UFAL

INSTITUTO DE QUIMICA E BIOTECNOLOGIA

“ PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
asiinadl EM QUIMICA E BIOTECNOLOGIA

SINTESE E AVALIACAO BIOLOGICA DE COMPOSTOS DUAIS FRENTE AS
ENZIMAS NS2B-NS3 DOS VIRUS DENGUE E ZIKA E NSP2 DO VIRUS
CHIKUNGUNYA

(Volume 1)

Universidade Federal de Alagoas

Campus A. C. Simoes
Tabuleiro do Martins
57072-970 - Maceio-AL




EDEILDO FERREIRA DA SILVA JUNIOR

SINTESE E AVALIACAO BIOLOGICA DE COMPOSTOS DUAIS FRENTE AS
ENZIMAS NS2B-NS3 DOS VIRUS DENGUE E ZIKA E NSP2 DO VIRUS
CHIKUNGUNYA

Tese de Doutorado apresentada ao Programa
de  Pds-Graduacdo em  Quimica e
Biotecnologia, do Instituto de Quimica e
Biotecnologia, da Universidade Federal de
Alagoas, como requisito parcial para obtencao

da Aprovacao em exame de Defesa de Tese.
Orientador: Prof. Dr. Jodo Xavier de Araujo

Junior

Coorientador: Profé. Dr2 Tanja Schirmeister

(Volume 1)

Macei6 - AL
2019



Catalogacao na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central
Bibliotecéario: Marcelino de Carvalho

S586s  Silva Junior, Edeildo Ferreirada.

Sintese e avaliagdo biol6gicade compostos duais frente as enzimas NS2B-NS3
dos virus Dengue e Zika e nsP2 do virus Chikungunya / Edeildo Ferreirada Silva
Junior.—2019.

235f.:il.color.

Orientador: Jodo Xavier de Aradjo Janior.

Co-orientadora: Tanja Schirmeister.

Tese (Doutorado em ciéncias) — Universidade Federal de Alagoas. Instituto de
Quimica e Biotecnologia. Macei6, 2019.

Bibliografia: f. 203-229.
Apéndices: f. 230-235.

1. Dengue. 2. Zika virus. 3. Virus Chikungunya. 4. Compostos bioativos. 5.
Inibidores de proteases. 6. Terapia assistida por computador. I. Titulo.

CDU:66.097.8




FOLHA DE APROVACAO

EDEILDO FERREIRA DA SILVA JUNIOR

Sintese e avaliagdo bioldgica de compostos duais frente as enzimas NS2B-NS3 dos virus

Dengue e Zika e nsP2 do virus Chikungunya

Tese submetida ao corpo docente do
Programa de Pds-Graduacdo em Quimica e
Biotecnologia (PPGQB) da Universidade
Federal de Alagoas e aprovada em 03 / 04
/20109.

fa i)

(Prof. Dr. Jodo Xavier cje Aradjo Janior — UFAL)  (Orientador)

Banca Examinadora

Q)

(Profe, Dré. Martine Schmitt — Unlver5|dade { e Estrasburgo - Francga) (Examinador
Externo)

'ftg’éwﬁdém IZMIJ; A Eow.ﬁﬁo

(Prof. Dr. Johnnatan Duartg de Freitas — Instituto Federal de Alagoas - Maceid¢) (Examinador
Externo)

VSN

=

(Prof. Dr. Josué Carinhanha Caldas Santos — UFAL) (Examinador Interno)

?‘W

(Prof. Dr. Mario Robermhetf{/ — UFAL) (Examinador Interno)




AGRADECIMENTOS

A minha familia, Edeildo Ferreirada Silva e Roseana Siqueira Pinheiro Ferreira, por todo apoio
incondicional dado a mim durante todas as etapas da minha vida. Ao meu irmdo, Renan Ferreira
Pinheiro, por toda parceria durante os momentos de dificuldades encontrados durante a
execucdo deste trabalho.

A minha amada esposa, Valéria Branddo Pereira, por todo apoio incondicional dado a mim
durante meu crescimento académico e pessoal. Agradeco-a por ser tudo o que precisei durante
momentos dificeis e felizes que foram vividos por mim (nds). Por fim, tenho certeza que a

permanéncia delaao meu lado tornou minha caminhada até aqui mais produtiva e afortunada.

Ao meu grande amigo, Prof. Dr. Genildo Cavalcante (Instituto Federal do Acre - IFAC), por
toda parceria durante muitos momentos dificeis e outros felizes. Ademais, agradeco-0 por ser
um individuo idéneo, honesto, batalhador e gentil, assim representando um grande exemplo de

vida e profissional para mim.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Jodo Xavier de Araudjo Junior (ESEFAR-UFAL), por todas as
sugestdes e orientacdes dadas a mim durante a execucdo deste e outros trabalhos. Além disso,
agradeco-o por acreditar em meu potencial e por me permitir fazer parte do Laboratério de
Quimica Medicinal (LQM), desde meu periodo de iniciacdo cientifica até o doutorado,

passando-me muitos conhecimentos e ligoes.

Ao Prof. Dr. Thiago Mendonga de Aquino (IQB-UFAL) por todo apoio e orientacdes quanto a
execucdo de diversos trabalhos durante meu periodo de mestrado (como coorientador) e
doutorado (como colaborador). Ademais, agrade¢o-o por me passar muitos conhecimentos e

por me ensinar a ter uma conduta ética e respeitosa na area académica.

Ao Prof. Dr. Julio Cosme Santos da Silva (IQB-UFAL) por toda atencéo e auxilio na elaboracéao
de propostas de projetos de pesquisa na area de quimica inorganica e computacional. Ainda,

agradeco-o por me mostrar como ser um professor comprometido e exemplar.

Ao grupo do LQM, Paulo Fernando, Igor Nascimento, Erica Erlanny, Kadja Chagas, Marcone

Alcantara, Nathan Melo, Rafaelle Fontes (ex-integrante), Giovanni Leoncini, Nathallia Campos



(ex-integrante), Ednaldo Gomes, Edjan Silva (dindmica), por tornar o ambiente tdo harmonioso

e favorecer a execucéo dos trabalhos.

Ao Prof. Dr. Christian Klein (Bayer & Universidade de Heidelberg — Alemanha) por me indicar
como potencial pesquisador paraa Universidade de Mainz, permitindo-me realizar meu periodo
de doutorado sanduiche na Alemanha.

A minha co-orientadora, Profe. Dr2 Tanja Schirmeister (Universidade Johannes Gutenberg de
Mainz — Alemanha), por me aceitar como estudante de doutorado em seu grupo de pesquisa.
Ainda, agradeco-a por toda a disponibilidade e profissionalismo durante as discussdes
cientificas, orientacOes, apresentagdes e questionamentos. Por fim, agradeco-a por tornar claro

o papel do professor enquanto orientador, bem como, o respeito que é devido a este profissional.

Ao MSc. Fabian Barthels (Universidade Johannes Gutenberg de Mainz — Alemanha) por me
auxiliar durante a elaboracdo de metodologias sintéticas, bem como, na realizacdo dos ensaios
bioldgicos frente a protease NS2B-NS3 dos virus Dengue e Zika. Ainda, agrade¢o-o por tornar

0 ambiente de trabalho harmdnico e produtivo.

Ao MSc. Marvin Schwickert (Universidade Johannes Gutenberg de Mainz — Alemanha) por
me ensinar variastecnicas de manuseio de aparatos laboratoriais. Ainda, agrade¢o-o por tornar

0 ambiente de trabalho harmdnico e produtivo.

Ao MSc. Kevin Schwickert (Universidade Johannes Gutenberg de Mainz — Alemanha) por
realizar todos experimentos relacionados as técnicas de cromatografia liquida de alta-eficiéncia

(CLAE) e espectrometria de massas (EM).

Ao Dr. Sascha Jung (Universidade Johannes Gutenberg de Mainz — Alemanha) por me auxiliar
durante o inicio das minhas atividades no grupo de pesquisa coordenado pela Profd. Dr2
Schirmeister. Além disso, agradeco-o por todos os conhecimentos passados a mim e pela

amizade resultante do trabalho em parceria.

A técnica Sabine Mahrlein (Universidade Johannes Gutenberg de Mainz — Alemanha) por

executar os experimentos de inibi¢do competitiva.



A CAPES, CNPq e FAPEAL por fornecer apoio financeiro a mim em todos os estagios

académicos pelos quais passei, desde minha iniciacdo cientifica até o doutorado (sanduiche).



"Ich denke niemals an die Zukunft,
sie kommt frih genug"
— Albert Einstein—



RESUMO

Os virus Dengue (DENV) e Zika (ZIKV) séo flavivirus pertencentes a familia Flaviviridae, que
sdo transmitidos pela picada do vetor infectado, nesse caso, mosquitos do género Aedes spp. A
replicacdo viral de ambos é fungdo da proteina ndo-estrutural 3 (NS3P™), que atua em associagdo
a NS2B, aumentando a eficiéncia da atividade enzimatica. Assim, tal complexo proteico
representa um alvo atrativo para o planejamento de novos farmacos antivirais. O virus
Chikungunya (CHIKV) ¢é considerado como um patdgeno do Velho Mundo, pertencente a
familia Togaviridae. Este é uma arbovirose do género Alphavirus que também ¢é transmitido
igualmente por mosquitos Aedes spp. Neste, a proteina ndo-estrutural 2 (nsP2) esta relacionada
a clivagem de poliproteinas ndo-estruturais, fundamentais ao processo de replicacdo do
CHIKV. Diante disto, a presente tese de doutorado buscou desenvolver quatro séries de
compostos bioativos, planejados de modo racional por meio da aplicacdo de técnicas
computacionais. No total, 82 benzotiazbis acoplados a diferentes acidos foram sintetizados e
avaliados frente & NS2B-NS3. Dentre estes, sete compostos apresentaram atividade
significativa, sendo o (E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(6-metoxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida
(75) detentor da melhor atividade, com valores de ICsy de 7,6 € 11 uM frente as proteases do
ZIKV e DENV, respectivamente. Ainda, foi verificado que os derivados ativos exercem
atividade por mecanismo ndo competitivo. Todos os resultados obtidos foram utilizados para a
construcdo da relagédo estrutura-atividade de cada série de analogos, bem como, utilizados
durante a discusséo dos resultados de docking molecular. Em paralelo, um novo protocolo
virtual para aplicagdo no estudo de compostos anti-CHIKV foi desenvolvido com resultados
significantes, com valores de r? de 0,7 (ChemScore) e 0,84 (GoldScore). Por fim, observou-se
que os derivados sintetizados ndo podem atuar por mecanismo tipo-aceptor de Michael e que
estes possuem caracteristicas quimicas mais promissoras do que 0s compostos encontrados na

literatura.

