11 (G1 = CN, G = 3-NO2) and
NO-12 (G1 = CO2Et, G = 4-B(OH)2) were more effective
reducing the proliferation in 23.56 % and 32.87 %, respectively
(Table 1). None of the other NO derivatives damaged the
proliferative activity of GH3 cells. With respect to the human cell
line U937, obtained from histiocytic lymphoma, four NO
derivatives: NO-05 (G1 = CN, G = 4-OMe), NO-06 (G1 = CN,
G = 4-Me), NO-11 (G1 = CN, G = 3-NO2), and NO-13 (G1 =
CO2Et, G = 3-B(OH)2), displayed potent effects, resulting in a
decrease of the cell viability in more than 80% (Table 1).
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Table 1 — Antiproliferative effects of vinylnitriles

Treatments % proliferation after 72 h
Peritoneal
Macrophages? 1774.G8 cells GH3 cells U937 cells
Notreated  100.38+04  99.81+013  11058+0.05 9543+ 165
cells
0.1%Triton 1277 +101  1664+1.18  1440+25 13074222
X-100

NO-012 99514033  10044+0.11  10007+04 9810+ 104
NO-032  10005+£0.12 99.70+007  99.80+03  96.31+133
NO-042 9935+056  10268+0.03 501335  91.01+3.08
NO-05? 10575+01  10065+0.06 99.40+109  17.87+279
NO-06° 9969+006 10253+0.05 9328+188  16.28+1.36
NO-072  10043+126  94.65+0.08 99.78 £0.8 92.01+28
NO-082  10052+047  10025+002 97.75+006  97.23+ 151
NO-112 99.59+0.22 10023+0.15 2356+211  14.29+3.32
NO-122 99.37+0.71  99.93+044  3287+193  8295+371
NO-13 99.38+046  98.95+02 100204099  18.95+ 052

8INO] = 100 [IM. Vinylnitries-induced injury. Mice peritoneal macrophages, murine
J774.G8 cells, rat GH3 cells and human U937 cells were treated with the compounds NO
(100 [IM) for 72 h. Citotoxicity was measured using resazurin reduction to resofurin as a
proliferation index. Data shown are mean (1 SD of four independent experiments.

The derivatives with action against GH3 and U937 cells
were tested in increasing doses for 72 h of exposition. We
tested these substances in peritoneal macrophages as a
health control. The derivatives NO-04 and NO-11 and NO-12,
added in the presence of GH3 cells, gave IC50 values of 0.29
+ 0.01 uM, 0.12 +0.06 uM and 0.14 + 0.09 uM, respectively
(Table 2). The boronic acid NO-12 (G1 = CO2Et, G = 4-
B(OH)2), was extremely potent against GH3 cells (IC50 = 90
nM). Similarly, the nitrated compound NO-11 exhibited potency
comparable to NO-12. Although the compound NO-04 (G1 =
CN, G = H), whose aromatic ring has no substituents, also
reached high efficiency, with action in nanomolar
concentration; its effect was inferior compared to the nitro-
substituted NO-11 and the boronic acid NO-12. These data
suggest that hydrogen bonding donor or acceptor groups are
important for the molecular recognition of these compounds.
These results revealed boronic acids as relevant candidates to
develop molecules against the pituitary tumor. In relation to
the human U937 cells, NO-05, NO-06, NO-11 and NO-13
exhibited 1C50 values of 0.88 + 0.02 uM, 0.69 + 0.07 uM, 0.47

+ 0.08 UM and 9.83 + 1.07 uM, respectively (Table 2). The
efficacies of NO- 05 (G1 = CN, G = 4-OMe), NO-06 (G1 = CN,
G = 4-Me) and NO- (G1 =CN, G = 3-NO2) were similar. Albeit
the boronic acid NO- 13 (G1 = CO2Et, G = 3-B(OH)2), has
demonstrated lower potency than NO-05, 06 and 11, its effect
indicates a potential to develop new boronic acids based upon
this structure. As we can observe from the Table 2 data, the
IC50 values in peritoneal macrophages were 60 to 2270 times
superior to that of the cancer lineages depending on the
derivative evaluated. Surprisingly, only the derivative NO-11
acted on rat GH3 and human U937 cell pointing to a
hypothetical general mechanism of action. In addition, this
derivative was the most potent in both cell lines (Table 2). In
contrast, the primary cell was extremely resistant to NO-11
toxicity when compared to the cancer lineages. NO-04 and
NO-12 exhibited selectivity for GH3 cells possibly acting on
EGFR or Ras signaling.B®1 NO-05 and NO-06 were potent to
inhibit U937 growth. Although NO-13 was not the most potent,
this derivative demonstrated selectivity for U937 cell lineage.
This cell type express EGFR, FES tyrosine kinasel*®! and
Syk protein tyrosine kinase, enzymes that can be targets for
NO-05, 06 and 13.
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Table 2 — Dose-response effects of vinylnitriles against mammalian cells
proliferation

Peritoneal GH3 cells U937 cells
macrophages ICs0 (LM) ICso (M)

1Cso (LM)
NO-04 99.63 +8.54 0.29+0.01 -
NO-05 147.77 £14.73 - 0.88 £0.02
NO-06 41.87 +£8.76 - 0.69 £ 0.07
NO-11 372.31+11.08 0.12 £0.06 0.47 £0.08
NO-12 387.87 £7.28 0.14 £0.09 -
NO-13 78.91 £ 6.45 - 9.83+£1.07

Nitrile analogues dose response relationship. Rat GH3 cells were treated with the
compounds NO-4, NO-11 and NO-12. U937 cells were treated with NO-5, NO-6, NO-11
and NO-13. Peritoneal macrophages were treated with all NO derivatives above. For all
cell types tested, the concentrations tested range from 1 nM to 10 mM for 72 h.
Citotoxicity was measured using resazurin reduction to resofurin as a proliferative index.
Data shown are mean + SD of four independent experiments.

Boronic acids may inhibit kinases associated to cancer
migration, generally associated to EGFR activation.® Thus,
this prominent activity observed for the boronic acid NO-12
may be due to a possible proliferation inhibition via EGFR, as
previously demonstrated in GH3 cellsi“? and U937 cells.[*!l
The absence of activity observed for the mice peritoneal
macrophages may be associated to a distinct EGFR function
or signalling regulation in this cell type.[*2

In vitro antiparasitic activity

The aryl-cyanovinyl compounds were investigated
regarding their effect on in vitro cultures of epimastigotes of T.
cruzi in comparison with benznidazole. Y strain was treated for
72 h with 100 pM solution of the cyanovinyl derivatives and its
viability was quantified by the MTT assay. Triton X-100 (0.1%)
and benznidazole (100 uM) were the positive controls to
reduce trypanossomes viability. No treated epimastigote forms
were considered as negative control. NO-03 (G, =CN, G = 3-
B(OH),), NO-04 (G; = CN, G = H), NO-12 (G; = CO-Et, G = 4-
B(OH),;) and NO-13 (G; = CO.Et, G = 3-B(OH),) reduced
trypanosome viability with similar statistical significance, but
NO-12 was the most potent derivative with action similar to the
positive control and benznidazole treatment (Figure 9). NO-05
and NO-06 derivatives diminished T. cruzi survival with a minor
efficacy than the previous NO-03, NO-04, NO-12 and NO-13
derivatives.

Dose-response curves were obtained after cells were
exposed to the vinylnitriles for 24 h. The EC50 values
achieved for NO-03, NO-04, NO-05, NO-06, NO-12 and
NO-13 were 14.5 uM; 10.2 pM; 530.6 pM; 508.4 pM;
0.795 uM and 78.4 pM, respectively (Figure 6). Among
the molecules tested, NO-12 showed a nanomolar potency
that resulted in T. cruzi death. Other boronic acids, like NO-
03 and NO-13 also exhibited good effects, albeit in less
potency than NO-12, and with NO-13 presenting better
performance than NO-03. These results indicate boronic
acids as effective platforms upon which new molecules with
improved actions against T. cruzi can be designed. Also, it
seems that the mechanism of action is more favoured with
para- substituted boronic acids with ester-substituted vinyl-
nitriles. The EC50 value measured for NO-12 (0.795 pM)
was more than 10 times superior to the EC50 described for
benznidazole*® and more than 4 times superior to the ECsxp
of nifurtimox,*¥ both drugs used in the current therapy of
Chagas disease. The boronic acid NO-12 exhibited lower
potency than bortezomib"® and DDD85646, both strong
proteasome inhibitors with trypanocidal activity against T.
brucei.l*®! A possible reason for this may be attributed to the
difference between the trypanosome strains and/or to a
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different mechanism of action. Considering the observed
trypanocidal activities of some boronic acids synthesized in
the present work, especially that of the NO-12, it is
necessary to highlight the potentiality of the vinylnitriles
containing the boronic acid moiety as a new avenue for the
development of new drugs with trypanocidal action.

