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(57) Resumo: UTILIZAGAO DOS COMPOSTOS ARIL E HETEROARIL CHALONAS COMO INIBIDOR DO CRESCIMENTO DE
PARACOCCIDIOOIDES spp.NO TRATAMENTO DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE.Refere-se a descoberta de novos compostos
com potencial candidato a protétipo de farmaco, uma vez que desenvolvemos modelos baseados em formas preditivas para
previsdo de novos compostos anti-PCM. Os modelos baseados em formas foram aplicados para triagem virtual do banco de
dados Specs Natural Products e LabMol e permitiram a selegéo de 31 novos potenciais inibidores de Paracoccidoides spp.. Os
compostos apresentam alta capacidade inibitéria do crescimento de Paracoccidioides spp., indice de seletividade atraente, sem
efeito hemolitico. Além disso, o composto 9,nome IUPAC ((2E)-1-(2-methylphenyl)-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one) mostrou
efeito aditivo com anfotericina B e Co-trimoxazol. Além disso, o composto 9 € uma nova estrutura quimica que é estruturalmente
diferente de farmacos anti-PCM padréo ou inibidores conhecidos de Paracoccidoides spp. e, portanto, pode ser considerado
como novo composto de sucesso para maior otimizacdo quimica. Essa nova descoberta, aliada ao fato das aril e heteroaril
chalconas serem compostos com caracteristicas importantes para um protétipo de farmaco, com baixissima citotoxidade, visa a
construgdo de antifingicos mais especificos e consequentemente mais efetivos e com menores efeitos colaterais aos pacientes.

(2E)-1-(2-methylphenyl)-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one
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Utilizacao dos compostos aril e heteroaril chalconas como inibidor do crescimento

de Paracoccidioides spp. no tratamento da Paracoccidioidomicose

Relatorio descritivo

Campo da invencio

[001] A presente invencdo apresenta compostos com atividade anti-
Paracoccidioides spp. que poderdo ser utilizados como antifingicos no tratamento da
Paracoccidioidomicose (sozinhos ou em combinagdo com antifingicos classicos
disponiveis no mercado farmacéutico). Além da principal utilizagdo como antifungico, as

estruturas poderdo ser prototipos para estudos de otimizacao de atividade.

Estado da técnica

Paracoccidioidomicose

[002] Paracoccidioidomicose (PCM) é uma infecgao restrita a América Latina,
responsavel por altas taxas de mortes prematuras e repercussdo socioecondmica,
principalmente em segmentos sociais especificos, como os trabalhadores rurais residentes
em areas endémicas, entre 30 a 50 anos de idade e do sexo masculino (1). Os agentes
etiolégicos da PCM sdo fungos pertencentes ao género Paracoccidioides, o qual
compreendem cinco espécies com ocorréncia restrita as areas geograficas da Argentina,
Brasil, Peru, Paraguai e Venezuela: Paracoccidioides brasiliensis, Paracoccidioides
americana, Paracoccidioides venezuelensis, Paracoccidioides restrepiensis e
Paracoccidioides lutzii (2). No Brasil, o fungo ¢ frequentemente encontrado nas regides
Sul, Sudeste e Centro-Oeste (3, 4).

[003] A necessidade de uma maior atencdo para PCM relaciona-se aos custos
sociais € econdmicos por ocorrer principalmente em individuos em fase produtiva para o
trabalho e pelas sequelas que representam motivo de incapacitagdo para o trabalho, o que
faz desta micose um problema de saude publica(1).

[004] Por ndo ser de notificacdo compulsodria, as estimativas de prevaléncia,
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incidéncia e morbidades da PCM se restringem as pesquisas epidemiologicas, relatos de
casos e registros hospitalares. Estima-se que a incidéncia anual da micose em areas
endémicas varia entre 1 a 3 novos casos/100.000 habitantes, com taxa de mortalidade de
1,65 casos/1.000.000 habitantes (5) e que 80% das ocorréncias da doenga estejam
concentradas no Brasil. Para as 3.583 mortes devido a micoses sistémicas ocorridas nos
anos de 1996 a 2006, a PCM foi a micose com maior prevaléncia, apresentando uma
média anual de 171 6bitos (6).

[005] De 1980 a 1999 foram descritos 422 casos no estado de Mato Grosso do
Sul (7). No Parand, de 1980 a 1998, foram reportadas 551 mortes por PCM, e 102 casos
de 2008 a 2009 (4, 8). Em Sao Paulo, 1000 casos foram descritos de 1960 a 1999 (3). Em
Goias, no periodo de 2000 a 2006 foram diagnosticados, através do estudo realizado em
um hospital universitario, 77 casos de PCM (9). No Amazonas, regido norte do Brasil, de
1997 a 2012, 2163 casos foram relatados (10).

[006] A inalagdo dos conidios, forma infectante do fungo, ¢ a frequente via de
infeccdo da PCM (1). Nos pulmdes, sob efeitos da temperatura corpdérea do hospedeiro,
o fungo ¢ conduzindo a uma reorganizagdo metabdlica, o que permite a transformagao da
forma infectante para a parasitaria (11). Outros 6rgdos e sistemas como figado, bago,
0ssos € sistema nervoso central podem ser acometidos devido a disseminagdo do fungo
através da corrente sanguinea ou linfatica (12).