Palavras-chave: Dengue. Zika. Chikungunya. NS2B-NS3. nsP2. Sintese. Benzotiazol.

Protocolo virtual. Nao covalente.



ABSTRACT

Dengue (DENV) and Zika (ZIKV) viruses are flaviviruses that belong to the Flaviviridae
family, which are transmitted by the bite of the infected vector, in this case, mosquitoes from
the Aedes spp. genus. Viral replication of both isa function of non-structural protein 3 (NS3P™),
which acts in association with NS2B, increasing the efficiency of the enzymatic activity. Thus,
this protein complex represents an attractive target for the design of novel antiviral drugs.
Chikungunya virus (CHIKV) is considered to be an Old World pathogen belonging to the
Togaviridae family. This is an arbovirus from the Alphavirus genus that is also transmitted by
Aedes spp. In this, non-structural protein 2 (nsP2) is related to the cleavage of non-structural
polyproteins, fundamental to the CHIKV replication process. In sense, this thesis aimed to
develop four series of bioactive compounds, rationally designed using computational
techniques. In total, 82 benzothiazoles coupled to different acids were synthesized and
evaluated toward NS2B-NS3 protease. Among these, 7 compounds showed significant activity,
and the (E)-3-(4-(tert-butyl)phenyl)-N-(6-methoxybenzo[d]thiazol-2-yl)acrylamide  (75)
exhibited the best activity, with ICsp values of 7.6 and 11 uM upon ZIKV and DENV proteases,
respectively. Also, it was verified that the active derivatives exert activity by a non-competitive
mechanism. All results were used to construct the structure-activity relationship of each series
of analogs, as well as, used during the discussion of molecular docking results. In parallel, a
new virtual protocol for application in the study of anti-CHIKV compounds was developed
with satisfactory results, with r? values of 0.7 (ChemScore) and 0.84 (GoldScore). Finally, it
has been observed that the synthesized derivatives cannot act as Michael acceptor-type
mechanism and that these have more promising chemical characteristics than the compounds

found inthe literature.

Keywords: Dengue. Zika. Chikungunya. NS2B-NS3. nsP2. Synthesis. Benzothiazole. Virtual

protocol. Non-covalent.
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1 INTRODUCAO

Em paralelo a evolucdo da espécie humana, algumas doencas também evoluiram,
conduzindo ao surgimento de novas doencas infecciosas (MURUGAN; SATHISHKUMAR,
2016). Estas, ttm aumentando significantemente, em nimero de casos e expansdo geogréafica
da area acometida. Neste sentido, as doencgas zoonéticas transmitidas por mosquitos, tais como
Dengue, Zika e Chikungunya, tém avancado bastante no cenario mundial (BARTHELS, 2018;
GOVINDARAJAN; BENELLI, 2016; MARTINEZ; GARZA; CUELLAR-BARBOZA, 2019;
MILLIES etal., 2018).

Os flavivirus sdo, principalmente, transmitidos por mosquitos do género Aedes spp.
(BYLER; OGUNGBE; SETZER, 2016; WENG et al., 2017). Estes pertencem a familia
Flaviviridae, que esta relacionada a patdgenos de interesse médico, incluindo os virus Dengue
(DENV) e Zika (ZIKV) (SILVA-JUNIOR; SCHIRMEISTER; ARAUJO-JUNIOR, 2018).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2017) 3,9 bilhdes de habitantes
estdo vivendo em areas de risco de infeccdo por DENV, sendo a maioria destes casos oriundos
de paises das Américas Central e do Sul.

Com relacdo ao ZIKV, este atingiu niveis globais na ultima década (MUSSO;
GUBLER, 2016). Diferentemente de outros arbovirus, o ZIKV pode ser transmitido de pessoa
para pessoa, por meio de fluidos corporais sexuais ou ndo (CASALE etal., 2018; CHHABRA
etal., 2008).

Em 2015, as taxas de incidéncia de microcefalia e natimortos no Brasil aumentaram 200
vezes, em relagdo aos anos anteriores (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015). No ano
seguinte, 1,3 milhdes de pessoas apresentaram sintomas de infeccdo por ZIKV (MLAKAR et
al., 2016; SESA, 2016). Entretanto, acredita-se que o nimero de casos nao reportados de
individuos infectados por ZIKV seja muito superior aos dados divulgados na época (CHAN et
al., 2016).

No ZIKV e DENV, a replicacéo viral depende da proteina ndo-estrutural 3 (NS3P™), que
age em associagdoa NS2B, aumentando a eficiéncia da atividade enzimatica (DE LA CRUZ et
al., 2011; LUO; VASUDEVAN; LESCAR, 2015). Dessa forma, este complexo proteico
representa um alvo atrativo para o planejamento de farmacos antivirais (SILVA-JUNIOR;
SCHIRMEISTER; ARAUJO-JUNIOR, 2018), que irdo promover a interrupcdo da atividade
desta protease, conduzindo a morte viral (CHAPPELL et al., 2008).

Em contraste, 0s Alphavirus pertencem a familia Togaviridae (PIETILA;
HELLSTROM; AHOLA, 2017), cujo género inclui cerca de 30 espécies diferentes de virus
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(CARPENTIER; MORRISON, 2018). A maioria dos Alphavirus sdo capazes de acometer 0s
seres humanos e animais, causando algumas doencas infecciosas, como no caso do virus do
Velho Mundo, Chikungunya (CHIKV) (PIETILA; HELLSTROM; AHOLA, 2017).

O CHIKV é uma arbovirose também transmitida por mosquitos do género Aedes spp.
(ABDELNABI et al., 2017; ELEFTHERIADOU et al., 2017; WANG; LIU, 2017), o qual tem
sido registrado em muitos paises das Américas Central e do Sul, levando a estimativa de 11,675
milhGes de casos (AALST et al., 2017; AMRAOUI; FAILLOUX, 2016; HWANG; JIANG;
FIKRIG, 2019; SILVA-JUNIOR et al., 2017b). Atualmente, o CHIKV é raramente fatal, no
entanto, 87 a 95% dos pacientes sofrem com artralgia debilitante severa por meses ou anos
(LEE; HALVERSON; EZINWA, 2018).

A proteina ndo-estrutural 2 (nsP2) é uma cisteino protease abundantemente encontrada
no CHIKV, possuindo atividade relacionada a clivagem de poliproteinas nao-estruturais,
fundamentais para o processo de replicacdo do CHIKV (PIETILA; HELLSTROM; AHOLA,
2017; SILVA-JUNIOR et al., 2017b; SINGH et al., 2018), semelhante & acdo da NS2B-NS3
nos flavivirus.

Apesar dos numerosos esforcos direcionados a busca por um antiviral eficaz e seletivo,
atualmente ndo existe um farmaco aprovado para o tratamento focal do DENV, ZIKV e
CHIKV. Basicamente, a terapia farmacoldgica atual inclui apenas medicamentos com
finalidade de tratar os sintomas. Diante disto, o desenvolvimento de pesquisas voltadas para o
planejamento racional, sintese e desenvolvimento de novas substancias bioativas faz-se
extremamente importante, principalmente considerando que o Brasil é um pais endémico.
Assim, a presente tese de doutorado buscou desenvolver novas 4 (quatro) séries de bioativos,
planejados de modo racional por meio da aplicacdo de técnicas computacionais. Em seguida,
estas foram avaliadas em ensaios bioldgicos e os resultados obtidos utilizados para construcdo
de um modelo relacionado a relacdo estrutura-atividade de cada série de analogos, bem como,
utilizados durante a discussao dos resultados de docking molecular. Por fim, um novo protocolo
virtual para aplicacdo no desenvolvimento de compostos anti-CHIKV foi desenvolvido e

discutido em detalhes.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Durante a evolucdo da espécie humana, as doencas infecciosas também evoluiram em
paralelo. O surgimento de novas doencas e 0 reaparecimento de outras, tidas como erradicadas,
representam um grande desafio para a humanidade, para o qual a mesma ndo esta preparada
(MURUGAN; SATHISHKUMAR, 2016). As doengas infecciosas emergentes tém aumentando
rapida e significantemente, em termos de nimero de casos e area geografica acometida. Dentre
estas, as doencas zoondticas sdo responsaveis por bilhdes de casos de adoecimento humano e
milhdes de mortes todos os anos, constituindo um problema de salde publica distribuido
mundialmente (MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017; WHO, 2019).

Mudangas climéaticas e viajantes intercontinentais sdo considerados como os dois
principais fatores que contribuem para a disseminacéo de flavivirus, de seus respectivos habitats
naturais nas florestas tropicais aos grandes centros urbanos (HILL et al., 2018).

Mosquitos sdo vetores de patdgenos e parasitos de varias doencas, tais como Dengue,
Zika, Chikungunya e filariose linfatica (BARTHELS, 2018; GOVINDARAJAN; BENELLI,
2016; MARTINEZ; GARZA; CUELLAR-BARBOZA, 2019; MILLIES et al., 2018). Assim, 0
controle desses vetores € de importancia global, especialmente em paises localizados em areas
tropicas e subtropicais (GOVINDARAJAN; BENELLI, 2016). No entanto, o uso de inseticidas
para eliminar os vetores tém conduzido ao desenvolvimento de insetos com maior resisténcia a
estes, dificultando o controle dos mesmos (GOVINDARAJAN; BENELLI, 2016).