(10uM NO- analogues) - 72h - Y strain
100~ n.s.
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Figure 9. Trypanocidal activity (72 h, [vinylnitriles] = 100 pM, Y strain,
n= 3). Graphic representative of triplicate treatments in 4 distinct days.
***p < 0.01 relative to negative control, *p < 0.05 relative to negative
control; n.s. no statistical difference in relation to positive control or
benznidazole.
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Figure 10. Trypanocidal activity in 72 h (100 uM vinylnitriles, n=3, Y strain).
This graph is representative of triplicate treatments in 4 distinct days. ***
p<0.01 in relation to negative control, * p<0.05 in relation to negative
control; n.s. no statistical difference in relation to positive control or
benznidazole.

It is interesting to note that, in the case of trypanocidal
activity, most of the tyrphostins that showed activity contain the
B(OH), unitin their structure. Although the rationale of the work
was based on the possible inhibitory action against tyrosine
kinases, other important targets for T. cruzi may also be
involved. Since the annotation of the T. cruzi genome (2004),
proteases have emerged as potential drug targets because of
the important roles they have in the protozoa metabolic
pathways."1 161 Serine proteases are involved in host cell
invasion. Metallopeptidases and proteasome (threonine
proteases) also correlates with the parasite’s virulence. 60!
Arylboronic acids, due the characteristics mentioned before,
mimics the transition states of serine and threonine proteases
since boron binds strongly to oxygen nucleophiles as serine
and threonine residues.? There are several reports about the
inhibition of proteases by arylboronic acids and other classes
of boron compounds. 4%l

Cruzain is a cysteine protease with essential action for
virulence of T. cruzi and which are present in all stages of life
of the parasite. Cruzain is considered an important target for
the development of antichagasic agents.®% It is known that
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Michael acceptors, such as vinyl sulphones, for example, are
irreversible inhibitors of this protease. In addition, compound
K777 is a Michael acceptor in the preclinical stage.®Y
Tyrphostins also belong to the Michael acceptor class and in
this case, the thiol group present on the active site of cruzain
can attack the vinylic carbon with formation of a S-C bond
between the enzyme and the inhibitor (Scheme 3A).
DipeptidylInitriles, for example, are inhibitors of cysteine
proteases which contain a nitrile as warhead. In this case, the
attack of the thiol group present in the active site of the enzyme
interacts with the nitrile group resulting in a thioimidate
intermediate (Scheme 3B). Dipeptidilnitriles are known
reversible inhibitors of cruzain.®? Therefore, the nitrile group
of the tyrphostins can, in principle, be a point of interaction with
cruzain.
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Scheme 3 — Possible interactions between tyrphostins and cruzain

Differently from what occurs with serine and threonine
proteases, boronic acids are not considered transition state
analogue inhibitors of cysteine proteases of the papain
family such as cruzain.®® According to our results, however,
the boronic acids presented better profile than the
typhostins that did not contain the boronic group in their
structure. In this case, we hypothesize that, if cruzain is a
target for the boronic tyrphostins prepared in the present
work, the boronic acid should act as an auxophoric group.

In future works, our group intends to better investigate
the probable targets for these boronic acids in order to
design optimized new compounds by taking NO-01, 03 and
12 as prototypes.

Conclusions

Knoevenagel condensations under agueous conditions
were found to be an excellent protocol to obtain
benzenevinylnitriles containing the boronic acid unit in high
purity levels, since organic solvents were completely avoided,
also in the work-up procedure. E-aryl-cyanovinyl compounds
were obtained in high yields (81- 98 %), except for the
derivative of the cyanoacetic acid NO-15 (20 %). Four of the
five benzenevinylnitriles containing the boronic acid unit
crystallized as single-crystals. The hybridization strategy of the
boronic acid and tyrphostins in the same molecular structure
resulted in good biological activities. NO-12 (G1 = CO2Et and
G = 4-B(OH)2) exhibited high antiproliferative potential (0.14

+0.09 uM) against cell lines GH3, from rat pituitary tumor.
NO-13 (G1 = CO2Et and G = 3-B(OH)2); although with a
smaller potency in comparison to the 4-methoxy, 4-methyl and
3-nitro-substituted compounds, also displayed antiproliferative
activity against the human leukemic monocyte lymphoma cell
line U937. Three of the boronic acids (NO-03, NO-12 and NO-
13) displayed antichagasic in vitro activity, with the compound
NO-12 showing anEC5( value (0.795 pM) ten times lower than
benznidazole (EC50 = 40 uM), the current drug employed in
the chemotherapy of Chagas disease. Chemogenomics
studies reinforced our expectations that kinases might be the
targets of some of these compounds in cancer cell lines.
Docking studies with DYRK1A, a phosphorylation regulated
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kinase, indicated that the boronic acid-containing compounds
such as NO-01, NO-03 and NO-12 can bind to the active site
of this protein. Further investigations will be conducted to
understand which targets of boronic tyrphostins are
responsible for the trypanocidal activities found, in order to
better plan new boronic acids using the NO series as
prototypes.

Experimental Section

Chemicals were purchased from Sigma Aldrich and
Boron Molecular and used without further purification. The
synthesized products were characterized by analysis of their
spectral data (FT-IR and NMR) and by X-ray diffraction.
Infrared spectra were measured using KBr pellets on a Varian

FT-IR 660 spectrophotometer. 1H (500 or 300 MHz) and 13C
(125 or 75 MHz) spectra were recorded on a Varian VNMRS
spectrometer in DMSO-D6 or CDCI3 solution. The chemical
shift data are reported in units of O (ppm), in the case of
CDCI3, the peaks appear downfield from tetramethylsilane,
which was used as an internal standard. Coupling constants
(J) are reported in Hertz and refer to apparent peak
multiplicities. The single-crystal X-Ray diffraction data were
collected on a Bruker D8- Venture X-ray single-crystal
difractometer equipped with a CMOS PHOTON100 using 1 O0S
microfocus MoKa (A = 0,71073 A) X-ray radiation. APEX2

softwarel®4] were used to collect, reduce and integrate the
data. Using the SAINT software, the final unit-cell parameters
were determined and refined and the data was integrated.
Absorption correction was performed by a multi-scan method

implemented in SADABS.[55] The structures were solved by
the direct methods and were refined using full- matrix least-

square methods on Fo2 using the SHELX package.[56] All non-
H atoms were refined anisotropically. Hydrogen atoms were
placed in geometrically calculated positions and refined using
riding model. The reaction monitoring was accomplished by
TLC (thin-layer chromatography) on silica gel plates (Silicycle,
250 pm, F-254) and the plots were visualized using UV light or
iodine vapors. Melting points were recorded on a Fisatom
413D apparatus.

Typical Knoevenagel procedure — In a rounded-bottom flask were
added: active methylene containing compound (2 mmol), aldehyde (2
mmol) and distilled water (10 mL). The reaction mixture was
magnetically stirred at 80° C (oil bath) for 2.5-4.5 h. After the completion
of the reaction (TLC), the reaction mixture was cooled to room
temperature, then it was vacuum filtered and the solid obtained was
washed with cold water and dried under air. Boronic acid containing
cyanovinyl moieties were obtained in yields ranging from 84-91% as a
mean of triplicates.

(4-(2,2-dicyanovinyl)phenyl)boronic acid (NO-01): Product was
obtained according to the typical procedure in 2.5 h, as white solid in
86% vyield (decomposes 301° C). &H (500 MHz; DMSO-ds; J in Hz)
8.52 (1H, s), 8.33 (2H, s), 7.98-7.95 (2H, d, J = 8.4 Hz), 7.90-7.88 (2H,
d, J = 8.3 Hz). 8C (75 MHz; DMSO-ds) 161.5, 134.6, 132.3, 129.2,
114.1, 113.1, 81.8. IR (KBr) umadcm 1344 (B-0), 1590 (C-C), 2228
(C=N), 2245 (C=N), 3356 (OH, vs), 3434 (OH, vas).

Crystallographic data for NO-01: C10H7N202B, M = 197.99, colorless
block, size 0.75 x 0.29 x 0.07 mm?, T= 293(2) K, Monoclinic, space
group Cz/c, a = 11.1500(8)A, b = 10.0434(9)A, ¢ = 17.1086 (15) A, B
=92.084 (3)°, V=1914.6 (3)A3,Z=8, Dc = 1.374g/cm?®, u=
0,096 mm™, F(000) = 816, 11056 reflections measured, 1746
independent, with Rin= 0.079; 142 parameters; Final agreement
factors: R1 = 0.064 [F? > 20(F?)], wR2 = 0.1694 and GOOF = 1.081.
Deposition Number CCDC: 1527385.

This article is protected by copyright. All rights reserved.