[007] A PCM manifesta-se comumente como uma pneumopatologia de curso
cronico, sendo também associada a lesdes da mucosa e pele, hepatomegalia e
esplenomegalia. Trés formas clinicas classificam a PCM, (i) forma aguda e subaguda,
caracterizada por uma evolugdo rapida dos quadros clinicos, comprometendo
preferencialmente o sistema monocitico-fagocitario e estendendo a nodulos linfaticos,
figado, baco e medula 0Ossea.

[008] Os pacientes, sob a forma aguda da doenga apresentam anemia, febre e
emagrecimento. (ii) forma crdnica, predominante em individuos adultos, caracteriza-se
pela evolugdo lenta e gradual, apresentando um amplo espectro de manifestacdes clinicas
com lesdes predominantes no pulmdo e mucosa orofaringea, podendo também causar

lesdes granulomatosas no sistema nervoso central. (ii1) forma residual também conhecida
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como sequela, caracteriza-se pelo comprometimento pulmonar, adrenal, laringeo,
digestivo, encefalico e tegumentar devido a alteracdes morfoldgicas e funcionais
observadas ap0s o tratamento da PCM (1)

[009] O tratamento da PCM consiste em duas fases: controle imediato da
infeccdo (fase de ataque), como reducdo da carga flingica e sintomas da doenca e
terapéutica de manutencao, realizada até a obtencdo dos critérios de cura. A erradicagdo
do fungo nos tecidos ¢ lenta, sendo necessaria a avaliacdo periddica dos pacientes quanto
aos sintomas e desaparecimento das lesdes ativas para evitar recidivas (13).

[010] A escolha de uma terapia eficiente para a PCM se faz avaliando o grau da
lesdo, a severidade da doenca, capacidade imunoldgica do paciente, reacdo de
hipersensibilidade e contraindicagdo dos antifingicos. Além dos antifingicos, o suporte
nutricional, tratamento de eventuais sequelas e a prevengdo de doengas oportunistas sao
consideradas no paciente (13). Comumente ¢ administrado anfotericina B em
desoxicolato ou em formulagao lipidica (complexo lipossomal ou lipidico), a associacdo
de sulfametoxazol-trimetoprim (co-trimoxazol) e antifungicos da classe dos azdlicos,
como itraconazol.

[011] O itraconazol, ¢ um agente fungistatico pertencente a classe dos azois,
indicado para pacientes com formas leves a moderadas da PCM, sendo administradas 200
mg/dia pelo periodo de 9 a 12 meses. O farmaco atua bloqueando a via de biossintese de
ergosterol, através da inibi¢do da enzima 14-a-lanosterol desmetilase (também conhecido
como Cyp51), aumentando a permeabilidade da membrana celular e desencadeando
alteracdes morfologicas que resultam em morte celular (14).

[012] P. lutzzi na presenca de itraconazol induz a expressdo de genes
pertencentes a diferentes vias metabolicas que convergem para a produgdo de acetil- CoA,
a qual ¢ empregada na sintese de ergosterol (15). No entanto, os azo6is nao sao alvo-
especificos, podendo ligar e inibir enzimas Cyp450, presente em humanos e responsaveis
pelo metabolismo de varias substancias, incluindo outros farmacos (16). Os efeitos
colaterais deste antifingico vao desde a ndusea, colica abdominal, diarreia e dores de
cabeca, até efeitos potencialmente fatais como a hepatoxicidade (17).

[013] Co-trimoxazol, agente fungistatico, ¢ opc¢do de tratamento para pacientes
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com formas leves a moderadas de PCM e neuroparacoccidioidomicose. Apesar de menor
eficdcia em comparagdo com os demais antifingicos, a vantagem da utilizacdo deste
antifingico na terapia da PCM ¢ devido a disponibilidade na rede publica de saude. Co-
trimoxazol ¢ prescrito por dois a cinco anos, e também como terapia de manutengao,
seguindo o esquema de administracdo: dose inicial com 3 comprimidos (80/400 mg) a
cada 12 h por 21 dias, 2 comprimidos a cada 12 h por 21 dias ou 1 comprimidos a cada
12 h por 2 anos (5).

[014] O farmaco atua inibindo sequencialmente enzimas envolvidas na sintese
de é4cido tetrahidrofolico, levando a deplegdo de folato intracelular, o qual ¢ essencial para
o crescimento do organismo patogénico (18). Além disso, em P. [utzii, sulfametoxazol
age inibindo as fung¢des mitocondriais e induzindo a regulagdo de genes relacionados a
biossintese de aminoacidos, acidos nucleicos e precursores da sintese de cofatores de
folato (19). Os efeitos colaterais de co-trimoxazol mais comuns incluem nauseas,
vOmitos, anorexia, erupgdes cutineas e urticaria.