Em geral, virus zoonoticos sao transmitidos aos humanos através de insetos
hemat6fagos, tais como mosquitos, moscas, carrapatos e pulgas. Tais virus sdo conhecidos
como virus transmitidos por artropodes ou, simplesmente, arboviroses (MAYER; TESH;
VASILAKIS, 2017). Os flavivirus sdo principalmente transmitidos por mosquitos fémeas das
espécies Aedes aegypti, A. albopictus e A. furcifer (BYLER; OGUNGBE; SETZER, 2016;
SCHWARTZ; ALBERT, 2010; WENG et al., 2017). Embora, as espéecies A. africanus, A.
apicoargenteus, A. hensilli, A. luteocephalus, A. vitattus (BYLER; OGUNGBE; SETZER,
2016), bem como o género Culex spp. também possam atuar como vetores (ABDELNABI et
al., 2017; BUSCH; ERICKSON, 2015; YOUNGER, 2016). Na Figura 1 sdo mostrados os dois

principais mosquitos transmissores de flavivirus, bem como seus respectivos géneros.
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Figura 1 - Géneros de mosquitos gque atuam mais comumente como vetores de flavivirus.

_,» Aedes spp. ~ Culex spp

FONTE: SILVA-JUNIOR; SCHIRMEISTER; ARAUJO-JUNIOR, 2018.

2.1 Flavivirus

Os flavivirus pertencem a familia Flaviviridae (composta por 53 espécies diferentes de
virus) que esta relacionada a varios patogenos medicinalmente importantes, incluindo os virus
da febre amarela (YFV), encefalite japonesa (JEV), febre do Nilo Ocidental (WNV), encefalite
do carrapato (TBE) (CHOKSUPMANEE et al., 2012; DENG et al., 2012), hepatite C
(AGUILERA-PESANTES; MENDEZ, 2017; LU et al., 2018) e a peste (LU et al., 2018), bem
como os virus Dengue (DENV) e Zika (ZIKV) (SILVA-JUNIOR; SCHIRMEISTER,;
ARAUJO-JUNIOR, 2018).

Em geral, os virus que possuem a habilidade de transitar entre diferentes espécies e
causar fatalidades sdo de extremo interesse para satude humana. No entanto, a humanidade ndo
esta efetivamente preparada para lida dar com tamanha ameaca emergente (CHAPPELL etal.,
2008).

2.1.1 Os Virus Dengue e Zika

2.1.1.1 Prevaléncia e patologia do virus Dengue

O virus Dengue (DENV) € considerado pelaa enciclopédia de medicina chinesa (escrita
durante a dinastia Jin, de 265-420) como sendo a mais velha doenca viral transmitida por "agua
envenenada" por mosquitos. O termo Dengue deriva da palavra dinga, que em Suaile significa
doenga causada por um espirito mal (TIMIRI; SINHA; JAYAPRAKASH, 2016).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de 2017 (Gltima
atualizacdo), um total de 3,9 bilhdes de pessoas estdo vivendo em areas de risco de infeccéo por
DENV, em 128 paises ao redor do mundo (Figura 2). Destes, mais de 2,5 bilhfes (> 70%) estdo
vivendo em paises subtropicais da Asia-Pacifico. No entanto, a maioria dos casos reportados

sdo oriundos de paises situados nas Américas Central e do Sul.
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Figura 2 — Prevaléncia mundial do virus Dengue.

FONTE: BHATT et al., 2013; COLLINS; METZ, 2017 (adaptado). Em vermelho, regides mais
afetadas; em amarelo, regiGes menos afetadas.

Muitas doencas causadas por infecces flavivirais tendem a ser epidémicas em paises
em desenvolvimento, o que conduz a estimativa de 390 milhdes de novos casos de DENV por
ano, onde 96 milhGes apresentam manifestac6es clinicas (OLLIARO et al., 2018). No entanto,
o0 cenario real permanece ndo totalmente esclarecido, uma vez que muitos individuos infectados
sdo assintomaticos (COLLINS; METZ, 2017).

As infecgdes por DENV sdo predominantemente em decorréncia da injecdo subcutanea
do virus na pele do hospedeiro, atraves da picada do vetor infectado (VASILAKIS et al., 2007).
Como consequéncia, 0s sintomas aparecem tipicamente apds cinco ou oito dias apds o contato
com o virus (SOLOMON; MALLEWA, 2001). A febre do Dengue € definida clinicamente
como um estado febril agudo com duas ou mais manifestacdes sintomatoldgicas, podendo ser
cefaleia, dor retro-abdominal, mialgia, artralgia, rash, hemorragias ou leucopenia (SOLOMON;
MALLEWA, 2001). Neste sentido, a OMS classificaa infec¢cdo por DENV em trés categorias,
sendo estas (i) febre do Dengue, (ii) febre hemorragica e (iii) sindrome do choque do Dengue
(GIBBONS; VAUGHN, 2015). Considerando a estimativa do nimero global de infeccdes por
DENV, cercade 250-500 mil pacientes desenvolvem pelo menos duas das categorias da doenca,
com uma taxa de mortalidade de 1 a 5% (RAWLINSON et al., 2006). Adicionalmente, a
sindrome do choque do Dengue pode ser agravada por problemas vasculares e hemorragias. O
extensivo recrutamento vascular de células e proteinas antivirais ndo-neutralizantes facilitam a
entrada do virus nas células hospedeiras, conduzindo a um aumento da infectividade em células
susceptiveis (ST JOHN et al., 2013). Apesar dos inameros esforcos direcionados a busca por

um antiviral eficaz e seletivo, atualmente ndo existem farmacos aprovados para o tratamento da
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febre do Dengue. Basicamente, a terapia farmacologica atual inclui apenas medicamentos com

finalidade de tratar os sintomas.

2.1.1.2 Prevaléncia e patologia do virus Zika

Embora o virus Zika (ZIKV) tenha sido descoberto hd mais de 70 anos, a doenca atingiu
niveis globais na Gltima década. Assim como 0 DENV, o ZIKV é transmitido por mosquitos do
género Aedes spp. A prevaléncia global do ZIKV ¢é muito semelhante a prevaléncia observada
para 0 DENV (MUSSO; GUBLER, 2016) (rever Figura 2). Em contraste a outros arbovirus, o
ZIKV pode ser transmitido de pessoa para pessoa, através de fluidos corporais sexuais e ndo
sexuais. Em adi¢do, a transmissdo da mae para o filho (Figura 3) € possivel tanto durante o pre-
natal ou perinatal (durante o nascimento), quanto no pos-natal (durante a amamentacdo)
(CASALE et al., 2018; CHHABRA et al., 2008; GERARDIN et al., 2008).

Aedes (subgénero diceromyia)
"
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Figura 3 — Ciclos de transmisséo silvestre e urbano para o virus Zika.
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FONTE: RATHER et al., 2017 (traducéo). Os ciclos de transmissdo urbano (em vermelho) e silvestre

(em verde) sdo representativos para o0 DENV e ZIKV. No entanto, as transmissées por transfusédo de

sangue (materno-fetal) e sexual referem-se ao ZIKV (em azul).
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A primeira grande epidemia por ZIKV ocorreu em 2007 na llha de Yap, Micronésia,
onde foi estimado que 75% da populacdo local havia sido infectada. Desde entdo, varias
epidemias foram relatadas em regiGes tropicais e subtropicais em todo o mundo (CAMPQOS;
BANDEIRA; SARDI, 2015). Anos mais tarde, 0 aumento dramatico das infec¢bes por ZIKV
na América do Sul conduziu a um estado de emergéncia no Brasil (CAMPOS; BANDEIRA,;
SARDI, 2015). No fim de 2016, um total de 1,3 milhdes individuos apresentavam sintomas que
sugeriam infeccdo por ZIKV no pais (CHAN et al., 2016). No mesmo ano, 40 mil novos casos
de Zika foram reportados nos Estados Unidos da América, onde estes estavam relacionados ao
retorno de viajantes que estiveram em regides consideradas endémicas (MITTAL et al., 2017).
Acredita-se que o nimero de casos ndo reportados de individuos infectados por ZIKV seja
muito superior aos dados previamente divulgados, devido aos sintomas mais brandos
observados em alguns pacientes que, por muitas vezes, sdo assintomaticos (CHAN etal., 2016).

Apo6s um periodo de incubacdo de 3 a 12 dias, a infeccao por ZIKV apresenta sintomas
similares aos da febre do Dengue, incluindo mialgia, artralgia, cefaleia e rash cutaneo.
Adicionalmente, o ZIKV é suspeito de desencadear varias doengas neurolégicas, tais como a
sindrome de Guillain-Barré, uma doenca autoimune que resulta na destruicdo das bainhas de
mielina dos axdnios dos nervos periféricos (WHO, 2018). Tais danos neuroldgicos estdo
relacionadas ao ZIKV devido os flavivirus terem como objetivo principal a entrada no sistema
nervoso central (SNC) (SELVEY; SPEERS; SMITH, 2016). O aumento da incidéncia de
ocorréncias neuropatoldgicas por ZIKV esta relacionado a uma Unica mutagcdo na poliproteina
flaviviral prM S139N (YUAN etal., 2017).