(3-(2,2-dicyanovinyl)phenyl)boronic acid (NO-03): Product was
obtained according to the typical procedure in 2.5 h, as a white solid
in 91% yield (m.p. 265-268° C). 8H (300 MHz; DMSO-ds; J in Hz) 8.52
(1H, s), 8.31 (1H, s), 8.26 (1H, s), 8.08-8.05 (2H, d, J = 7.4 Hz), 8.01-
7.99 (2H, d, J =7.9 Hz), 7.58 (1H, t, J = 7.6 Hz). 8C (75 MHz; DMSO-
ds) 162.0, 139.7, 136.7, 131.4, 130.5, 128.5, 114.2, 113.1, 81.1. IR
(KBr) vmax/cm 1357 (B-0), 1576 (C-C), 1597 (C-C), 2227 (C=N), 2247
(C=N), 3318 (OH, vs), 3402 (OH, vas).

Crystallographic data for NO-03: CioH7N202B.H.0, M = 216.00,
colorless block, size 0.22 x 0.07 x 0.06 mm?3, T= 293(2) K, Triclinic,
space group P-1, a = 3.752(3)A, b = 10.113(7)A, ¢ = 14.374(9)A, a =
104.08 (2)°, B = 96.26 (2)°, Y=94.47 (2)° V =522.8 (3)A3,Z2=2, Dc =
1.372g/cm®, p = 0,101 mm™, F(000) = 224, 9500
reflections measured, 1903 independent, with Rin= 0.1204; 150
parameters; Final agreement factors: R1 = 0.1304 [F? > 20(F?)], wR2
=0.3723 and GOOF = 1.227. Deposition Number CCDC: 1527386.

2-benzylidenemalononitrile  (NO-04): Product was obtained
according to the typical procedure in 4 h, as white solid in 85% yield
(m.p. 82-84° C). dH (500 MHz; CDCls; J in Hz) 7.92-7.90 (2H, d, J =
7.5 Hz), 7.78 (1H, s), 7.65-7.62 (1H, t, J = 7.5 Hz), 7.56-7.53 (2H, t, J
= 7.8 Hz). IR (KBr) vmax'cm* 1450-1568 (C=C Ar), 2224 (C=N), 3037
(sp?C-H). 57

2-(4-methoxybenzylidene)malononitrile (NO-05): Product was
obtained according to the typical procedure in 4 h, as a yellow solid in
90% yield (m.p. 116-118° C). 6H (500 MHz; CDCls; J in Hz) 7.92-7.90
(2H, d, J = 8.9 Hz), 7.65 (1H, s), 7.02-7.01 (2H, d, J = 9 Hz), 3.92 (3H,
s). IR (KBr) vmax/cm™ 1195 (C-0), 1513-1605 (C=C Ar), 2224 (C=N),
2854 (sp® C-H), 3025 (sp? C-H).55!

2-(4-methylbenzylidene)malononitrile  (NO-06):  Product was
obtained according to the typical procedure in 2 h, as white solid in 98%
yield (m.p. 136-137° C). dH (300 MHz; CDCls; J in Hz) 7.83-7.80 (2H,
d, J=8.3Hz), 7.72 (1H, s), 7.35-7.32 (2H, d, J = 8.1 Hz), 2.45 (3H, s).
IR (KBr) umax/cm™ 1413-1589 (C=C Ar), 1605 (C=C), 2225 (C=N). [59

2-(4-(dimethylamino)benzylidene)malononitrile (NO-07): Product
was obtained according to the typical procedure in 5 h, as an orange
solid in 93% vyield (m.p. 185-188° C). &H (300 MHz; CDCls; J in Hz)
7.83-7.79 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.46 (1H, s), 6.71-6.67 (2H, d, J = 9.2
Hz), 3.14 (6H, s). IR (KBr) uma/cm™ 1388, 1360 (C-N), 1614 (C=C),
2209 (C=N).[58

2-(4-chlorobenzylidene)malononitrile  (NO-08):  Product was
obtained according to the typical procedure in 4 h, as a white solid in
97% yield (m.p. 167-169° C). 5H (300 MHz; CDCls; J in Hz) 7.87-7.84
(2H, d, J=8.4 Hz), 7.73 (1H, s), 7.54-7.50 (2H, d, J = 8.6 Hz). IR (KBr)
Umax/cmt 1095 (Ar-Cl), 1409-1595 (C=C Ar), 2229 (C=N).[58a. [59]

2-(3-nitrobenzylidene)malononitrile (NO-11): Product was obtained
according to the typical procedure in 4 h, as a white solid in 81% yield
(m.p. 104-106° C). IR (KBr) umax/cm™ 1356, 1528 (N-O), 1596 (C=C),
2226 (C=N). 6H (300 MHz; CDCls; J in Hz) 8.67-8.65 (1H, m), 8.49-
8.45 (1H, ddd, J = 8.3, 2.1, 0.9 HZ), 8.34-8.31 (1H, dt, J = 8.0, 0.7 Hz),
7.89 (1H, s), 7.82-7.76 (1 H, t, J = 8.1 HZ). IR (KBr) 0max/cm™* 1095 (Ar-
Cl), 1409-1595 (C=C Ar), 2229 (C=N).15%0l. [54a]

(E)-(4-(2-cyano-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)phenyl)boronic acid
(NO-12): Product was obtained according to the typical procedure in
3.5h, as awhite solid in 84% yield (decomposes 242-243° C). 8H (300
MHz; DMSO-ds; J in Hz) 8.37 (1H, s), 8.29 (2H, s), 7.99-7.97 (2H, d, J
=8.4 Hz), 7.95-7.92 (2H, d, J = 8.4 Hz), 4.36-4.29 (2H, q, J = 7.1 Hz),
1.33-1.29 (3H, t, J = 7.1 Hz).6C (75 MHz; DMSO-ds) 161.7, 155.0,
134.5,132.5, 129.5, 115.5, 102.9, 62.3, 13.91. IR (KBr) tmax/cm* 1259
(O-C-C), 1336 (C-C(=0)-0), 1609 (C-C),1723 (C=0), 2239 (C=N),
3363 (OH, vs),3401 (OH, vas).
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Crystallographic data for NO-12: C12H12NO4B, M = 245.04, colorless
block, size 0.55 x 0.23 x 0.19 mm3, T=293(2) K, Triclinic, space group
P-1, a = 7.5728(12)A, b = 7.7133(9)A, ¢ = 11.3320(18)A, a = 97.625
(3)°, B = 93.4877 (4)°, Y= 112.06 (6)° V = 603.62(15)A3, Z = 2, Dc
=1.348g/cm3, p = 0,100 mm™, F(000) = 512, 5898 reflections
measured, 2097 independent, with Rint= 0.0369; 165 parameters; Final
agreement factors: R1 = 0.0447 [F? > 20(F?)], wR2 = 0.1228 and
GOOF = 1.038. Deposition Number CCDC: 1527387

(E)-(3-(2-cyano-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)phenyl)boronic

acid (NO-13): Product was obtained according to the typical procedure
in 4.5 h, as a white solid in 87% yield (m.p. 202-206° C). 8H (300 MHz;
DMSO-ds; J in Hz) 8.36 (2H, s), 8.21 (2H, s), 8.11-8.09 (1H,d, J=7.9
Hz), 8.02-8.01 (1H, d, J = 7.4 Hz), 7.58-7.54 (1H, t, J = 7.6 Hz), 4.36-
4.29 (2H, q, J = 7.1 Hz), 1.34-1.29 (3H, t, J = 7.1 Hz). d8C (75 MHz;
DMSO-ds) 161.8, 155.5, 138.8, 137.1, 131.6, 130.5, 128.3, 115.4,
102.3, 62.29, 13.91. IR (KBr) tmax/cm* 1208 (O-C-C), 1275 (C-C(=0)-
0), 1365 (B-0), 1598 (C-C),1723 (C=0), 3374 (OH, vs),3460 (OH, vas).

Crystallographic data for NO-13: C12H12NO4B, M = 245.04, colorless
block, size 0.28 x 0.08 x 0.06 mm?3, T= 293(2) K, Monoclinic, space
group P21/n, a=4.055(5)A, b = 15.168(2)A, ¢ = 19.581(2)A, B =90.155
(5)°, V = 1204.4 (3)A3, Z = 4, Dc =1.351g/cm?, = 0,100 mm™2, F(000)
=512, 7527 reflections measured, 2120 independent, with Rin= 0.037;
170 parameters; Final agreement factors: R1 = 0.1013 [F? > 20(F?)],
WR2 =0.2716 and GOOF = 1.181. The structure of NO-13 was refined
as a pseudo merohedral twin (BASF = 0.110). Deposition Number
CCDC: 1527388

(E)-3-(3-boronophenyl)-2-cyanoacrylic acid (NO-15): Produced in
4.5 h as a white solid in 20% yield (m.p. > 300 ° C). dH (300 MHz;
DMSO-d6; J in Hz) 8.34 (1H, s), 8.30 (1H, s), 8,09-8.07 (1H,d, J=7.6
Hz), 8.01-7.98 (1H, d, J = 7.5 Hz), 7.58-7.53 (1H, t, J = 7.5Hz). IR (KBr)
Umax/cmMt 1364 (B-0), 1504 (C-C),1691 (C=0), 2230 (C=N), 3410 (OH).