[015] Anfotericina B, farmaco fungicida, ¢ indicado nos casos mais graves da
doenca devido a sua elevada toxicidade sistémica, administrando a dose de 1 mg/kg/dia
(13). Esse farmaco atua aumentando a permeabilidade da membrana plasmatica devido a
ligacdo ao ergosterol, comprometendo assim, a integridade da membrana (20). Devido a
sua baixa seletividade, a sua a¢do antifungica ¢ ofuscada pelos graves efeitos colaterais
potencialmente fatais, como febre alta, calafrios, hipotensdo, anorexia, vomitos, dispneia,
nefrotoxidade e disturbios eletroliticos (21).

[016] Novas formulag¢des de anfotericina B foram desenvolvidas com o objetivo
de diminuir a nefrotoxicidade, sem comprometer a eficicia (22, 23). A primeira destas
formulagdes lipidicas ¢ a anfotericina B em dispersdo coloidal, a segunda formulagao ¢ a
anfotericina lipossomal e a terceira formulacao ¢ o complexo lipidico de anfotericina B.,
no entanto, essas formulagdes sdo mais caras que a anfotericina B convencional, além dos
efeitos toxicos ainda permanecerem (24).

[017] Em adicdo a toxicidade, a problematica da terapéutica da PCM aumenta
devido ao tempo prolongado da administracdo dos agentes antiflingicos, o que interfere

na adesdo ao tratamento pelos pacientes. Além disso, apesar da existéncia de potentes
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agentes antiflingicos, a atencdo a isolados resistentes ¢ imprescindivel. Em
Paracoccidioides spp., foram encontrados homologos para os genes relacionados a
degeneracdo cerebelar (CDR1, CDR2), resisténcia multi-droga (MDR1) de Candida
albicans, resisténcia a droga pleiotropica (PDRS) de Saccharomyces cerevisiae € os genes
transportadores ABC (AtrF) de Aspergillus spp., todos eles relacionados com a resisténcia
a azois (25). Assim, como o tratamento atual para PCM utiliza principalmente derivados
azodlicos, esses genes podem desempenhar um papel similar em Paracoccidioides spp.
com possibilidade de surgimento de isolados resistentes. De fato, a resisténcia in vitro de
Paracoccidiodes spp. tem sido evidenciada para derivados azolicos (26) demonstrando a

importancia da pesquisa por novos antifingicos.

Descricao da invengao

Identificacio dos compostos através de rastreio virtual baseado em forma

[018] Chalcona, uma das maiores classes de produtos naturais, ¢ considerada
intermediaria estrutural para a biossintese de flavonodides e os isoflavondides.
Naturalmente ¢ abundante em frutas e plantas sendo classificadas como metabdlitos
secundarios de baixo peso molecular, sendo sua biossintese derivada da condensacdo de
malonil-CoA, sintetizado a partir do intermediario da glicdlise, acetil-CoA e dioxido de
carbono, e o fenilpropandide CoA-ésteres.

[019] O anel A ¢ formado da condensagao de trés unidades de acetato de malonil-
CoA ¢ o anel aromatico B ¢ derivado de L-fenilalanina. Quimicamente, chalcona ¢ cetona
o, B-insaturadas, que apresentam o nticleo 1,3- difenil- 2-propen-1-ona, possuindo como
caracteristica estrutural uma carbonila (C=0O) e a subunidade olefinica (-C=C-)
conjugadas e ligadas, respectivamente, em cada um dos anéis aromaticos constituintes
(27).

[020] Inicialmente, foi extraido uma série de chalonas quinolinil-N-6xido
contendo dados de concentragdo inibitoria minima (MIC) para o P. brasiliensis (isolado
Pb18) do banco de dados PubChem BioAssay (AID: 618749). Cada composto do

conjunto de dados foi cuidadosamente padronizado como: adicionados hidrogénios
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explicitos, os sais foram removidos, enquanto quimiotipos especificos tais como grupos
aromaticos e nitro foram normalizados. Polimeros, sais inorganicos, compostos
organometalicos e misturas também foram removidos.

[021] Um total de 15 compostos com poténcia reprodutivel (CIM <227 uM)
foram considerados como ativos, enquanto os 5 compostos restantes foram considerados
como inativos (chamarizes). Este grande corte de atividade foi escolhido considerando a
escassez de moléculas com dados de bioatividade relatados para Paracoccidioides spp.
na literatura. Por causa do baixo nimero de inativos, 535 chamarizes foram selecionados
aleatoriamente a partir do subgrupo ZINC. Consequentemente, foi criado um conjunto de
modelagem contendo 15 ativos e 540 iscas.

[022] Ap6s a preparagdo do conjunto de dados, 1000 conformacdes foram
geradas para cada composto, enquanto cargas AM1-BCC foram adicionadas. Para criar
modelos baseados em forma, o composto mais potente (consulta) da série (MIC = 6,5
uM) foi carregado no software de sobreposicdo. As conformagdes de saida da
Superposi¢ao Rapida de Estruturas Quimicas (ROCS) foram classificadas de acordo com
varias fungdes de pontuagdo.