Em 2015, as taxas de incidéncia de microcefalia e natimortos no Brasil aumentaram em
cerca de 200 vezes, em relacdo aos dados anteriores do ZIKV no pais. Os neonatos infectados
apresentaram uma significante reducdo na circunferéncia dos seus cranios (< 34 cm), em
comparacgdo ao diametro de cranios saudaveis (Figura 4). A doenca esta associada com uma
variedade de outros sintomas, tais como retardo cognitivo e mental, bem como episodios
epilépticos (MLAKAR et al., 2016; SESA, 2016). Por fim, assim como no caso do DENV, o
ZIKV também permanece sem alternativas farmacoterapéuticas viaveis em combater
seletivamente o virus (MITTAL etal., 2017).
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Figura 4 — Microcefalia em neonatos com infec¢éo por Zika congenitamente contraida.

Tipico tamanho da cabeca Tipico tamanho da cabeca

Bebé com circunferéncia de cranio Bebé com microcefalia (~32 cm) Bebé com severa microcefalia (~30 cm)
saudavel (~34 cm)

FONTE: https://www.cdc.gov/pregnancy/zika/testing-follow-up/zika-syndrome-birth-defects.htm|
(traducdo).

2.1.2 Ciclo de infeccdo dos virus Dengue e Zika

Os membros do género desta familia possuem uma alta similaridade entre seus ciclos
de vida/infeccdo. A infeccdo com flavivirus inicia-se quando o inseto vetor infectado se
alimenta do sangue do hospedeiro, injetando o virus no mesmo. As particulas virais infectam
as células susceptiveis (predominantemente, mondcitos e células dendriticas) ou ativam células
imunes, tais como os mastdcitos. O tropismo celular dos flavivirus determinam a patologia em
diversos casos, bem como, a transmisséo de humano para humano (CLYDE; KYLE; HARRIS,
2006). O ciclo de infeccéo flaviviral tipico esta ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 — Viséo geral do ciclo de infeccéo dos flavivirus em nivel celular.
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Normalmente, os flavivirus sdo reconhecidos por receptores do tipo lectina-C, tais como
DC-SIGN (do inglés, Dendritic Cell-Specific ICAM-Grabbing Non-integrin) e L-SIGN (do
inglés, Liver/lymphnode-Specific Intracellular adhesion molecules-3 Grabbing Non-integrin).
Adicionalmente, receptores fosfatidilserina (imunoglobulina de célula-T e mucina) e tirosina
quinase (Tyro3, MertK e AXL) também desenvolvem funcdo similar (PERERA-LECOIN et
al., 2013). Em geral, os receptores DC-SIGN s&o expressos nas células dendriticas, enquanto
0s L-SIGN sdo encontrados nas células endoteliais (GEIJTENBEEK et al., 2000; JAMESON
et al., 2002; POHLMANN et al., 2001; SOILLEUX et al., 2002). Por fim, tais receptores
interagem com o glicoproteina-E flaviviral, durante a entrada do virus na célula hospedeira
(FEINBERG et al., 2001).

Basicamente, diversos receptores sdo responsaveis por realizar o reconhecimento da
glicoproteina-E flaviviral, como discutido anteriormente. Considerando a Figura 5 acima, a
superficie celular permite a entrada do virus na célula hospedeira, por meio de um mecanismo

de endocitose clatrina-dependente. A fusdo da membrana do envelope viral no interior do
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endossoma, catalisada em meio ligeiramente acido (~ pH 6,0), revela o nucleocapsideo e libera
0 genoma viral no citosol da célula hospedeira (RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT,
2010). Em seguida, a replicacdo do genoma viral ocorre intracelularmente nas membrana do
aparelho de Golgi, mediada pela acdo da RNA-polimerase (MUKHOPADHYAY; KUHN;
ROSSMANN, 2005). O RNA gendmico é traduzido como uma poliproteina Gnica por
ribossomos hospedeiros, a qual é entdo translocada para a membrana do reticulo
endoplasmatico (RE). Subsequentemente, esta poliproteina é clivada em varios componentes,
tais como trés proteinas estruturais (pré-membranar (prM), envelope (E) e capsideo (C)) e sete
proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4, NS4B e NS5) (DE LA CRUZ et al.,
2011; DENG et al., 2012). Os virions imaturos formados no RE sdo transportados e liberados
via secrecdo da células hospedeira. Estes saem dos compartimentos do aparelho de Golgi e séo
maturados pela acdo da protease viral NS2B-NS3, bem como por agdo sinérgica da furino
protease, durante o processo de secre¢do (LINDENBACH; RICE, 2003; SILVA-JUNIOR;
SCHIRMEISTER; ARAUJO-JUNIOR, 2018).

Muitos alvos bioldgicos virais, tais como proteases, polimerases e helicases estdo
localizados préoximos ao complexo de replicagdo viral. Similarmente a outros virus de RNA, os
flavivirus rapidamente podem sofrer mutacdes, devido a sua RNA-polimerase produzir cépias
do genoma viral com um baixo indice de fidelidade. Como resultado, esta alta capacidade de
mutacdo conduz a formacdo de variacdes intragénicas ou quasispecies no interior das células
hospedeiras infectadas, as quais representam a causa primaria de infecgdes virais com altas

taxas de resisténcia a farmacoterapia (MAHY, 2010).

2.1.3 Genética flaviviral

Os flavivirus possuem uma cadeia positiva de RNA genémico, que é replicada no
citoplasma das células hospedeiras. O DENV possui quatro sorotipos intimamente
relacionados: DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4. Todos estes sorotipos tém sido reportados
como agentes causadores da infecgdo por Dengue (FATIMA etal., 2011). Os quatros sorotipos
de DENV possuem similaridades em seus genomas virais (similaridade e identidade de 65 e
45%, respectivamente), os quais sao traduzidos como uma Unica poliproteina. Com relacédo ao
ZIKV, existem duas linhagens conhecidas (Africana e Asiatica), no entanto, seus genomas
virais sdo praticamente idénticos (indice de identidade de 96%). Além disso, 0 ZIKV é

classificado como um unico sorotipo (DOWD et al., 2016). Por fim, todas as poliproteinas
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flavivirais compreendem sete proteinas ndo-estruturais e trés proteinas estruturais, como

abordado anteriormente (Figura 6).

Figura 6 — Componentes estruturais e ndo estruturais da poliproteina flaviviral.
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FONTE: Autor, 2019 (A - traducdo e adaptacdo de Boldescu et al. 2017). (A) poliproteina flaviviral nédo
processada inserida na membrana do reticulo endoplasmatico. Os sitios de processamentos proteoliticos
estdo indicados por "setas". (B) visualizagéo tridimensional do DENV2 (PDB ID: 3J27) com arranjo de
90 dimeros de poliproteinas E na superficie do virion, como determinado por microscopia crio-

eletronica. Figura preparada utilizando-se o software UCSF Chimera® 1.12.

2.1.3.1 Proteinas estruturais dos flavivirus

O DENV possui um diametro de 50 nm e € rodeado por proteinas estruturais: proteinas
do envelope (E), da membrana (M) e do capsideo (C) (HEINZ; STIASNY, 2012). Basicamente,
estas trés proteinas estruturais estdo envolvidas na formacgdo do virion. A proteina do capsideo
(C) é uma proteina altamente basica, com aproximadamente 11 kDa, que encapsula o genoma
viral. A glicoproteina precursora da proteina M (chamada de prM) incorpora um segmento de
20 amino &cidos na regido N-terminal, cujo processo envolve trés histidinas pH-sensiveis. A
proteina M (8 kDa) ¢ um pequeno fragmento proteolitico da proteina precursora M, produzida
apos ser clivada pela furino protease da célula hospedeira (ZYBERT et al., 2008). Por fim, a
funcdo da proteina E (50 kDa) € mediar os processos de ligacdo e fusdo durante a entrada do

virus na célula, e representa o principal antigeno para o sistema imune (SEEMA; JAIN, 2005).
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2.1.3.2 Proteinas ndo-estruturais dos flavivirus

As multiplas funcdes das sete proteinas ndo-estruturais dos flavivirus parecem ndo ter
sido completamente elucidadas, as quais ainda permanecem sendo extensivamente estudadas
(HASAN etal., 2018).

A NS1 é uma glicoproteina que tem sido utilizada em conjunto com a proteina E para a
deteccdo de sorotipos de DENV em infeccdes (XU et al., 2006). A proteina NS2A é uma
proteina hidrofilica (aproximadamente 22 kDa) que desempenha um importante papel na
organizacao estrutural do virus (LEUNG et al., 2008). Em contraste, a proteina NS2B (com 14
kDa) esté associada a proteina de membrana. Esta, forma um complexo com a NS3 e atua como
um cofator na ativacdo da serino protease NS3 (PHOO et al., 2016). Em adic¢&o, a proteina NS3
(70 kDa) é uma proteina multifuncional, cujo desempenha varias fungdes requeridas para o
processamento proteolitico de poliproteinas, bem como da replica¢do do RNA (serino protease,
5'-RNA trifosfatase, trifosfatase nucleosidica (NTPase) e helicase) (SWARBRICK etal.,2017).
A NS4A e NS4B sdo proteinas hidrofébicas (16 e 27 kDa, respectivamente) que estdo
associadas a proteina de membrana e desempenham papel significativo na organizacdo do
complexo de replicacdo do RNA (PREUGSCHAT; STRAUSS, 1991). Por fim, a NS5 é a maior
proteina multifuncional (cercade 103 kDa), cujo exerce atividades de metiltransferase e RNA-
polimerase (ZHOU etal., 2007). Na Figura 7 estio mostradas as representaces
tridimensionais de proteinas ndo-estruturais dos flavivirus disponiveis no RCSB Protein Data
Bank - PDB.
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Figura 7 — Representagdes tridimensionais das proteinas ndo-estruturais dos flavivirus.

NS3/NS4A
FONTE: Autor, 2019. As estruturas tridimensionais da NS1 (PDB ID: 406B); do dominio
transmembranar da NS2A (PDB ID: 2MO0S); do complexo NS2B/NS3 (PDB ID: 5GXJ); do complexo
NS3/NS4A (PDB ID: 4K8B); e da muetiltransferase-NS5 (PDB ID: 2P30). llustragdo elaborada

utilizando-se o software PyMol® v.0.99.