Biological assays

Trypanosomatid cultures: T. cruzi epimastigote Y strains were
cultivated in LIT medium (Tryptose liver infusion) supplemented with
10% fetal calf serum. 106 parasites/mL were used and maintained at a
temperature of 28° C under strong agitation (100 rpm). These cells
were treated with boronic acids, DMSO or Benznidazole for 24 and 72
h and live parasites were counted using a Neubauer chamber. At least
3 independent experiments were performed for each drug and dose,
and the 50% effective concentration (ECso) was determined using
Prisma GraphPad 5.0.

Epimastigote viability assay: Formazan formation method was
used to measure cellular viability. MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide] assay, was used as previously
described.[%% Briefly, epimastigotes (1 x 107 cells/mL) were incubated
in RPMI 1640 culture medium at 37° C for 24 h. Boronic acids were
added at a final concentration of 10 uM and then incubated for 24 or
72 h. For this assay, we used concentrations range from 1 nM — 1 mM.
Formation of formazan was monitored at 570 nm in a multi-well reader
(Spectramax M5, Molecular Devices).

Cell cultures: We used 4-week-old Swiss Webster mice to
collect macrophages from peritoneal cavities. Macrophages were
centrifuged and counted using a Neubauer chamber, maintained in
serum-free medium for macrophages (Gibco, USA). These cells were
cultivated at 37° C in an atmosphere of 5% CO2 for 24 h until the
experimentation. Our protocols adhered to the Ethical Principles in
Animal Experimentation adopted by the Brazilian College of Animal
Experimentation and were approved by the Fiocruz Research Ethics
Committee (number L-039/2016).
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J774.G8 cell line, a murine macrophage line is derived from
the original J774.A1 cell line from the American Type Cell Collection
(ATCC, Rockville, MD). GH3 cell line is derived from rat’s pituitary
tumor cell line and U937 is a human histiocytc lymphoma cell line. J774
and GH3 cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) (Sigma, St. Louis, MO) and U937 cultivated in RPMI 1640,
both medium contained 10% fetal bovine serum (FBS) (Cultilab -
Campinas, Brazil). All cell types were maintained at 37° C in a
humidified atmosphere with 5% CO2. On reaching 80-90% confluence,
the cells were detached using a solution of 0.025% trypsin and 0.4%
EDTA (ethylene diamine tetraacetic acid) for 1 min.

Resazurin (Alamar Blue) proliferation assay: Reduction  of
the dye resazurin to resorufin was used to measure proliferation of the
cell in cultures. Cells were seeded at 1 x 10° trypan blue excluding
cells/mL in 96-well microtiter plates. After incubating for 24 h, the
DMEM medium was removed and replaced with fresh medium
containing 40 uM resazurin, followed by an incubation period of 24 h,
after which reduction of resazurin to resorufin was determined by
fluorescence (excitation 530 nm; emission 590 nm) using a M5
microplate  fluorometer (Molecular Devices, Florida, U.S.A)).
Appropriate cell free controls were included in the test to account for
potential interactions between the derivatives and resazurin.

Chemogenomics: The molecules were submitted to a
chemogenomics approach using protocols of PIDGIN softwarel® for
structural similarity analysis of molecules with biological activity
described in  the literature and ChEMBL database
(https://lwww.ebi.ac.uk/chembl/). Standardizer was used for structure
normalization of specific chemotypes, such as charges and tautomers
(ChemAxon Standardizer v.16.5.2.0, 2016,
http://www.chemaxon.com).

Molecular Docking: First, molecules were energy-optimized using
Gaussian 03W, v.6.0 and Hartree-Fock with 6-31G(d) basis set. GOLD
software v. 4.1.2 was used in docking studies.[®? Ten GA runs were
performed and “allow early termination” option has been disabled.
Visual inspection of intermolecular interactions was performed with
Pymol, v.1.8 and Discovery Studio, v.16.1.0.15350. Also, before
docking, determined some appropriate parameters were determined by
analysis of poses obtained by redocking of three different ligands co-
crystallized with DYRK1A (PDB codes 2WO6, 2VX3 and 4NCT;[63]
using Goldscore and ChemPLP scoring functions and different binding
site radii around the oxygen atom of GLU329, the reference atom in
the study.
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Abstract

The P2X7 receptor (P2X7R) is an ion channel which is activated by interactions with the extracellular ATP
molecules. The molecular complex P2X7R/ATP induces conformational changes in the protein subunits, opening
a pore in the ion channel macromolecular structure. Currently, the P2X7R has been studied as a potential
therapeutic target of anti-inflammatory drugs. Based on this, a series of eight boronic acids (NO) analogs were
evaluated on the biologic effect of this pharmacophoric group on the human and murine P2X7R. The boronic
acids derivatives NO-01 and NO-12 inhibited in vitro human and murine P2X7R function. These analogs
compounds showed effect better than compound BBG and similar to inhibitor A740003 for inhibiting dye uptake,
in vitro IL-1B release and ATP-induced paw edema in vivo. In both, in vitro and in vivo assays the compound NO-
01 showed to be the hit compound in the present series of the arylboronic acids analogs. The molecular docking
suggests that the NO derivatives bind into the upper body domain of the P2X7 pore and that the main
intermolecular interaction with the two most active NO derivatives occur with the residues Phe 95, 103 and 293
by hydrophobic interactions and with Leu97, GIn98 and Ser101 by hydrogen bonds.. These results indicate that
the boronic acid derivative NO-01 shows the lead compound characteristics to be used as a scaffold structure to
the development of new P2X7R inhibitors with anti-inflammatory action.
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Introduction

P2X family takes part in the purinergic signaling network where ATP (adenosine 5'-triphosphate), other
nucleotides and nucleosides are the extracellular signaling molecules (Bartlett et al. 2014). Together with P2Y
family, P2X receptors are involved in the cellular response to extracellular ATP molecules (Baas 2012). P2X
receptors are trimeric ligandgated cation channels whose family consists of seven members of receptors (P2X1-
7). Comparatively, the monomeric unit of the P2X7 receptor (P2X7R) is the highest among members of the P2X
family. This subtype also differs from the others because it has a large number of amino acids residues in the
intracellular C terminus (Baas 2012; Burnstock and Knight 2018). P2X7R is present in many cell types including
hematopoietic lineages, epithelial and endothelial cells, fibroblasts, osteoblasts, astrocytes, Schwann cells, some
populations of neurons, and cells from microglia, among others (Bartlett et al. 2014).

Differently from the other members of the P2X family, P2X7R when activated for micromolar ATP
concentrations leads to the opening of the channels for the flux of small cations (Na*, K* or Ca?*) through the
plasma membrane. When P2X7R is stimulated for high ATP concentrations (mM range) and, after prolonged or
repeated stimulation, thus a larger permeability state is reached forming or inducing a large conductance ionic
channel (Faria et al. 2017; North 2002). Molecules with a mass of up 900 Da can permeate the membrane by
these large pores, which makes possible the liberation of inflammatory cytokines (Young and Gorecki 2018).
Activation of P2X7R gives rise to a sequence of signaling events, which are reliant on the cell type expressing
this receptor, the ATP extracellular concentration and other conditions of the extracellular medium (Bartlett et al.
2014).

According to the cell type, P2X7R activation modulates different signaling pathways leading to the activation
of the caspase-1-containing inflammasome NLRP3, release of proinflammatory molecules; such as interleukin
1B (IL-1PB), interleukin-18 (IL-18) and interleukin-36a (IL-36a); activation of metalloproteases and other proteases,
the formation of reactive oxygen species (ROS) and other events. There are many evidences which support that
the P2X7R is an essential target to be investigated for the treatment of a variety of diseases (Bartlett et al. 2014;
Chen et al. 2018; Gorodeski 2012; Savio et al. 2018; Skaper 2011; Sugiyama 2014; Tsuda et al. 2010). Several
diseases states are associated with P2X7R single nucleotide polymorphisms (SNPs) (Volonté et al. 2012) and
other related to the role that P2X7R exerts in disorders such as the inflammatory and immune response, for
instance (Baudelet et al. 2015; Rech et al. 2016). Therefore, the development of P2X7R inhibitors may be a
relevant strategy for the discovery of new drugs for the treatment of inflammatory conditions such as rheumatoid
arthritis (Mehta et al. 2014).

A conserved tyrosine residue (tyrosine-343) in the carboxyl terminus of the P2X7R, when phosphorylated can
affect the function of this receptor (Kim et al. 2001). Taking this information into account, Wiley and co-workers
evaluated the influence of 18 protein tyrosine kinase inhibitors on the 8Rb* efflux mediated by the human P2X7R.
A phthalazinamine derivative (compound P), which inhibits the vascular endothelial growth factor receptor kinase,
was found to be the most potent compound, blocking the ATP-induced cation efflux by 76% in human B-
lymphocytes and by 66% in erythrocytes in a dose-dependent manner (half-maximum inhibitory concentration -
ICs0 = 5 pM) in both cells. The authors suggested that compounds targeting the ATP-binding sites of kinases
would be potential blockers of the P2X7R (Shemon et al. 2006).