[023] Para acessar o desempenho preditivo do modelo baseado em formas,
utilizou-se a curva receiver operating characteristic (ROC), area sob a curva ROC (AUC),
fator de enriquecimento (EF) e discriminagdo de ROC (BEDROC) aumentada por
Boltzmann. A curva ROC fornece uma representacdo grafica do comportamento de um
preditor em contraste com os indices de desempenho simples. A curva ¢ criada plotando-
se a taxa positiva verdadeira (sensibilidade) em relacdo a taxa de falsos positivos
(especificidade).

[024] O objetivo da triagem virtual ¢ identificar em uma biblioteca de
substancias quimicas um subconjunto de compostos com as propriedades desejadas com
base em calculos computacionais. Aqui, os 880 compostos disponiveis no Banco de
Dados de Produtos Naturais Specs (http://www.specs.net) e 230 compostos disponiveis
no banco de dados do Laboratério de Modelagem Molecular e Planejamento de farmacos
(LabMol) foram selecionados para identificar potenciais agentes contra Paracoccidioides

spp. Antes da triagem, as estruturas quimicas foram padronizadas, e as conformagdes e
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as cargas AM1-BCC foram geradas da mesma forma que o conjunto de modelagem. Em
seguida, modelo baseado em forma foi usado para priorizar potenciais anti-
Paracoccidioides spp.. Finalmente, os acessos virtuais foram importados para o espago
de trabalho KNIME e sua atividade de inibi¢ao, bem como estabilidade metabdlica contra
nove enzimas do citocromo P450 (CyplA2, Cyp2A6, Cyp2B6, Cyp2C9, Cyp2C19,
Cyp2CS8, Cyp2D6, Cyp2E1 e Cyp3A4) foram preditas usando Atividade de Estrutura
Quantitativa binaria Relacionamentos (QSAR) desenvolvidos em nosso laboratorio.

[025] A similaridade entre o composto mais potente do conjunto de nitro
heteroaril chalcona com farmacos ativos e os inativos foi calculada pelo coeficiente de
Tanimoto (Tc) usando as impressdes digitais da chave estrutural MACCS. O Tc, também
conhecido como indice de Jaccard, indica qudo semelhante ¢ uma molécula em
comparagdo a outra. Valores mais baixos (préximos a 0) indicam compostos dissimilares,

enquanto valores proximos a 1 indicam compostos muito semelhantes.

Avalia¢do da capacidade inibitoria de aril e heteroaril chalcona sobre células

leveduriformes de Paracoccidioides spp.

[026] Rezasurin p6 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi dissolvido em 4gua
destilada estéril a uma concentracdo final de 0,02% e, em seguida, esterilizada por
filtracdo e armazenada a 4 ° C até a sua utilizacdo. Os 31 compostos (Tabela 4) foram
diluidos em dimetil-sulféxido (DMSO) e estocados a -20 ° C.

[027] A determina¢do de CIM foi realizada pela técnica de microdiluigdo,
seguindo recomenda¢des do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e De
Paula et al. (28). Em cada orificio da microplaca, foram adicionadas dilui¢des seriadas
dos compostos aril e heteroaril chalconas com adi¢do da suspensdo flingica na
concentra¢do de 1x10° células/mL de P. brasiliensis (isolados 03,18 ¢ 83) e P. lutzii. As
placas foram mantidas a 36 °C, sob agita¢ao, por 48 horas. Posteriormente, foi adicionada
a solucdo de resazurina 0,02%, procedendo a incubagdo por 24 horas nas mesmas
condi¢des do ensaio. As leituras das absorbancias nos comprimentos de onda 640 nm e

530 nm foram posteriormente realizadas. Para determinacdo do crescimento maximo
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(controle positivo) alguns pocos com células receberam meio de cultura em substituicao
as diluicdes dos compostos (Tabela 1. Atividade in vitro Anti-Paracoccidioides spp.,
citotoxicidade, indice de seletividade e concentragdo hemolitica de aril e heteroaril
chalconas).

[028] Para determinagdo da CFM, uma subcultura foi realizada, transferindo por
meio de ponteiras estéreis 20 uL do material de cada pogo da microplaca para uma placa
contendo Fava-Netto solido. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 7 dias, com
posterior leitura visual. A concentracdo fungicida minima foi definida como a menor
concentra¢do onde ndo foi visualizado o crescimento fingico (Tabela 1).

[029] A avaliagdo da citotoxidade das aril e heteroaril chalconas foi realizada em
células BALB/c 3T3. As células BALB/c 3T3 foram distribuidas em microplacas de 96
pogos, em meio DMEM, suplementado com soro fetal bovino e antibidtico. As células
foramexpostas as concentracdes seriadas das chalconas, por 48 horas, mantidas em estufa
umida com 5% de CO2, a 37 °C. Em cada micropogo serd adicionada solugdo de
resazurina 0,02% procedendo a incubagdo por 24 horas nas mesmas condi¢des do ensaio,
sendo realizada a leitura da absorbancia nos comprimentos de onda 640 nm e 530 nm
(Tabela 1).