2.1.3.2.1 A protease NS2B/NS3 dos flavivirus

Em geral, a replicacdo viral depende da proteina ndo-estrutural 3 (NS3P™), que somente
¢ completamente ativa quando associada a NS2B, que funciona como um cofator (mais
precisamente, o dominio hidrofébico central), aumentando de 300 para 7600 vezes a eficiéncia
da atividade enzimatica frente aos substratos peptidicos (DE LA CRUZ et al.,2011; FALGOUT
etal., 1991; LUO; VASUDEVAN; LESCAR, 2015; TOMLINSON; WATOWICH, 2008). A
NS3P™ ¢ a segunda maior proteina flaviviral (70 kDa), sendo a NS5 (103 kDa) de maior massa
molecular (LUO; VASUDEVAN; LESCAR, 2015).

Baseando-se nestas informagdes, a NS3P™ representa um alvo atrativo para o
desenvolvimento de farmacos antivirais que atuem por meio da inibi¢do do complexo NS2B-
NS3 (FALGOUT etal., 1991; SILVA-JUNIOR; SCHIRMEISTER; ARAUJO-JUNIOR, 2018).
A interrupcdo da atividade desta protease conduz a morte do virus, por meio da inibicdo da

replicacdo do mesmo (CHAPPELL et al., 2008). A protease cliva a poliproteina viral para
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liberar outras proteinas estruturais e nao-estruturais que sdo essenciais para 0 processo de
replicacdo viral, bem como, organizacdo estrutural de novas particulas virais (chamadas de
virions). O dominio de 40 aminoacidos da NS2B esta ligado a NS3P™® e, a0 mesmo tempo,
ancora 0 complexo NS2B/NS3 a um dos folhetos da membrana do RE, via dominios
transmembranares N- e C-terminais (Figura 8). Além disso, a proteina NS3 também ¢é
responsdvel por outras atividades enzimaticas na porcdo C-terminal (helicase e RNA-
endonuclease), as quais sdo diretamente reguladas por interacdes estéricas com a membrana do
RE (NITSCHE etal., 2014).

Figura 8 — Modelo esquematico para o multicomplexo proteico NS2B/NS3 do DENV.

FONTE: Autor, 2019. Em (A), multicomplexo proteico da NS2B/NS3 conjugado ao folheto
citoplasmatico do RE (PDB ID: 2VBC), evidenciando a helicase (em vermelho), conexdo da NS3 (em
azul), e a NS3 propriamente dita (em cinza). Em (B), maximizacdo do sitio ativo da NS2B/NS3 do
DENV2 (PDB ID: 2M9P). Cores: NS2 "aberta" (vermelho); NS2 “fechada" (roxo); sitio S1 (em
amarelo). A triade catalitica (His51(H), Asp75(D) e Serl35(S)) e o residuo conservado Asn152 estdo
representados cddigo de uma letra e em modelo e bastdo. llustracdo elaborada utilizando-se o software

UCSF Chimera®, v. 1.12.

A NS3P™ é constituida de um dominio serino protease tipo-tripsina (dois barris betas
com seis folhas betas), com 180 aminoacidos de comprimento. Entre ambos os l6bulos dos
barris, uma fenda catalitica é formada, apresentando quatro regides especificamente bem

definidos (rever Figura 8). Em todos os quatro sorotipos do DENV, a NS3P™ completamente
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ativada possui uma forte preferéncia para substratos com uma sequéncia dibasica em P1 e P2,
seguida por uma pequena cadeia de aminodcidos na posicdo P1' e uma preferéncia por
valina/isoleucina na posicdo P2' (LI et al., 1999). Os dominios hidrofébicos do cofator NS2B,
responsaveis por ligar-se a membrana do RE, ndo sdo essenciais para a fungdo proteolitica da
NS3P™© (LI etal., 1999).

A NS3P™ contém uma triade catalitica funcional, composta por His51, Asp75 e Ser135.
Em geral, a clivagem do substrato peptidico se iniciacom um ataque nucleofilico da Ser135 na
carbonila P1 do substrato. Devido o grupo hidroxila da Ser135 ser inerentemente um nucleoéfilo
fraco, este deve ser ativado por acdo da His51 adjacente (Figura 9, I). A estabilizagdo do
complexo no buraco oxoanibnico, via interacdes de hidrogénio, promove a formacdo de um
intermediario tetraédrico (Figura 9, Il). Posteriormente, a decomposicdo deste estado
intermediario resulta na clivagem da porcdo C-terminal, liberando uma amina. A porcdo N-
terminal permanece covalentemente ligada a enzima, via ligacéo éster, que € subsequentemente
hidrolisada por acdo de uma molécula de agua. Nesta etapa, a His51 atua novamente como uma
base para elevar o carater nucleofilico da molécula de agua (Figura 9, Il1). Por fim, a por¢do N-
terminal do produto clivado é liberado através da reprotonacdo do &cido carboxilico, iniciando-
se um novo ciclo catalitico (HEDSTROM, 2002) (Figura 9, IV).

Figura 9 — Mecanismo enzimatico da triade catalitica na protease NS2B-NS3.

i 11
Ser135 HisS1 Serl35 His51
e 1(\. g Iy B e
g, N —_— N
NN s H A\
L =N s ||\
.-(,'.) 3 Asp75 GIy153% M. 3\ Rn A Asp75
Mgl S raRahes } é" e B 2 ‘i
S 5 o 2
o Substrato o
Substrato
Substrato " [o° =
()Y()H -
v o
v 111
Smsir’ %HISSI Ser ]3} ]{’\ His5S1
HAy
NN —_— > o, L/\g
0 N 0 5 H N
%(OOH He.... o, »zl»\sp75 %%\,-- H-... ()\\‘I/u,_z-l-\slﬂi
o (=H Substrato e (:)

Substrato

FONTE: Autor, 2019. Em (I), o ataque nucleofilico realizado pela Ser135; Em (ll), o buraco

oxoanionico gerado pela Gly153, estabilizando o intermediario tetraédrico. Em adicdo, um derivado
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aminico ¢ liberado como produto; Em (I11), o substrato (covalentemente ligado) sofre um novo ataque
nucleofilico por uma Gnica molécula de agua; Em (IV), um rearranjo ocorre e estabiliza o segundo
intermediario tetraédrico, liberando um acido carboxilico, como produto final. llustracdo elabora

utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.

2.1.3.2.2 Estados conformacionais da NS2B-NS3 nos virus Dengue e Zika

Devido a protease do DENV ser um alvo altamente atrativo no campo da quimica
medicinal, hd também um consideravel interesse na elucidagdo das estruturas cristalograficas,
as quais podem auxiliar no planejamento e desenvolvimento racional de novos inibidores. No
entanto, a cristalizacdo de inibidores especificos complexados a proteina é um grande desafio,
principalmente devido a flexibilidade conformacional desta. Neste sentido, diferentes estruturas
para o cofator NS2B sdo denominadas "abertas™ ou "fechadas™ (POULSEN; KANG; KELLER,
2014).

A constatacdo da conformagdo "fechada" € interpretada como uma consequéncia da
ligacdo do substrato. Esta tem uma importancia especial para o sitio ativo de inibidores devido
permitir o estudo deste alvo macrobiomolecular em seu estado "ativo"”, com o cofator NS2B
situado em uma posicdo onde ele participa do reconhecimento do substrato, conduzindo a
estrutura transiente chamada de g-hairpin. Na conformacdo fechada da protease do DENV-2
(PDB ID: 2M9P, Figura 10, A), o cofator quase circunda todo o dominio da protease,
permitindo a deducdo de bolsos especificos S1-S3, a partir da localizagdo de um substrato
trifluoroceténico covalentemente ligado ao sitio ativo da serina (GIBBS et al., 2018). Ja na
conformacgdo aberta da protease do DENV-2 (PDB ID: 2FOM, Figura 10B), o dominio N-
terminal do cofator NS2B esta parcialmente envolvido em torno do dominio da protease. A
organizacao adotada pelo o dominio C-terminal da NS2B revela significantes diferencas entre
as formas fechada e o complexo ndo-ligante. Neste arranjo conformacional da NS2B, esta
somente estabiliza ambos dominios N- e C-terminais da NS3P™ através do fornecimento de
folhas betas adicionais. Uma parte do dominio do cofator parece estar termicamente distorcida
por conta da densidade eletronica ndo ser definida para estes residuos, sugerindo que a parte C-

terminal do cofator pode adotar multiplas conformac6es em solugdo (ERBEL et al., 2006).
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Figura 10— Conformacdes fechada (A) e aberta (B) para a protease NS2B-NS3 do DENV2.

FONTE: Autor, 2019. Conformagdes fechada (A) e aberta (B) para a protease do DENV-2 (PDB ID:
2M9P e 2FOM, respectivamente). Cores: protease NS3r™© (cinza); NS2B (vermelho); S1-g-hairpin
(amarelo); S1-loop (azul). A triade catalitica (His51(H), Asp75(D) e Ser135(S)) e o residuo conservado
Asn152 estdo representados codigo de uma letra e em modelo e bastdo. Os ligantes complexados foram
removidos para melhores visualizacdo do sitio ativo em ambas estruturas. Figura elaborada utilizando-
se 0 software UCSF Chimera®, v. 1.12.

A estrutura cristalogréafica para a protease do ZIKV em complexo com um inibidor
boronato foi resolvida por Lei et al. (2016), apresentando uma conformacao fechada similar a
observada para a protease do DENV-2 (Figura 11A). Nesse sentido, o valor de RMSD para a
comparacio entre as duas estruturas foi obtido como sendo 2.9 A. A parte C-terminal do cofator
NS2B e amplamente imperceptivel, relembrando sua altissima flexibilidade intrinseca. Ja a
conformacdo aberta da protease do ZIKV (Figura 11B) difere em aspectos estruturais da
conformagéo aberta da protease do DENV2. Do residuo Asn152 ao GInl67, o loop-S1 liga-se
na conformagdo aberta e se estende na direcdo oposta, como na conformacdo fechada. Esta
orientacdo é estabilizada por interacGes hidrofébicas com N-barris de folhas betas (CHEN et
al., 2016b).
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Figura 11 — Conformac6es fechada e aberta para a protease NS2B-NS3 do ZIKV.