An important class of inhibitors of tyrosine kinases is the tyrphostin group which is benzylidene malononitriles
molecules that can inhibit the cell-signaling transduction by decreasing tyrosine phosphorylation. Tyrphostins are
tyrosine kinase (TYK) inhibitors enzymes that play critical roles in the inflammation process. Therefore,
tyrphostins molecules are bioactive compounds which have been shown a promising anti-inflammatory activity
(Fig. 1) (Dimitrova and Ivanovska 2013; Gyurkovska et al. 2014).

Recently, the effect of introducing the boronic acid group B(OH)z in arylcyanovinyl compounds, that can be
classified as tyrphostins compounds was investigated in their anticancer properties by our research group. A
series of boronic acid derivatives were synthesized, generating the compounds of NO series (Fig. 2). From this
boronic acid analogs series, the compound NO-12 displayed high antiproliferative activity against GH3 cell lines
from rat pituitary tumor (0.14 + 0.09 yM), whereas compound NO-13 has shown antiproliferative potential against
the human leukemic monocyte lymphoma cell line U937 (9.83 + 1.07 uM) (Hiller et al. 2018).



In addition to compounds in the NO series, there are other studies showing the introduction of the B(OH)2 unit
into the aromatic ring of known anticancer compounds resulting in better activities or bioavailability or modifying
the performance profile of these compounds (Ahmed et al. 2006; Asano et al. 2004; Ban et al. 2009; Bradke et
al. 2008; Kumar et al. 2003; LeBeau et al. 2008; Modzelewska et al. 2006; Nakamura et al. 2006; Shimizu et al.
2010). Bortezomib, for example, is proteasome inhibitor current in use in multiple myeloma therapy (Buac et al.
2013; Diaz and Yudin 2017; Dou and Zonder 2014). Due to their empty p orbital, boronic acids can coordinate to
the heteroatoms present in enzymes and receptors in a reversible covalent mechanism. These characteristics
are responsible for the recent growing interest both in the industry and in the academy for the development of
new boron-based drugs (Baker et al. 2009; Ban and Nakamura 2015; Das et al. 2013, 2013).

Since arylboronic acids derivatives can show different pharmacological activities, in the present work, the
action of NO series compounds was evaluated on the P2X7R. This study was based on the
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Fig. 1 Anti-inflammatory tyrphostins examples and potential activities for this class of TYKs inhibitors

following observations from the literature reports and our group’s results: 1) tyrosine kinase inhibitors may be
potential blockers of the P2X7R; 2) tyrphostins are tyrosine kinase inhibitors whose antiinflammatory activity has
aready been demonstrated; 3) the introduction of the B(OH)2 moiety into known anticancer agents, including
tyrosine kinase inhibitors, led to compounds with improved activity in many cases; 4) tyrphostins containing the
B(OH)2moiety can interact with residues by both hydrogen and covalent bonds; 5). To the best of our knowledge,
tyrphostins containing B(OH)2 moiety have not yet been evaluated as blockers of the P2X7R (Groziak 2001,
Koehler and Lienhard 1971; Matthews et al. 1975; Philipp and Bender 1971; Suenaga et al. 1996; Weston et
al.1998; Zervosen et al. 2012).

Materials and methods

Chemistry

Materials and apparatus were used for the NO series synthesis. Common and deuterated solvents, ethyl
cyanoacetate, malononitrile, and cyanoacetic acid were purchased from Sigma Aldrich Brazil LTDA. Boronic
acids were purchased from Combi-Blocks. All these substances were employed as received, without being
previously submitted to purification processes. Products (NO series) were purified by recrystallization using a
suitable solvent. The reported yields are an average of triplicates and refer to the isolated ones after
recrystallization. The melting points (mp) of the pure products were recorded on a Fisatom 413D apparatus.
Reaction progress was monitored through analytical thin-layer chromatography (Sillicycle Ultrapure Silica Gels,
F254) and the spots were visualized by UV light or by reaction with 2,4dinitrophenylhydrazine. Nuclear magnetic



resonance (NMR) spectra were recorded on a Varian VNMRS (300 or 500 MHz) instrument in CDClz or DMSO-
de. Chemical shift data were represented in units of & (ppm) downfield from the internal standard: tetramethyl
silane (TMS). Coupling constants (J) are reported in Hertz and refer to apparent peak multiplicities. Infrared (IR)
spectra were measured on KBr pellets with a Varian FT-IR 660 Spectrophotometer.
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Fig. 2 NO series synthesized by Knoevenagel condensation of the aromatic aldehydes (Hiller et al. 2018)

Knoevenagel condensations

Following the procedure previously reported by our group (Hiller et al. 2018), it was prepared different
tyrphostins by Knoevenagel condensations (Bhattacharya et al. 2014; Cabello et al. 1984; de Resende Filho et
al. 2017; Deb and Bhuyan 2005; Li et al. 2011; Mukhopadhyay and Datta 2008; Ren and Cai 2007; Wang et al.
2001). The active methylene containing compound (2 mmol) (malononitrile, ethyl cyanoacetate or cyanoacetic
acid), aldehyde (2 mmol) and distilled water (10 mL) were added to a rounded-bottom flask to which a reflux
condenser was coupled. With the aid of an oil bath, the reaction mixture was kept at 80 °C while being
magnetically stirred for 2.5-4.5 h. The progress of the reaction was monitored by Thin Layer Chromatography
(TLC) using 2,4-dinitrophenylhydrazine to monitor the aldehyde consumption. After the reaction was completed,
the reaction mixture was allowed to reach ambient temperature, and the product was obtained after vacuum
filtration and washing with cold water. Products were dried under air. Pure samples were obtained after
recrystallization with the suitable solvents. Data from the IR and NMR analyzes were compared with data from
the literature, when available, as well as data obtained in our previous work (Hiller et al. 2018).

Biological assays
In vitro experiments

Mice peritoneal macrophages Male Swiss Webster mice suffered peritoneal cavity lavage for harvesting
peritoneal macrophages. This protocol adhered to the Ethical Principles in Animal Experimentation adopted by
the Brazilian College of Animal Experimentation and approved by the FIOCRUZ Research Ethics Committee
(number LW-033/12). The experimental protocol used was similar to Faria and collaborates in 2018 (Faria et al.
2018).

HEK 293 cells expressing human P2X7R HEK293 cells expressing human P2X7R was maintained in
according to describe for Faria and collaborates (Faria et al. 2018).

Dye uptake assay P2X7R inhibitors and NO series compounds were pre-incubated for 10 min. P2X7R
inhibitors doses ranged from 1 ng/mL to 500 yg/mL and, NO series compounds doses fluctuated from 0.01 ng/mL
to 10 pyg/mL. Then, mouse peritoneal macrophages (5.0 x 10° cells) were treated with 5 mM ATP for 25 min at
37 °C and propidium iodide (PI) (0.05 mg/mL in phosphate-buffered saline - PBS) or ethidium bromide (EB)
incubation (25 uM in PBS), in the last 5 min of ATP treatment. HEK293 cells expressing human P2X7R (2.5 x
106 cells/mL) followed the same protocol above. These cells incubated for 24 h suffer antagonists and ATP
treatment, as described for peritoneal macrophages, with posterior in the last 5 min. EB fluorescence measured
with a Gemini fluorescence plate reader at an excitation wavelength of 530 nm and, an emission wavelength of



620 nm. PI fluorescence measured with a FACS Calibur Flow cytometer at an excitation wavelength of 488 nm
and, an emission wavelength of 60 nm.

IL-1b enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) THP-1 (human monocytic cell line derived from an
acute monocytic leukemia patient) cells differentiation, activation and, maintaining were realized in according to
Faria and collaborate in 2018 (Faria et al. 2018). Brilliant Blue G (BBG), A740003 (N-(1-(((Cyanoamino)(5-
quinolinylamino)methylene)ami  no)-2,2-dimethylpropyl)-3,4-dimethoxybenzeneacetamide) and NO series
compounds were added after 200 min of lipopolysaccharide (LPS) incubation, and 10 min before 5 mM ATP
addition until complete 240 min of LPS incubation. The treated samples were collected, centrifuged at 1500 RPM
for 5 min at 4 °C and, the supernatants were stored at —70 °C. Measuring IL-1( release using the Human IL-1
beta ELISA Kit (ab46052 -ABCAM, Cambridge). Primed peritoneal macrophages activation and treatment was
similar to THP-1 cells and the mature IL-1 released quantified by sandwich ELISA following the manufacturer’s
protocol (eBioscience, San Diego, CA, USA).