[030] A avaliagdo da interacdo da Chalcona 9 com antiflingicos comerciais sobre
células leveduriformes de Paracoccidioides spp foi realiza empregando a técnica de
checkerboard. Os 31 compostos (aril e heteroaril Chalconas), os antifingicos comerciais
(Itraconazol, anfotericina B e Co-trimoxazol) foram diluidos em dimetil-sulfoxido
(DMSO) e estocados a -20 ° C. Inicialmente, cada antifingico em combinacdo com a
Chalcona 9 foi disposto de maneira ordenada: no sentido horizontal havera um
decréscimo das concentragdes dos farmacos reposicionados e na vertical um decréscimo
das concentracdes dos antifungicos utilizados no tratamento da PCM. Em seguida foi
adicionada células fungicas na concentragdo de 1x10° células/mL. Apos 48 horas de
incubagdo a 37 °C, sob agitagdo, foi acrescentada a solucao de resazurina 0,02% e a placa
novamente incubada por 24 horas. A leitura da absorbancia foi realizada nos
comprimentos de onda 640 nm e 530 nm. A concentracdo inibitoria fracionada total

(CIFT) foi calculada através da formula: CIFT = CIFA + CIFB, onde CIFA ¢ a CIM do
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composto A combinada dividida pelo CIM do composto A sozinho; CIFB ¢ CIM do
composto B combinada dividida pela CIM do composto B sozinho. Os CIFs serdo
interpretados como proposto por Schwarz: sinérgico quando CIFT < 0,5, aditivo quando
CIFT > 0,5 a < 1, indiferente CIFT > 1 a <4, antagénico CIFT > 4 (Tabela 3. Interacdo
da chalcona 9 com antifingicos comerciais).

[031] A Avaliagdo do potencial hemolitico de aril e heteroaril chalconas foi
realizado utilizando sangue humano coletado em tubos contendo heparina (projeto
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa 019/13), e lavado trés vezes com solugio
salina tamponada com fosfato (PBS) a pH 7,4. Em seguida, uma solugdo de eritrcitos
(2%) foi distribuida na microplaca e incubada com diferentes concentragdes dos
compostos. O controle positivo para hemolise foi obtido utilizando Triton X-100 a 1%.
Como um controle negativo de hemolise foi usado uma solucdo salina tamponada com
fosfato (Na,HPO4 a 0,09%, KH>PO4 a 0,02%, NaCl a 0,8%, KCl a 0,02%, pH 7,4). A
microplaca foi incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente e centrifugada a
5.000 g durante 10 minutos. Apds a absorbancia foi quantificada por espectrofotometria
a 540 nm. Dois experimentos independentes foram realizados, e as amostras foram
medidas em quintuplicata (Tabela 2 Concentragdo hemolitica das aril e heteroaril
chalconas).

[032] A avaliagdo de similaridade entre o composto (2E)-1-(2-methylphenyl)-3-
(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one e farmacos antifingicos conhecidos foi calculada
pelo coeficiente de Tanimoto (Tc) usando fingerprints estruturais de chave MACCS. O
Tc, também conhecido como indice de Jaccard, indica quao semelhante ¢ uma molécula
em comparacdo a outra. Valores mais baixos (proximos a 0) indicam compostos
dissimilares, enquanto valores proximos a 1 indicam compostos muito semelhantes

[26,27].

[033] Tabela 1. Avaliacdo bioativa dos derivados chalconas.
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Substituintes CIM (uMm) CFM (uMm) IS

Compo cc
R Pb Pb Pb1 Pb Pb Pb Pb Pb Pb Pb
sto R, R» R3 (HM)
s 01 03 18 83 01 03 18 83 01 18
23, 391, 16,
1 H H Br A - 48,8 - - - - - 8
1 5 9

>

47, 382,
2 H H j - 953 - - - - - 8 4
6 1
38 768, 1537
3 H H A - - - - - - 4 2
4,4 9 ,8

25, 25, 12, 25, 25, 50, 202, 33,
4 H H ) A 61 12,6 16
\ 3 3 6 2 2 4 2 1
C(CHs) 27 545, >218
5 H H A - - - - - - >8 >4
3 2,2 5 2,4

19 384, >157 >8, >4,
6 H H A - - - - - -
2,2 4 7,8 2 1

11, 11, 11, 33, 16,
7 H H A 29 58 58 58 59 96,2

9 9 9 1 5
H
*
97, 195, 391,
8 H H A - - - - - - 4 2
9 8 8
C 15, 15, 15, 30, 243, 65 33,
9 H H A 37 37 73 73
Hs 1 1 1 2 1 7 3
(CHa)s 52, 10 52, 52, 209, 33, 15,
10 H H A 63 26 134 13
CH; 1 43 1 1 0 1 5
42, 21, 42, 84, 21, 84, 169, 33, 16,
11 H H | A 51 10,5
2 1 3 5 2 5 4 2 1
C 15, 15, 60, 60, 30, 30, 122, 33, 16,
12 H H A 37 7,3
Hs 1 1 6 6 3 3 5 17
10/21
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

Br
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SCH3

CHs

VRS e,

los}

los}

@]