FONTE: Autor, 2019. Conformacdes fechada (A) e aberta (B) para a protease do ZIKV (PDB ID: 5LC0O
e 5GXJ, respectivamente). Cores: protease NS3 (cinza); NS2B (vermelho); S1-4-hairpin (amarelo); S1-
loop (azul). A triade catalitica (His51(H), Asp75(D) e Ser135(S)) e o residuo conservado Asnl152 estdo
representados cddigo de uma letra e em modelo e bastdo. Os ligantes complexados foram removidos
para melhores visualizacdo do sitio ativo em ambas estruturas. Figura elaborada utilizando-se o software
UCSF Chimera®, v. 1.12.

Analises adicionais sugerem que tal loop é uma transicdo estrutural entre as
conformagfes inativa e ativa da NS3P™, uma vez que o subsitio S1 é critico para o
reconhecimento enzimatico. Em contraste, o posicionamento dos loops em ambas as
conformagdes da protease do DENV2 difere muito menos na protease do ZIKV, assim
aumentando a afinidade desta protease por inibidores alostéricos (CHEN et al., 2016b).

Em geral, as estruturas cristalogréaficas ndo representam o equilibrio transicional entre
ambas as conformacdes aberta e fechada; assim, estudos envolvendo ressonancia magnética
nuclear (RMN) tém sido desenvolvidos com o intuito de elucidar tais aspectos. Para a protease
do DENV, a conformacdo fechada é, sem excecdes, 0 estado mais predominante em solucao,
considerando tanto a presenca quanto a auséncia de inibidores (CHEN et al., 2014). No entanto,
para a protease do ZIKV, a conformacdo aberta é encontrada mais abundantemente
(MAHAWATHTHA etal., 2017).

2.1.3.2.3 Sitio alostérico hipotético (pocket)
Nos ultimos anos Varios grupos de pesquisa tém desenvolvido pequenas moléculas

capazes de inibir a NS2B-NS3, as quais foram primariamente identificadas como inibidores

alostéricos devido aos seus modos de inibicdo ndo-competitivos (PAMBUDI et al., 2013;



43

YANG etal., 2011, 2014). No entanto, o concreto modo de ligacdo permanece indescritivel até
os dias atuais.

Noble e colaboradores (2012) sugeriram um sitio alostérico na face relativamente oposta
ao sitio ativo, cujo é delimitado por residuos de ambas NS2B e NS3P™, podendo ser
potencialmente utilizado como alvo bioldgico para pequenos inibidores. Paralelamente, Yildiz
e coautores (2013) identificaram a mesma regido na NS2B-NS3 do DENV, a qual é sensivel a
inibicdo alostérica. Além disso, verificou-se que o sitio alostérico mais comumente encontrado
é caracterizado por uma fenda predominantemente hidrofobica na parte anterior ao sitio
catalitico classico, o qual apresenta o residuo Alal25.

Em 2017, Brecher e coautores desenvolveram um ensaio de mudanga conformacional
baseado em luciferase para monitorar as transi¢des estruturais da NS2B e caracterizar inibidores
guanto a atividade alostérica. Baseando-se nos resultados obtidos, pode-se sugerir que 0s
inibidores ndo-competitivos ndo se ligam a conformacao aberta ou induzem a transicao fechada
para aberta. Uma hipotética localizacdo para tal sitio alostérico na conformacédo aberta da

protease no DENV2 € mostrada na Figura 12.

Figura 12 — Sitio alostérico hipotético no DENV-2.

FONTE: Autor, 2019. Em (A), modelo de superficie molecular para a conformacdo aberta da protease
do DENV-2 (PDB ID: 2FOM). Em (B), residuos comumente envolvidos em interagcfes com inibidores.
Cores: protease NS3 (cinza); NS2B (vermelho); sitio ativo (amarelo); sitio alostérico hipotético (azul).

Figura elaborada utilizando-se o software UCSF Chimera®, v. 1.12.

Inicialmente, dois mecanismos de inibicdo alostéricaforam estabelecidos. No primeiro,
um ligante é capaz de induzir a mudanca conformacional na NS3P™ aberta para fechada
(OTHMAN et al., 2008). No outro, considera-se a mobilidade do cofator NS2B ou perturbacéo
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da interacdo entre NS2B e NS3P™, impedindo a mudanca conformacional da protease para a
forma ativa (MUKHAMETOV et al., 2014).

A inibicao alostéricaesta relacionada com um residuo asparagina bifuncional (Asn152),
que estad envolvido tanto no reconhecimento do substrato, via interacdo de hidrogénio, com o
residuo Gly82 da p-hairpin do NS2B na conformacdo fechada, quanto na formacdo do sitio
alostérico na conformagdo aberta. O residuo Asnl52 é conservado em todas as proteases
flavivirais. Além disso, sabe-se que mutagbes neste tém conduzido a completa inativacdo da
protease (BRECHER et al., 2017). Consequentemente, utilizar a Asn152 como alvo racional
poderia estabilizar a conformacdo aberta e inibir a formacdo de uma estrutura proteolitica -
hairpin (AGUILERA-PESANTES et al., 2017a). No entanto, interacGes com a Lys74, que esta
imediatamente adjacente a Asp75 da triade catalitica, poderiam causar uma diminuicdo da

atividade por uma mudanca conformacional induzida por um ligante (OTHMAN et al., 2008).

2.2 Recentes Avancos na Terapia Farmacoldgica dos Virus Dengue e Zika

Em 2016, a diviséo de vacinas da Sanofi-Pasteur aprovou a primeira vacina tetravalente
contra os quatro sorotipos do DENV, chamada Dengvaxia® (outambém conhecida como CYD-
TDV). No entanto, sua eficacia frente aos sorotipos DENV1 e 2 ndo esta completamente
esclarecida (RECKER et al., 2016; SRIVARANGKUL et al., 2018).

Basicamente, a Dengvaxia® é uma vacina profilatica, tetravalente, virus-atenuado, que
contém genes processadores das proteinas E e pré-membranar (prM) dos DENV1-4 inseridos
no arranjo quimérico do virus da febre amarela (YFV) atenuado (LOW; OOI; VASUDE VAN,
2017). O seu calendario de vacinacdo consiste em trés doses de 0,5 mL em intervalos de seis
meses. Entretanto, esta sO é recomendada para o grupo de individuos na faixa etaria entre 9 e
45 anos de idade (SRIVARANGKUL etal., 2018). Em adi¢do, cada dose (0,5 mL) contém 4,5-
6,0 logio IDCCs, onde tal unidade representa a dose infectante para 50% de uma cultura celular
(WHO, 2016). Por fim, a Dengvaxia® tem sido administrada em mais de dez paises, incluindo
india, Estados Unidos, México, Austrélia e Brasil (LU et al., 2018).

Esse recente avanco pode ser considerado como produto dos indmeros esforgos
direcionados ao desenvolvimento de estratégias imunoldgicas contra os virus DENV e ZIKV
de vérias companhias farmacéuticas em todo o mundo, em seus respectivos grupos de

pesquisas, como observado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Status atual (e ultimas atualizacdes) de vacinas e farmacos/protétipos ativos

contra os virus Dengue e Zika no pipeline das industrias farmacéuticas.
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OH " Ribavirin (4) Celgosivir (5)
Indicacéo Nome do Inibidor Companhia ou Status (Ano)®
(Proposta)® (Sinonimia)/Tipo Instituto
ZIKV (ZIKV) BBV 121/vacina Bharat Biotech® Ensaios de Fase Il para
ZIKV na India (2019)
ZIKV (ZIKV) Galidesivir/ composto BioCryst® Ensaios Pré-clinicos para
ativo (1) ZKI1V nos EUA e Reino

Unido (2019)
DENV (YFV e EMX 001/vacina Emergex Vaccines®  Ensaios Pré-clinicos para

ZIKV) DENV, YFV e ZIKV no
Reino Unido (2019)
Carcinoma Rintatolimod/vacina Hemispherx Ensaios Pré-clinicos para
(ZIKV e WNV) adjuvante Biopharma® ZIKV e WNV nos EUA
(2019)
DENV (YFV) vacina Fundagdo Oswaldo  Ensaios Pré-clinicos para
Cruz YFV no Brasil (2019)
DENV (DENV) KD-382/vacina Kaketsuken® Ensaios de Fase | para

DENV na Austrélia e
Japdo (2019)
Asma (DENV) Modipafant/composto Pfizer® Descontinuado nos ensaios
ativo (2) Clinicos de Fase Il para

asma no Reino Unido
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(2015). Embora, estejaem
Fase Il para DENV (2019)

HCV (YFV) Sofosbuvir (GS- Pharmasset/Gilead® Aprovado para HCV
7977)/composto ativo (2013). Embora, estejaem
3 Fase Il para YFV (2019).
HCV (DENV, Ribavirin/composto Roche® Aprovado (2013)
YFV e ZIKV) ativo (4)
DENV (HCV e Celgosivir (5) Sanofi-Aventis® Ensaios de Fase I/1l para
HIV) DENV em Singapura
(2019)
DENV Dengvaxia (CYD- Sanofi Pasteur® Aprovado (2016). Embora,
TDV)/vacina tenha sido retirado do
mercado nas Filipinas
(2017).
DENV (DENV) TAK 003/vacina Takeda® Ensaios de Fase Il para
DENV no Reino Unido e
EUA (2019)
ZIKV (ZIKV) CSB 013/vacina Tianjin CanSino Ensaios Pré-clinicos para
Biotechnology® ZIKV na China (2019)
Ebolae Tyzivumab/vacina Tychan/WuXi Ensaios de Fase | para
Marburg (ZIKV Biologics® ZIKV e YFV em
e YFV) Singapura (2019)

a Composto ou vacina inicialmente planejada para o alvo (indicacdo), no entanto, durante os ensaios
biolégicos um possivel diferente alvo se mostrou mais promissor (proposta); o: As informacgdes sobre 0s
correspondentes status e/ou Ultimas atualizagGes foram obtidas nos bancos de dados: www.drugbank.ca;
https://adisinsight.springer.com; e www.accessdata.fda.gov. Abreviacbes - ZIKV: Zika virus; DENV:
Dengue virus; WNV: virus do Nilo Ocidental; YFV: virus da Febre Amarela; HCV: virus da Hepatite
C.