Caco-2 cells culture and treatments Caco-2 cell cultured was similar to describe at Faria and collaborates
in 2018 (Faria et al. 2018). Boronic acids derivatives NO-01 and NO-12, vinblastine and propranolol at 100 yM
were prepared in the transport buffer (HBSS and 25 mM HEPES (4-(2hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay)) at pH 7.4 or 6.5 with 0.5% (v/v) DMSO. After Caco-2 cells
incubation for 30 min, 0.3 mL of the transport buffer in the apical wells were removed and the drugs added for 60
min. LY concentrations contained in the donor and acceptor wells were measured on the plate reader M5
(molecular probes) at an excitation wavelength of 485 nm and the emission wavelength of 530 nm.

pH dependent-solubility of NO-01 and NO-12 NO-01 and NO-12 solubility was assessed from 1 to 250 uyM
by using DMSO (5 L) into 995 uL buffer (pH 2.0-hydrochloride, 4.0— 100 mM citrate buffer and 7.4-100 mM
phosphate buffer). This solution was dispensed in a 96-well plate at room temperature for 2 h. Calibration
standards were prepared by adding 5 pL of DMSO into 995 pL acetonitrile/buffer (1:1) mixture. After centrifugation
(20,000 rpm, 10 min, 25 °C), the reaction samples were diluted 1:1 with acetonitrile.

Distribution coefficient (LogD) in octanol/PBS pH 7.4 A solution containing Octanol and PBS pH 7.4 at a
ratio of 1.1 (v/v) was shaken mechanically for 24 h to reach the pre-saturation. Arylboronic acids analogs NO-01
and NO-12 (25 mM) in a volume of 4 yL added to 396 uL PBS for partitioning with octanol (100—400 ul). The
samples were shacked; centrifuged (3000 rpm for 5 min), and after 1 h of standing the PBS layer was collected.
Acetonitrile (100 ul) was added to a 100 ul aliquot of the PBS layer, and the absorbance sample was measured.
The compounds were evaluated for two standard to validate the assay.

In vitro stability assays in liver microsomes Male mice and humans liver microsomes (0.5 mg/mlin 0.1 M
phosphate buffer at pH 7.4), arylboronic acids analogs NO-01 and NO12 (1 yM) and DMSO (0.5 uM) were pre-
incubated at 37 °C before NADPH addition (1 mM) to initiate the reaction in a final incubation volume of 50 ul. A
buffer containing 0.1 M phosphate at pH 7.4 was used as a negative control and diazepam and verapamil as a
positive control for mice and humans, respectively. Drugs were incubated for 0, 5, 15, 30, and 45 min with the
microsomes and the negative control (minus NADPH) for 45 min. Methanol (50 pL) stopped the reactions at the
appropriate time points and the samples centrifuged (1640xg for 20 min at 4 °C) to precipitate the proteins.
Intrinsic clearance (CLint mic) for NO-01 and NO-12 microsomes was calculated according to Biosystem
instructions (Faria et al. 2018).

Electrophysiological measurements For whole-cell configuration assay was used a pipette with series
resistance set as 5—11 MQ for all the experiments in standard saline for bath and pipette solutions. lonic currents
were not compensated for recordings less than 1600 pA, however, they were compensated by 91% for values
above to this value. Macrophage cell capacitance was 19.4 + 6.24 pF; n = 73 and the holding potential of -60
mV at 37 °C for all recordings.
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Fig. 3 Cytotoxicity in mammalian cells. (A) Mice peritoneal macrophages were treated with 100 yM of the NO
derivatives (NO-01, NO03, NO-04, NO-05, NO-07, NO-11, NO-12, and NO-13 for 72 h. The graphic results
represent 3-5 independent, lactate dehydrogenase (LDH) release assays. These results are expressed as
mean * s.d. ***significantly different from the negative control value at P < 0.05. CP — positive control (cells

treated with 0.1% Triton X-100); CN — negative control (no treated cells)

Saline solutions for electrophysiology The bath solution (in mM) consisted of the following: 150 NaCl, 5
KCI, 1 MgClI2, 1 CaCl2 and, 10 HEPES (pH, 7.4) and the pipette solution (in mM): 150 KCI, 5 NaCl, 1 MgCI2, 10
HEPES and, 0.1 ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA) pH, 7.4.

Drug application Perfusion chamber (RC-24 chamber, Warner Instrument Corp.) was used at a rate of 1
mL/min. All the drugs were dissolved immediately before use. Compounds NO and P2X7R inhibitors were added
1-5 min before 1- 5 mM ATP stimulation for 5 min at 37 °C.

In vivo experiments

Paw edema Compounds NO were administered intraperitoneally at 60 min before intrathecal ATP (2.5 mM/
paw) administration. Mouse paw edema was measured after 30 min of ATP treatment using a plethysmometer
(Insight, Brazil). This protocol adhered to the Ethical Principles in Animal Experimentation adopted by the
Brazilian College of Animal Experimentation and approved by the FIOCRUZ Research Ethics Committee (number
LW-58/14).

Statistical analyses

The results are presented as means * standard deviations of the means (S.D.M.). D’Agostino and Pearson
normality tests were used to test whether data followed a Gaussian distribution. In data following a Gaussian
distribution, we applied an analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test.

Table 1 Antagonistic effects of P2X7R inhibitors and NO series compounds against ATP-induced dye uptake in
mice peritoneal macrophages

P2X7R inhibitors and NO series compounds mP2X7 ICso (M)
BBG 15.23 £1.65
A740003 0.897 £1.12
NO-01 0.639 £0.11
NO-03 46.88 £5.24
NO-04 11.84 +2.08
NO-05 75.44 £ 455
NO-06 102.3 £3.02
NO-07 88.41 £ 5.47
NO-08 6.61+0.41
NO-11 54.68 £4.77
NO-12 0.939+0.21
NO-13 91.02 +1.33

Values are means of 2—4 experiments. Compounds tested at the mice peritoneal macrophages
3Cso = 50% inhibitory concentrations were obtained from concentration— response curves



Otherwise, we applied the non-parametric Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test. PRISM® software

(GraphPad, Inc., San Diego, CA, USA) was used for all statistical analyses.

In silico analysis

ADMET properties

The ADMET properties analysis of NO-01 and NO-12 were performed using the admetSAR (Structure-activity
relationship) program, which computes a pharmacokinetic and toxicological profile (Cheng et al. 2012).

Comparative modeling
The human P2X7R model was prepared using the approach described previously (Faria et al. 2018).

Ligands molecular modeling

Chemicalize® software (ChemAxon) (Swain 2012) was used to determine the non-ionized states of the NO
compounds at physiological pH 7.4. The Spartan’10 v.1.0.1 program was used to build the molecular structures.
The MMFF94 (Merck Molecular Force Field) was used to generate the conformer distribution of the compounds
(Halgren 1996). Then the geometry optimization was applied with the semi-empirical RM1 (Recife Model 1)
method (Rocha et al. 2006).

Molecular docking

The molecular docking was performed using the algorithm MolDock (Thomsen and Christensen 2006) with
the Molegro Virtual Docker (MVD) 6.0 program (CLC Bio, 8200, Aarhus, Denmark). The MolDock score [GRID]
algorithm was used as the score function with a grid resolution of 0.30 A. The partial charges were assigned
according to the MVD charges scheme. The search algorithm used was the MolDock Optimizer with a search
space of 40 A around the area where the cavities of the P2X7R were found. The ligand evaluation was considered
concerning internal electrostatic interactions (ES), internal hydrogen bond (HBond) and Sp2Sp2 torsions. Every
molecular docking was performed 50 runs with the same parameters set (population size = 50, max iterations =
2000, scaling factor = 0.50 and crossover rate = 0.90), followed by energy minimization. The poses binding modes
were selected based on the best rank score.

Table 2 Cellular toxicity and Selectivity of P2X7R inhibitors and arylboronic acids analogs

P2X7R inhibitors and arylboronic mP2X7 CCso (UM) Selectivity index
acids analogs (macrophages) (aCCso/ICs0)
BBG 85.62 £ 2.77 5.62
A740003 351.1 +11.76 3914
NO-01 443 £ 25.7 693.2
NO-12 329.6 £ 16.82 392.8

aCCso = 50% inhibitory concentrations were obtained from concentration response curves

Results and discussion

Synthesis

Benzene vinylnitriles were prepared by Knoevenagel condensations between aromatic aldehydes and
malononitrile or ethyl cyanoacetate without catalysis and employing water as solvent. Products were obtained in
high yields (> 80%) and high purity by simple vacuum filtration after reaction has reached the ambient
temperature, as previously reported by our group. For the biological purposes, products were purified by
recrystallization using water/ethanol or water/acetone as solvents. For the cases where two diastereoisomers (E
or Z) can be formed by the Knoevenagel reactions (NO-12 and NO-13), evidence verified by NMR spectra
analysis that only one stereoisomer was formed, for which E-configuration was attributed by comparison with the
previously obtained datum, which had been confirmed by monocrystal X-ray diffraction.