10
0,1

6,0

26,

2,9

19
8,3
19
8,3

36
6,4

36
3,2
40
9,8
22
8,9

12,

18
5,9

38
2,0

39
7,8

12
8,0

200,

12,1

53,9

58

793,

793,

732,

145
3,2

819,

457,

32,0

371,

764,

795,

256,

>160
2,0

194,

216,

96,1

>158

>158

>146

>145

819

1831

398

>148

>152

>159

>204

>1

32,

33,

>8

>8

>4

>4,

32

>8

>4

>4

>1

>8

16

16,

>2

>2

>2

>1

12,

>4

>2

>2

>8
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42, >137 >3 >1
28 H | F - 85,7 - - -
8 3 2 6
G 22 444, >177
29 H H - - - - >8 >4
2,3 6 8
12, 197,
30 H Br F - 24,6 - - - 16 8
3 7
| 46, >148 >3 >1
31 H H - 92,8 - - -
4 7 2 6
Itracon 0,0 11 11
- - - - 001 - - - 3,5
azol 03 66 6,6
[034] Concentracdo inibitoria minima (CIM), Concentracdo fungicida minima (CFM),
Concentracdo citotoxica (CC), indicie de seletividade (IS)
[035] Tabela 2. Avaliacao do potencial hemolitico dos derivados chalconas.
Cédigo Concentragdo pg/mL
1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6
1 4,27 3,75 2,76 194 1,83 0,06 0,00
2 295 150 1,17 099 055 044 0,02
3 1,87 1,20 090 0,72 0,04 0,01 0,00
4 444 1,77 087 085 0,68 0,22 0,00
5 494 2,77 1,42 1,11 087 0,61 0,00
6 001 000 000 0,00 000 0,00 0,00
7 2,67 2,16 164 087 051 046 0,00
8 201 1,18 097 070 0,63 055 0,01
9 2,67 2,16 164 087 051 046 0,00
10 6,34 594 352 182 098 0,69 0,00
11 455 438 2,38 162 1,04 0,88 0,00
12 810 6,24 436 3,01 1,12 0,73 0,03
13 002 001 001 o001 0,00 0,01 0,00
14 433 341 3,13 2,34 1,79 0,81 0,00
15 1,40 o064 061 055 050 0,37 0,00
12/21
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16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

6,55
0,93
4,89
0,50
6,22
1,54
3,11
1,25
3,14
2,66
1,18
0,03
2,38
5,37
0,01
0,90

1,74
0,56
3,51
0,31
3,32
0,72
1,71
0,78
2,85
2,35
1,03
0,01
1,41
4,28
0,00
0,55

1,08
0,44
1,55
0,17
1,99
0,48
1,09
0,92
2,35
2,49
0,59
0,01
1,13
2,66
0,00
0,46

0,79
0,26
0,80
0,56
1,07
0,50
1,41
0,17
2,05
1,55
0,36
0,01
0,61
1,99
0,00
0,29

0,47
0,59
1,06
1,54
1,49
0,74
0,22
0,14
0,91
1,26
0,31
0,01
0,74
0,90
0,00
0,07

0,68
0,58
2,07
0,72
1,05
0,32
1,20
0,05
0,64
0,89
0,05
0,01
0,60
0,49
0,00
0,18

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,08
0,00
0,00
0,00
0,00
0,03
0,00
0,00

[036] Tabela 3. Avaliagdo de interagao entre o composto 9 e antifungicos comerciais.

Composto 9 + anfotericina B

M |Ccomposto 9
M |Canfotericina B
M |Ccomposto 9
combinada

M |Canfotericina B
combinada
Flccomposto 9

FICanfotericina B
FIC

Efeito

PbO1

3,77

0,81

1,86

0,20

0,51

0,24

0,75

aditivo

Pb03
7,39
0,40
3,77

0,10

0,51
0,24
0,75

aditivo

Pb18
7,39
0,81
3,77

0,20

0,51

0,24
0,75

aditivo

EPM83

7,39

0,40

3,77

0,20

0,51

0,24

0,75

aditivo
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Composto 9 + co-trimoxazol

PbO1 Pb03 Pb18 EPM83
MICeomposto 9 3,77 7,39 7,39 7,39
MICeo-trimoxazol 9540 19090 9540 9540
MICecompost 9 3,77 3,77 3,77 3,77
combinada
M Ceo-trimoxazol 298,12 1192,5 596,25 596,25
FICcomposto 9 1,00 0,51 0,51 0,51
FICco-trimoxazol 0,03 0,06 0,06 0,06
FIC 1,03 0,57 0,57 0,57
Efeito indiferente aditivo aditivo aditivo

Composto 9 + itraconazol

PbO1 Pb03 Pb18 EPM83
MICecompostos 3,77 7,39 7,39 7,39
MICitraconazol 0,006 0,006 0,01 0,01
MICeomposto 9 3,77 7,39 7,39 7,39
combinado
MICitraconazol 0,006 0,006 0,01 0,01
combinado
FICcomposto 9 1 1 1 1
FICitraconazol 1 1 1 1
FIC 2 2 2 2
Efeito indiferente indiferente indiferente indiferente
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[037] Tabela 4. Nomes IUPAC e estrutura dos derivados chalconas.