2.2.1 Avangos no desenvolvimento de novos compostos ativos frente a NS2B-NS3 flaviviral
O desenvolvimento de compostos farmacologicamente seguros e efetivos pode ser

considerado como o ponto mais importante do planejamento de farmacos antiflavivirais (LU et

al., 2018). No entanto, sabe-se que o processamento correto da poliproteina flaviviral é um
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passo vital na replicacdo do virus, onde este é executado pela acdo combinada de proteases
celulares (co- e pos-traducdo), e um complexo serino protease (NS2B-NS3)
(CHOKSUPMANEE et al., 2012). Ademais, esse alvo molecular possui diferentes sitios
alostéricos rodeando a fenda catalitica (AGUILERA-PESANTES et al., 2017b). Considerando
tais informagOes, a NS2B-NS3 pode ser utilizada como um alvo primordial no planejamento e
desenvolvimento de novos agentes antiflavivirais (AGUILERA-PESANTES et al., 2017b).
Além disso, as proteases NS2B-NS3 dos virus Dengue e Zika compartilham aproximadamente
80% de homologia entre seus sequenciamentos gendmicos (QADIR et al., 2018).

Diversos inibidores da NS2B-NS3 tém sido reportados em varios trabalhos de diferentes
grupos de pesquisa em todo o mundo, no entanto, uma pequena parcela destes compostos séo
realmente promissores e possuem propriedades que permitem a estes, avancarem nas etapas de
desenvolvimento de farmacos. Estes podem ser classificados dentro de trés categorias, sendo
inibidores de (i) origem natural; (ii) sintética; e (iii) triagem/planejamento virtual.

Normalmente, as plantas podem produzir compostos quimicos especificos que séo
normalmente usados contra patdégenos e predadores. Dentre estes, os inibidores de proteases
naturalmente ocorrem em plantas como proteinas de defesa. Adicionalmente, estes inibidores
possuem importantes funcdes enddgenas, tais como a formacdo de estoque de sementes,
sinalizagéo celular, ativacdo do fator de crescimento, bem como, regulagdo da producdo de
proteases (QI; SONG; CHI, 2005). Neste sentido, alguns estudos foram desenvolvidos com o
intuito de verificar a capacidade de certo inibidores de proteases vegetais frente a NS2B-NS3.
Substéncias oriundas das espécies vegetais Alocasia macrorrhizos (popularmente conhecida
como "orelha de elefante gigante”) (PALAYAM et al., 2018) e Boesenbergia rotunda (KIAT
et al., 2006), bem como uma série de flavanonas (SRIVARANGKUL et al., 2018) tém
demonstrado significante atividade antiflaviviral, através da inibicéo da protease NS2B-NS3 do
DENV2.

O planejamento racional de novos inibidores sintéticos da NS2B-NS3 é considerado um
imenso desafio, pois esta enzima possui um sitio catalitico hidrofébico e raso
(MAHAWATHTHA et al., 2017; YIN et al., 2006). No entanto, inibidores da replicacéo viral
devem ser capazes de reduzir a carga viral, bem como prevenir a progressdo da doenca
(SRIVARANGKUL et al., 2018). Neste sentido, os compostos de origem sintética representam
0 grupo de inibidores mais promissores encontrados na literatura, com valores de ICso e/ou ECsg
na faixa nanomolar. Varias classes de compostos quimicos tém exibido excelentes perfis
bioldgicos e podem ser consideradas como sendo bastante promissoras, sdo elas: peptideos
ciclicos (TAKAGI et al., 2017), dipeptideos (ZHOU et al., 2013), peptidomiméticos contendo
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acidos bordnicos (NITSCHE et al.,, 2017), metalopeptideos complexados com cobre
(PINKHAM; YU; COWAN, 2018), pirrolidinas, imidazolidinonas (WENG et al., 2017),
piridazinonas (LU et al., 2018), 2-aminobenzotiazois (WU et al., 2015), indan-1,3-dionas
(OLIVEIRA etal., 2018) e ind6is (MARTINEZ et al., 2018).

Entretanto, o planejamento de farmacos € um processo complexo e muito caro, que
frequentemente resulta em falhas. Na tentativa de reduzir as falhas e os altos custos em colocar
um farmaco no mercado, varias técnicas computacionais tem sido empregadas, que podem
predizer as propriedades moleculares via relacdo estrutura-atividade quantitativa (QSAR),
modelagem farmacoférica, planejamento baseado em estruturas e/ou fragmentos moleculares
(SILVA-JUNIOR; ARAUJO-JUNIOR; AQUINO, 2017). Basicamente, tais métodos contidos
no ambito da quimica computacional sdo capazes de prover uma resposta rapida e segura com
a finalidade de identificar os compostos mais promissores para o planejamento racional de
novos candidatos a farmacos (AGUILERA-PESANTES; MENDEZ, 2017).

Considerando estas preciosas informacdes, varios estudos computacionais vém sendo
desenvolvidos com o intuito de se reduzir o tempo de planejamento e otimizar os resultados. A
partir destes estudos, compostos tais como benzimidazois (DENG et al., 2012), piperidinas,
flavanonas (CABARCAS-MONTALVO et al., 2016), diversos heterociclos nitrogenados
catidnicos (MIRZA et al., 2016, 2018), bem como diferentes metabolitos naturais (BYLER;
OGUNGBE; SETZER, 2016) e analogos de benzoxazdis (SCHONE et al., 2017), tém sido
frequentemente encontrados como sendo promissores, 0s quais tém sido testados e confirmados
como agentes antiflavivirais, assim, legitimando o uso de tais técnicas virtuais na descoberta de

hits e/ou otimizacdo de leads.

2.2.2 Avancos no desenvolvimento de novos compostos ativos frente a NS2B-NS3 flaviviral

2.2.3 Recentes avancos no desenvolvimento de inibidores da protease NS2B-NS3 dos virus
Dengue e Zika obtidos pelo AK-Schirmeister (Universidade Johannes Gutenberg de

Mainz, Alemanha)

Recentemente, o grupo de pesquisa liderado pela Proft. Dr2 Tanja Schirmeister
(Universidade Johannes Gutenberg de Mainz — Alemanha, local de execucdo do periodo de
doutorado sanduiche do respectivo autor desta tese), em parceria com 0 grupo de pesquisa
dirigido pelo Prof. Dr. Jochen Bodem (Universidade de Wurzburgo — Alemanha) tém

direcionado seus esfor¢os na descoberta e desenvolvimento de novos derivados benzotiazdlicos
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com atividade antiflaviviral, focando nos flavivirus DENV e ZIKV. Para tal, tem-se aplicado a
triagem de um grande nimero de compostos, sintese combinatoria e diversos métodos in silico.
Como resultado, promissores benzotiazois foram identificados apds avaliacgdo bioldgica frente
a protease NS2B-NS3 do DENV e ZIKV (Figura 13), dados iniciais publicados no jornal
internacional Antimicrobial Agents and Chemotherapy (WU et al., 2015).

Partindo-se de uma quimioteca in-house (aproximadamente 250 compostos), verificou-
se que o composto (6) demonstrou possuir a melhor atividade frente a NS2B-NS3 do DENV?2,
com ICsp de 4,2 £ 0,16 uM. Adicionalmente, este foi avaliado frente a protease do DENV3,
onde observou-se ICsp de 0,99 uM. Durante o ensaio de inibi¢do do DENV2 em células,
verificou-se que tal composto foi capaz de inibir a replicacdo viral com ICsp de 3,2 uM. Ainda,
foi observado que este possui excelente atividade antiviral em células Vero infectadas (ECso de
0,8 uM), sem exibir efeitos toxicos até uma concentracao de 10 puM. Com relacaoa NS2B-NS3

do ZIKV, observou-se que o composto (6) apresentou um valor de ICs de 1,41 pM.

Figura 13 — Benzotiazois biologicamente ativos frente & NS2B-NS3 do DENV?2 e 3.
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.

Tipicamente, os analogos 2-aminobenzotiazélicos sdo bem conhecidos por serem
considerados como compostos do tipo Pan-Assay Interference Scaffold, abreviados por PAINS
(DEVINE et al., 2015), os quais apresentam seletividade promiscua para diferente alvos, o que
leva a obtencéo de falsos positivos. Entretanto, diversos métodos de avaliacdo foram utilizados
para comprovar que tal hit ndo é um PAINS e que este tem validade e seletividade, tais como
ensaio fluorimétrico com a protease, antiviral em cultura de células, citotoxicidade, termoforese
em microescala e dindmica molecular (BARTHELS, 2018).

Adicionalmente, considerando o composto hit (6) e aplicando-se sintese combinatéria,

uma nova classe de prolil-sulfonamidas (Figura 14) foi obtida, com melhor solubilidade e de
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facil obtencdo, uma vez que ndo era necessario realizar a reacdo de acoplamento de Ullmann.
Dentre os compostos, o melhor composto (16) apresentou valores de 1Cs iguais a 8,58 e 0,32
uM para DENV-2 e ZIKV, respectivamente. No entanto, o indice de seletividade (SI) foi 27

(vinte e sete) vezes maior para a protease do ZIKV do que para o DENV2, razdo ainda ndo
completamente elucidada (MILLIES et al., 2018).