Biological assay

In vitro

Mouse peritoneal macrophages treated with NO series compounds continuously for 72 h (Fig. 3) in the
concentration of 10 uM. These analogs did not cause LDH release in this concentration, when compared with



positive control for LDH release, the Triton X-100 detergent. This result indicates a low toxicity for these analogs
in mammalian cells, therefore all analogs in sequence were tested in assays to evaluate the capacity of inhibiting
the P2X7R function. This reduced toxicity in primary cell was consistent with previous publication. Mice peritoneal
macrophages treated with the NO series compounds did not affect the cellular metabolism activity after 72 h of
treatment (Hiller et al. 2018).

Table 3 Antagonistic effects of most active NO compounds against ATP-induced Pl uptake in HEK 293 cells
transfected with hP2X7R

P2X7R Pl-uptake in HEK293 cells THP-1 cells . .
inhibitors and transfe?:ted with human P2X7R ICs0 (M) Mice Peritoneal macrophages
arylboronic acids ICs0(UM) IL-1B release ICs0 (UM) IL-1B release
BBG 4.97 £0.62 0.783 +0.063 0.907 +0.077
A740003 0.129 £ 0.041 0.087 £0,031 0.114 +0.02
NO-01 0.031 £ 0.002 0.021 £0.011 0.042 +0.013
NO-12 0.105 £0.011 0.243 £ 0.034 0.537 £ 0.065

NO series compounds caused inhibitory action on mice P2X7R activity as observed for dye uptake assay
(Table 1). In addition, NO series compounds activities were compared to BBG and A740003 (selective), both
P2X7R inhibitors. Therefore, the compounds NO-03, NO-05, NO-06, NO-07, NO-11 and NO-13 exhibited ICso
values superior to BBG and A740003. The compounds NO-04 and NO-08 showed ICsp values between BBG and
A740003. The compounds NO-01 and NO-12 demonstrated higher inhibitory efficiency to than other compounds
NO, BBG and A740003 (Table 1). ATP-induced P2X7R dye uptake was inhibited for compounds NO-01 and NO-
12 with I1Cs0 = 0.639 uM and 0.839 uM, respectively. The ICso values for these compounds were similar to other
molecules inhibitors of the P2X7R described in the literature (North 2002; Rech et al. 2016). The compounds NO-
01 and NO-12 also inhibited BzATP-induced dye uptake (data not shown) with similar ICso values observed for
ATP-induced dye uptake. Therefore, NO-03, NO-05, NO-06, NOO7, NO-11, NO-13, NO-04 and NO-08 were
discarded because of the reduced potency when compared to commercial P2X7R inhibitors. Contrarily,
compounds NO-01 and NO-12 were tested in all complemental assays.

Dose-response curve measuring the compounds NO-01 and NO-12 toxic activity in mice peritoneal
macrophages after 72 h of treatment. NO-01 and NO-12 caused low toxicity with high CCsp value (Fig. 3, Table
2). Both compounds were less toxic than BGG and A740003 when treated in the same time of incubation. When
selectivity index of these both arylboronic acids derivatives were compared with commercial P2X7R inhibitors,
these analogs exhibited values higher than the P2X7R inhibitors (Table 2). NO-12 analog exhibited a S.I. similar
to a selective P2X7R inhibitor, A740003. NO-01 analog showed a S.I. value 1.77 times higher than compound
A740003 indicating an elevate promisor activity. Therefore, these arylboronic acid analogs were tested in the
subsequent assays. Curiously, both compounds showed ICso values higher than P2X7R inhibitors previously
described (Faria et al. 2018; Pacheco et al. 2018; Kwak et al. 2018; O'Brien-Brown et al. 2017), however in
function of elevated S.I. value for human P2X7R, these arylboronic analogs remain as good candidates.

Activated THP-1 cells Mice peritoneal macrophages
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Fig. 4 ATP-induced IL-1 release inhibition by arylboronic acids in human and mouse cells. (a) Differentiated
THP-1 cells treated with 1 mM ATP (30 min) and LPS (4 h) in the presence of increasing concentrations of
BBG, A740003, NO-01, or NO-12. (b) Mouse peritoneal macrophages treated with 1 mM ATP (30 min) and LPS



(4 h) in the presence of increasing concentrations of BBG, A740003, NO-01, and NO-12. Curves are
representative of 3—5 independent experiments A740003.
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Fig. 5 Evaluation of the inhibitory mechanism of compounds NO-01 and NO-12 on P2X7R antagonists.
Competitive mechanisms were evaluated by recording the ionic currents of mice peritoneal macrophages with
(e) ATP alone or (m) with 500 ng/mL of NO-01(A) or NO-12 (B) at 37 °C. Graphics are representative of 3—4
independent experiments

Table 4 Liver microsomal stability and Caco-2 data for NO-01 and NO-12

Liver Microsomes LM stability(a) mouse LM stability(a) human Caco-2(b)
NO-01 20.2 19.97 76.6 +1.8
NO-12 36.3 35.79 59.79 1.7

(a) Stability in mice and human liver microsomes. Data reported as CLint(uL /minutes / mg protein)

(b) Apparent permeability values (Papp) measured using low permeability and high permeability absorption
compounds, vinblastine and propranolol, respectively, as reference. Data are reported in 10 cm/s. These
values indicate an apical to basolateral (A - B) direction. They were tested at the same time as NO-01 and NO-
12. Values are means * standard error of 3 experiments.

ATP-induced IL-1pB release is a characteristic function associated with P2X7R activation. Compound NO-01
potently inhibited ATP-induced IL-1 release in mice and human P2X7R, however NO-12 weakly inhibited IL-13
release mediated by mP2X7R activation. Human THP-1 monocytes differentiated with INF-y and PMA were
primed with LPS for 4 h, with ATP added in the last 30 min of LPS incubation. Both arylboronic acids derivatives
were added 30 min before ATP addition inhibited ATP-induced IL-1pB release in a similar manner (Table 3). NO-
1 and NO-12 exhibited higher potency than BBG and A740003 to inhibit IL-1 release mediated by hP2X7R
activation (Fig. 4a). ATP-induced IL-1B release mediated by mouse P2X7R also was inhibited by arylboronic acid
analogs (Fig. 4b and Table 3). NO-12 suffered a potency reduction to inhibit the mP2X7R when compared with
hP2X7R. NO1 analog maintained an elevate potency to inhibit mP2X7R with ICso value higher than A740003
(Fig. 4, Table 3). Both analogs also inhibited BzATP-induced IL-1f3 release (data not shown). These results
indicate a selective inhibition mechanism inhibiting IL-1 release mediated by P2X7R activation, as observed for
other P2X7R antagonists (Rech et al. 2016; Volonté et al. 2012; Young and Gorecki 2018).

A possible mechanism of action for arylboronic acid analogs inhibition was measured using whole cell patch
clamp technique. ATP concentrations ranging from 100 yM to 25 mM induced macroscopic ionic currents in a
doseresponse manner (Supplemental Fig. 1 and 2).

When arylboronic derivatives or A740003 were fixed at 500 nM and tested in the presence of ATP curve,
NO-01 and NO-12 augmented the ECso value for the ATP doseresponse curve in comparison with ATP
concentrations alone (Fig. 5a, b).



Table 5 Solubility of NO-01 and NO-12 at various pH conditions

Compound pH 2(a) pH 4(b) pH 7.4(c) pH 10(d)
NO-01 250 uM 250 uM <250 uM <250 uM
NO-12 250 uM 250 uM <250 uM <250 uM

(a) pH 2: hydrochloride buffer; (b) pH 4: citrate buffer; (¢) pH 7.4: phosphate buffer; (d) pH 10: sodium
hydroxide buffer, n = 3 on distinct days

NO-01 and NO-12 compared to A740003, which is a P2X7R allosteric inhibitor acting on the pore allosteric site
(Karasawa and Kawate 2016) showed action profiles similar (Figs. 5a, 4b). The ATP concentrations ranging from
10~ to 1016 were inhibited for NO-01 treatment (Supplemental Table 1), and NO-12 impaired ionic currents
induced for ATP concentrations ranging from 10-3to 1017 (Supplemental Table 2).

This result indicates a P2X7R non-competitive inhibition mechanism for NO-01 and NO-12 in the allosteric
site as well as the inhibitor A740003, or an irreversible interaction in the ATP binding site. This inhibitory

mechanism is shared for other P2X7R antagonists recently discovered (Gonzaga et al. 2017; Faria et al. 2018;
Pacheco et al. 2018).

In silico analysis

ADMET studies The in silico pharmacokinetics evaluation indicated that the two most active compounds (NO-
01 and NO12) have a high permeability by the Human Intestinal Absorption test (Shen et al. 2010) with more
than 70% being absorbed and a high permeability by the Caco-2 test (Pham The et al. 2011) with more than 8 x
107% cm/s. Also, high water solubility was estimated for both compounds in which the values of LogS -2.04 and -
2.20 are suggested for compounds NO-1 and NO-12, respectively. On the other hand, only compound NO-01
showed a high permeability through the blood brain barrier.