Composto SMILES Nome IUPAC
1 [O-][N+](=0)C1=CC=C(01)\C=C\C(=0)C1=CC=C(Br)C=C1 (2E)-1-(4-bromophenyl)-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one
2 [O-][N+](=0)C1=CC=C(01)\C=C\C(=0)C1=CC=C(C=C1)N1CCOCC1 (2E)-1-[4-(morpholin-4-yl)phenyl]-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one
3 [O-][N+](=0)C1=CC=C(01)\C=C\C(=0)C1=CC=C(C=C1)N1CCCCC1 (2E)-3-(5-nitrofuran-2-yl)-1-[4-(piperidin-1-yl)phenyl]prop-2-en-1-one
4 [O-][N+](=0)C1=CC=C(01)\C=C\C(=0)C1=CC=C(C=C1)N1C=CN=C1 (2E)-1-[4-(1H-imidazol-1-yl)phenyl]-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one
5 CC(C)(C)C1=CC=C(C=C1)C(=0)\C=C\C1=CC=C(01)[N+]([O-])=0 (2E)-1-(4-tert-butylphenyl)-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one
6 [O-][N+](=0)C1=CC=C(01)\C=C\C(=0)C1=CC=C(C=C1)ciccccc1 (2E)-1-(4-cyclohexylphenyl)-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one
7 [O-][N+](=0)C1=CC=C(01)\C=C\C(=0)C1=CC=C(C=C1)N1CCNCC1 (2E)-3-(5-nitrofuran-2-yl)-1-[4-(piperazin-1-yl)phenyl]prop-2-en-1-one
8 [O-][N+](=0)C1=CC=C(01)\C=C\C(=0)C1=CC=C(C=C1)C1=CC=CC=C1 (2E)-1-{[1,1'-biphenyl]-4-yl}-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one
9 CC1=C(C=CC=C1)C(=0)\C=C\C1=CC=C(01)[N+]([O-])=0 (2E)-1-(2-methylphenyl)-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one
10 CCCCC1=CC=C(C=C1)C(=0)\C=C\C1=CC=C(01)[N+]([O-])=0 (2E)-1-(4-butylphenyl)-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one
11 [O-][N+](=0)C1=CC=C(01)\C=C\C(=0)C1=CC=C(l)C=C1 (2E)-1-(4-iodophenyl)-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one
12 CC1=CC=CC(=C1)C(=0)\C=C\C1=CC=C(01)[N+]([O-])=0 (2E)-1-(3-methylphenyl)-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one
13 [O-][N+](=0)C1=CC=C(01)\C=C\C(=0)C1=CC=C(C=C1)N1CCCC1 (2E)-3-(5-nitrofuran-2-yl)-1-[4-(pyrrolidin-1-yl)phenyl]prop-2-en-1-one
14 [O-][N+](=0)C1=CC=C(01)\C=C\C(=0)C1=CC(Br)=CC=C1 (2E)-1-(3-bromophenyl)-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one
15 CSC1=CC=C(C=C1)C(=0)\C=C\C1=CC=C(01)[N+]([O-])=0 (2E)-1-[4-(methylsulfanyl)phenyl]-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one
16 [O-][N+](=0)C1=CC=C(S1)\C=C\C(=0)C1=CC=C(C=C1)N1C=CN=C1 (2E)-1-[4-(1H-imidazol-1-yl)phenyl]-3-(5-nitrothiophen-2-yl)prop-2-en-1-one
17 CC(C)(C)C1=CC=C(C=C1)C(=0)\C=C\C1=CC=C(S1)[N+]([O-])=0 (2E)-1-(4-tert-butylphenyl)-3-(5-nitrothiophen-2-yl)prop-2-en-1-one
18 CCCCC1=CC=C(C=C1)C(=0)\C=C\C1=CC=C(S1)[N+]([O-])=0 (2E)-1-(4-butylphenyl)-3-(5-nitrothiophen-2-yl)prop-2-en-1-one
19 [O-][N+](=0)C1=CC=C(S1)\C=C\C(=0)C1=CC=C(C=C1)C1ccccc1 (2E)-1-(4-cyclohexylphenyl)-3-(5-nitrothiophen-2-yl)prop-2-en-1-one
20 [O-][N+](=0)C1=CC=C(S1)\C=C\C(=0)C1=CC=C(C=C1)N1CCOCC1 (2E)-1-[4-(morpholin-4-yl)phenyl]-3-(5-nitrothiophen-2-yl)prop-2-en-1-one
21 CSC1=CC=C(C=C1)C(=0)\C=C\C1=CC=C(S1)[N+]([O-])=0 (2E)-1-[4-(methylsulfanyl)phenyl]-3-(5-nitrothiophen-2-yl)prop-2-en-1-one
22 CC1=CC=C(C=C1)C(=0)\C=C\C1=CC=C(S1)[N+]([O-])=0 (2E)-1-(4-methylphenyl)-3-(5-nitrothiophen-2-yl)prop-2-en-1-one
23 CIC1=CC=C(S1)\C=C\C(=0)C1=CC=C(C=C1)N1C=CN=C1 (2E)-3-(5-chlorothiophen-2-yl)-1-[4-(1H-imidazol-1-yl)phenyl]prop-2-en-1-one
24 [O-][N+](=0)C1=CC=CC(\C=C\C(=0)C2=CC=C(C=C2)N2CCCCC2)=C1 (2E)-3-(3-nitrophenyl)-1-[4-(piperidin-1-yl)phenyl]prop-2-en-1-one
25 CN(C)C1=CC=C(\C=C\C(=0)C2=CC=C(C=C2)C2=CC=CC=C2)C=C1 (2E)-1-{[1,1'-biphenyl]-4-yl}-3-[4-(dimethylamino)phenyl]prop-2-en-1-one
26 COC1=CC=C(\C=C\C(=0)C2=CC=C(C=C2)C2=CC=CC=C2)C=C1 (2E)-1-{[1,1'-biphenyl]-4-yl}-3-(4-methoxyphenyl)prop-2-en-1-one
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27
28
29
30
31

CSC1=CC=C(C=C1)C(=0)\C=C\C1=CC=CO1
COC1=CC=C(\C=C\C(=0)C2=CC()=CC=C2)C=C1
0=C(\C=C\C1=CC=C01)C1=CC=C(C=C1)N1CCCCC1
COC1=CC=C(\C=C\C(=0)C2=CC(Br)=CC=C2)C=C1
[0-]IN+](=0)C1=CC=C(\C=C\C(=0)C2=CC=C(C=C2)N2CCCCC2)C=C1

(2E)-3-(furan-2-yl)-1-[4-(methylsulfanyl)phenyl]prop-2-en-1-one
(2E)-1-(3-iodophenyl)-3-(4-methoxyphenyl)prop-2-en-1-one
(2E)-3-(furan-2-yl)-1-[4-(piperidin-1-yl)phenyl]prop-2-en-1-one
(2E)-1-(3-bromophenyl)-3-(4-methoxyphenyl)prop-2-en-1-one
(2E)-3-(4-nitrophenyl)-1-[4-(piperidin-1-yl)phenyl]prop-2-en-1-one
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REIVINDICACOES

1. Utilizacdo dos compostos aril e heteroaril chalconas como inibidor do
crescimento de Paracoccidioides spp. no tratamento da paracoccidioidomicose,
caracterizada por serem candidatos a prototipo de antifingico com base na sua
capacidade inibitéria das células de Paracoccidioides spp., otimos indices de
seletividade, nenhum potencial hemolitico e efeito aditivo com antifingicos utilizados
no tratamento da Paracoccidioidomicose (PCM) como descrito na Tabela 1 e Tabela 2
e devido ser uma estrutura dissimilar aos antifungicos comerciais utilizados no

tratamento da PCM como mostrado na Figura 1.

2. Utiliza¢do de antifingico em terapia antifingica combinatoria tratamento da
paracoccidioidomicose, caracterizada pelo efeito aditivo com antifungicos utilizados

no tratamento da Paracoccidioidomicose como descrito na Tabela 3.
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Desenhos

Figure 1

(2E)-1-(2-methylphenyl)-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one

Antifingicos % m
Miltefozing ° '
H

Tioridazina

Anfotericing B o

nraconazol

Compostos ativos

Compostos inativos
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RESUMO

Utilizacdo dos compostos aril e heteroaril chalconas como inibidor do crescimento
de Paracoccidioides spp. no tratamento da paracoccidioidomicose,

Refere-se a descoberta de novos compostos com potencial candidato a protétipo de
farmaco, uma vez que desenvolvemos modelos baseados em formas preditivas para
previsdao de novos compostos anti-PCM. Os modelos baseados em formas foram
aplicados para triagem virtual do banco de dados Specs Natural Products e LabMol e
permitiram a selecdo de 31 novos potenciais inibidores de Paracoccidoides spp.. Os
compostos apresentam alta capacidade inibitoria do crescimento de Paracoccidioides
spp., indice de seletividade atraente, sem efeito hemolitico. Além disso, o composto 9,
nome [IUPAC ((2E)-1-(2-methylphenyl)-3-(5-nitrofuran-2-yl)prop-2-en-1-one) mostrou
efeito aditivo com anfotericina B e Co-trimoxazol. Além disso, o composto 9 ¢ uma nova
estrutura quimica que ¢ estruturalmente diferente de farmacos anti-PCM padrdo ou
inibidores conhecidos de Paracoccidoides spp. e, portanto, pode ser considerado como
novo composto de sucesso para maior otimizagdo quimica. Essa nova descoberta, aliada
ao fato das aril e heteroaril chalconas serem compostos com caracteristicas importantes
para um prototipo de farmaco, com baixissima citotoxidade, visa a constru¢do de
antifiingicos mais especificos e consequentemente mais efetivos e com menores efeitos

colaterais aos pacientes.

1/1

Peticao 870190051104, de 31/05/2019, pag. 8/33



	Folha de Rosto
	Relatório Descritivo
	Reivindicações
	Desenhos
	Resumo