The CYP enzyme metabolism profile was also investigated in which compounds NO-1 and NO-12 only
presented potential interaction with the CYP3A4 as an inhibitor. In addition, it is known that the nitrile group in
most drugs is not directly metabolized, because the nitrile group is eliminated through the body unchanged.
Despite that, the epoxidation of alkenenitriles compounds (such the case of compounds NOO1 and NO-12) can

potentially liberate cyanide, although a large number of approved drug with alkenenitriles groups indicate that the
metabolism at other sites is more likely (Fleming et al. 2010).

Table 6 Log D7.40f NO-01 and NO-12 boronic tyrphostins

Compound LogD7.4 (a)
NO-01 -2.25+0.09
NO-12 -0.96 +0.11

(a) Results are average of three experiments and in all cases individual Log D values were within +0.3 log units
of the average LogD Propranolol HC
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Fig. 6 Anti-inflammatory effects of NO-01 and NO-12 on ATPinduced paw edema in mice. Groups with
five Swiss Webster mice were treated with ATP (intraplantar) or preincubated for 30 min with Diclofenac
(10 mg/kg), oxidized ATP (10 mg/kg), or increasing doses of NO-01 (0.001-1 mg/kg) (a) or NO-12 (b).
Paw edema was measured at 60 min after ATP application. These results represent three distinct days
and are expressed as mean = s.d. ### P < 0.05 comparison in relation to saline group. *** P < 0.05
comparison in relation to ATP group

Regarding the toxicological parameter both compounds were labeled as weak inhibitor (pICso <
6.0 mol/L) of the Human Ether-a-go-go-Related Gene (hERG) Inhibition Test (Marchese Robinson
et al. 2011), also both compounds showed low mutagenic potential by the AMES Test and finally
none carcinogenic features were detected by Carcinogens Test (Lagunin et al. 2009).

Furthermore, no apparent toxicity is identified in the literature for the boronic acids moiety
regarding medical applications. Indeed, the first boronic acid-based FDA approved drug, the
Bortezomib (Velcade), a proteasome inhibitor for the treatment of multiple myeloma, presented
low toxicity issues. Additionally, the eventual final product in the metabolism of boronic acid-
containing compounds is generally boric acid, which has low particularly toxic to humans (Cambre
and Sumerlin 2011).

Solubility, microsomal stability, and permeability in vitro

Arylboronic acids NO-01 and NO-12 were moderately stable in mouse and human microsomes
(Table 4). NO-01 when compared to NO-12 may exhibit a short duration of action in vivo.
Additionally, NO-01 was permeable in Caco-2 at percentages above to 75% (Table 4) and NO-12
was permeable in a range superior to 55%, both when compared with propranolol.

Table 7 The Volume (A3) of the Cavities Detected in the Human P2X7R Model using MVD

Cavity Volume (A3)
S1 2204.67
S2 1320.96
S3° 442.88
S3° 394.24

S3T 308.22

Fig. 7 Representation of the binding sites (S1, S2 and S3) identified in the P2X7R. Frontal view (a) and
Top view (b). The cavities S1, S2 and S3 are ordered based on their volumes. Because there are three
identical S3 binding sites formed by three identical subunits, they are labeled S3°, S3™°, S3™

When solubilized in solutions with pH values ranging from 2 to 10, NO-01 demonstrated solubility in turn
of 250 uM (Table 5). LogD7.4 measured for NO-01 gave a value of —2.25 + 0.09 indicating good solubility in



aqueous solutions (Table 6). In relation to NO-12, it demonstrated solubility at concentrations above 250
MM (Table 5). The LogD7.4 value for NO-12 was —-0.96 + 0.11 (Table 6).

NO-01 reduced lipophilicity may be associated with short microsomal stability, however this
characteristic can increase the tissue permeability as observed in Caco-2 cells. In contrast, NO-12 although
lipophilic exhibited higher microsomal stability and reduced tissue permeability.

In vivo assays

NO-01 and NO-12 anti-inflammatory properties in vivo was evaluated using the ATP- induced paw
edema model in mice. Sodium diclofenac and arylboronic acids were administered intraperitoneally at 1 h
before ATP treatment for 30 min. The oxidized ATP, an irreversible P2X7R antagonist inhibited the ATP-
induced inflammatory response (NO-01, Fig. 6a and NO- 12, Fig. 6b). Sodium diclofenac, a general anti-
inflammatory, also inhibited ATP-induced paw edema (Fig. 6). NO-01 and NO-12 dose-dependently
inhibited the ATP effect (Fig. 6b). In this context, NO-01 promoted an anti-inflammatory effect more potent
than oxidized ATP and diclofenac (Fig. 6a). In accordance with in vitro assays, NO-01 inhibited the
ATPinduced paw edema with higher potency compared to the NO-12 analog. Triazole and naphtoquinone
derivatives inhibiting P2X7R activity also reduced the ATP-induced paw edema (Gonzaga et al., 2017, Faria
et al. 2018). In both papers, at least one dose administered reducing edema formation in pg/kg
concentrations as observed mainly for NO-01. These arylboronic acid analogs also inhibited carrageenan-
induced response in similar manner to ATP stimulation (data not shown).

Molecular docking

The blind molecular docking of the two most active ligands (NO-01 and NO-12), on the ionic channel
P2X7R, were performed around the area where the cavities were identified in the protein molecular structure
(Fig. 7). In order to harness structure activity relationship, the same blind molecular docking was performed
with less active ligands (NO-06 and NO-13). The largest volume cavity is the S1 located into the P2X7 pore
comprised by the lower body domain of the three correlated subunits; the second largest volume cavity is
the S2, also located in the pore, but in the upper body domain and; the cavities S3°, S3”" and S3""” are the
ATP-binding sites located between the protein subunits. Figure 7 depicts the cavities identified in the P2X7R
and the Table 7 indicates the volume of each cavity.

The molecular docking results indicated that the cavity S2 was the most favorable binding site of the
inhibitors NO-01 NO-12, NO-06 and NO-13. The S2 cavity is the same cavity revealed in the work from
Karasawa and Kawate (2016) where the five known P2X7 inhibitors bind (A740003, A804598, AZ10606120,
GW791343, INJ47965567), based on the elucidation of the panda P2X7R complexed crystal structures.

All the four NO compounds presented a similar binding mode into the S2 cavity, with their phenyl moiety

interacting with the phenylalanine residues 95, 103 and 293 from chain B. Also the boronic acid group from
the inhibitors NO-01, NO12 and NO-13 are orientated towards the serine 101 lateral chain from chain B
(Fig. 8). Some residues interactions with the NO compounds are similar to the known allosteric inhibitors
identified from the Karasawa and Kawate (2016) work, as the phenylalanines 95, 103 and 293 are also
involved in hydrophobic interactions. In addition, the residue Met105 that performs hydrophobic interactions
with the compounds A740003, A804598 and JNJ47965567 is also interacting with the compound NO-06.
Despite the fact that all four NO compounds submitted to molecular docking studies presented similar
hydrophobic interactions with the phenylalanine residues, the hydrogen bond formation with the residues
GIn98, Leu97 and specially with the Serl01 might be responsible for the gain in the activity of the
compounds NO-01 and NO-12 compared with the compounds NO-06 and NO-13. Also, the inhibitor NO-12
presented extra hydrogen bonds with the residues glycine 98 and 99 from chain A, which might contribute
for selectivity. Figure 9 depicts the intermolecular interaction of the NO compounds into de S2 binding cavity
found by molecular docking.
Though the molecular docking results indicate the probable binding site of NO series compounds in the
human P2X7R model and suggest that interactions of the boronic acid moiety with Ser101 and GIn98 may
be determinant to high affinity of the compounds NO-01 and NO-12, other studies in future should be done
to refine these insights in order to increase the information on the properties and inhibitory activity of the
boronic acids derivatives on the P2X7R,



Fig. 8 Superposition of the inhibitors NO-01, NO-12, NO-06 and NO-13 docked into the S2 cavity. In blue
are depicted the NO derivatives and in green the main residues that are in close contact
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Fig. 9 Representation of the main intermolecular interactions of each NO compounds into de S2 binding
cavity, identified from the molecular docking. The arrows indicates hydrogen bonds and the blue areas in
the NO structures indicates solvent exposure

Conclusion

In summary, the results exhibited herein demonstrate arylboronic acids as a novel P2X7R inhibitors
class. NO-01 and NO-12 compounds ATP antagonistic effects resulted in potent blockage of mouse and
human P2X7R. The arylboronic acid NO-01 was more potent in vitro and in vivo when compared with BBG
and A740003 to reduce P2X7R activity and the inflammatory response. In according to in silico ADMET
analysis both molecules depicted an acceptable pharmacokinetic profile and low toxicological effects, thus
suggesting its potential drug-likeness characteristic. The molecular docking results suggest that the binding
sites for the compounds NO-01 and NO-12 are located in the upper area of P2X7R pore. Thus, these results
strengthening the therapeutic potential and the feasibility of developing new P2X7R inhibitors based on the
arylboronic acid pharmacophore group.
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