Figura 14 — Novas sulfonamidas ativas contra a NS2B-NS3 do ZIKV.
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.

Considerando os excelentes resultados obtidos com o composto (16), modificagdes
estruturais foram realizadas na fenila da prolil-sulfonamida. Dessa forma, foram obtidos novos
derivados prolil-sulfonamidas substituidos com diferentes grupos eletrodoadores e retiradores

T

DENV2 e ZIKV. Entretanto, nenhum novo analogo foi identificado como mais promissor do
que 0 seu correspondente precursor.
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Figura 15 — Prolil-sulfonamidas substituidas e ativas frente a protease NS2B-NS3 dos
virus DENV2 e ZIKV.
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.

Baseando-se nos resultados obtidos, o composto (16) permaneceu como o lead, uma vez
que as modificacGes estruturais mostradas na Figura 15 ndo resultaram em um composto mais
potente do que seu correspondente precursor. Consequentemente, este foi avaliado quanto ao
seu modo de inibicdo, podendo este ser competitivo ou ndo. Neste sentido, uma protease NS2B-
NS3 mutante do ZIKV (cedida pelo o Prof. Dr. Cristhian Klein - Universidade de Heidelberg,
Alemanha) foi utilizada para determinagédo do modo de inibi¢do desse lead.

Sabe-se que a protease NS2B-NS3 ndo possui nenhum residuo cisteina (que pode atuar
como um nucleofilo), entdo, uma forma mutante foi criada para avaliar o modo de inibicdo de

compostos ativos (LEI et al., 2016). Esta forma mutante possui um residuo de cisteina livre na
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posicdo da Ser143 (Cys/Ser'®), o qual tem grande afinidade por grupos eletrofilicos. Entdo, um
derivado da maleimida foi adicionado durante os ensaios biol6gicos, gerando um impedimento
estérico devido a formagdo de um complexo covalentemente ligado (Figura 16) ao sitio
catalitico. No entanto, observou-se que o composto (16) continuou produzindo efeitos
inibitorios sobre este alvo, sugerindo que tratava-se de um inibidor ndo competitivo (MILLIES
etal., 2018).

Figura 16 — Formacdo do complexo Cys143-maleimida.
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.
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2.3 Alphavirus

Os Alphavirus pertencem a familia Togaviridae juntamente com o género Rubivirus,
que contém apenas um membro, o virus Rubéola (PIETILA; HELLSTROM; AHOLA, 2017).
O género Alphavirus inclui cerca de 30 espécies diferentes de virus identificados e catalogadas
(CARPENTIER; MORRISON, 2018).

A maioria dos Alphavirus sdo conhecidos por causar doencas infecciosas em humanos
e/ou animais, incluindo os virus do Velho Mundo, Chikungunya (CHIKYV), febre do Rio Ross
(RRV) e Sindbis (SINV), bem como os virus do Novo Mundo, Encefalite Venezuelana Equina
(VEEV) (PIETILA; HELLSTROM; AHOLA, 2017; VANEY; DUQUERROQY; REY, 2013).

2.3.1 O virus Chikungunya

O CHIKYV é uma arbovirose do género Alphavirus que também possui um ciclo silvestre
e outro urbano. Assim como observado na transmissdo do DENV e ZIKV, seus principais
vetores também sdo as espécies de mosquitos A. aegypti e A. albopictus (ABDELNABI et al.,
2017; ELEFTHERIADOU et al., 2017; PETERSEN; POWERS, 2016; VILLAMIL-GOMEZ;
RODRIGUEZ-MORALES, 2016; WANG; LIU, 2017). Embora, as espécies A. furcifer
(SCHWARTZ; ALBERT, 2010), bem como, Culex spp. possam atuar como vetores dessa
doenca considerada emergente (ABDELNABI et al., 2017; MAYER; TESH; VASILAKIS,
2017; RIOU; POLETTO; BOELLE, 2016; YOUNGER, 2016).

2.3.2 Prevaléncia e patologia do virus Chikungunya

Em 1952, o CHIKV foi primeiramente identificado durante um surto epidémico na
Tanzania. Em 2004, o reaparecimento global do CHIKV se iniciou no Quénia, ap6s o virus se
espalhar por diferentes ilhas do Oceano indico. Desde o fim da década de 90, a infeccdo por
CHIKV tem sido registrada em muitos paises das Américas Central e do Sul, levando a
estimativa de 11,675 milhGes de casos (AALST et al., 2017; AMRAQUI; FAILLOUX, 2016;
HWANG; JIANG; FIKRIG, 2019; SILVA-JUNIOR et al., 2017b). Basicamente, o CHIKV ¢é
considerado um problema de salde publica real onde mosquitos do género Aedes spp. estdo
disseminados (ABDELNABI et al., 2017).

Em 2008, o Instituto Nacional de Alergia e Doengas Infecciosas dos Estados Unidos (do

inglés: United State National Institute of Allergy and Infectious Diseases - NIAID) incluiu o
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CHIKV na categoria C de prioridades. Esta categoria estad relacionada aos patdgenos que
poderiam ser utilizados para disseminagdo em massa no futuro, devido sua alta taxa de
morbimortalidade e significante impacto sobre a saude publica (POWERS; LOGUE, 2007,
SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

Atualmente, o CHIKV ¢é responsavel por acometer individuos em mais de 60 paises
(LEE; HALVERSON; EZINWA, 2018; WHO, 2019). Apesar da expressiva abrangéncia, o
CHIKYV é raramente fatal, no entanto, 87 a 95% do individuos infectados sofrem com artralgia
debilitante, que pode persistir por meses ou anos (LEE; HALVERSON; EZINWA, 2018).

E estimado que mais de 40 milhdes de pessoas tenham sido infectadas nas Américas,
resultando em 23,8 milhdes de individuos com graves sequelas, custando mais de US$ 185
bilhGes aos cofres publicos (BLOCH, 2016; LEE; HALVERSON; EZINWA, 2018).

Com relacdo a patologia, durante a fase aguda, a carga viral pode atingir até 108
particulas virais por mililitro de sangue e a concentracdo plasmatica de interferons tipo I (IFN's)
pode variarentre 0,5 e 2,0 ng/mL, associada arobusta inducdo de outras citocinas e quimiocinas
pro-inflamatorias (BURT etal., 2017; CHIRATHAWORN et al., 2010; NG et al., 2009).

Normalmente, os sintomas da infeccdo por CHIKV se iniciam entre 4 e 7 dias apds a
picada do mosquito infectado, sendo responsavel pelachamada febre Chikungunya, que possui
outros sintomas, tais como artralgia e rash maculopapular (BELTRAN-SILVA et al., 2016;
EVANS; MEIRES, 2016; SEYEDI et al., 2016; TECHER et al., 2015; THANAPATI et al.,
2017). Como afirmado anteriormente, é raramente letal, mas pode progredir para o estagio
crénico em 60% dos casos (ABDELNABI et al., 2017).

O estagio cronico é caracterizado por severa poliartrite persistente, predominante em
espécies de virus do Velho Mundo (ABDELNABI et al., 2017; DELOGU et al., 2011). No
entanto, casos atipicos de complicacGes envolvendo a visdo e o0s sistemas cardiaco,
gastrointestinal e neuroldgico tém sido relatados (COUDERC et al., 2012; SINGH; UNNI,
2011; THIBERVILLE et al., 2013).

O CHIKV e responsavel por ocasionar severas dores nas articulagdes dos tornozelos,
dedos, cotovelos, joelhos e pulsos (GIGANTE et al.,, 2014; JAVELLE et al.,, 2017,
SANGEETHA; PURUSHOTHAMAN; RAJARAJAN, 2017). Alguns estudos tém
demonstrado que € possivel encontrar imunoglobulina M (IgM) anti-CHIKV até 18 (dezoito)
meses apos o inicio dos sintomas (JAIN et al., 2017; ROBIN et al., 2008). Nesses casos,
exercicios fisicos sdo recomendados para diminuir a rigidez nas articulagdes acometidas (DE
LAMBALLERIE; NINOVE; CHARREL, 2009). Casos de CHIKV associado a coinfec¢édo por
virus Dengue (DENV) e Zika (ZIKV) tém sido relatados em estudos recentes (BEHNAM et al.,
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2016; SHRINET; SRIVASTAVA; SUNIL, 2017). Embora, a coinfeccdo por ZIKV ndo parece
aumentar a severidade da doenca ou a duracdo da artralgia (KUTSUNA et al., 2016).
Adicionalmente, casos de reumatismo crénico inflamatério associado a infecgdo por CHIKV
em pacientes sdo raros, no entanto, sdo potencialmente danosos ao tecido esquelético. A maioria
dos casos requer apenas tratamento sintomaticos, principalmente com anti-inflamatérios e
fisioterapia (JAVELLE et al., 2017).

Basicamente, o CHIKV ataca os fibroblastos, sugerindo seu envolvimento com o0s
tecidos musculares, articulares e epiteliais (tecido conjuntivo). Adicionalmente, o grande
nimero de terminacBes nervosas encontradas nas articulagdes e nos tecidos musculares
explicam a dor observada em paciente acometidos por esta infec¢do viral (CHANDAK et al.,
2009). Em alguns casos, 0 CHIKV esta associado com encefalite, 0 que conduz a alta suspeita
de infeccdo por CHIKV neurotrépico, predominantemente observadaem virus do Novo Mundo
(BURT etal., 2017; ELEFTHERIADOU et al., 2017; EVANS; MEIRES, 2016; SCHWARTZ;
ALBERT, 2010; WANG; LIU, 2017).

Basicamente, o tratamento farmacolégico tem sido limitado aos farmacos antipiréticos,
analgésicos, corticoides e anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINES) para aliviar os sintomas
(ABDELNABI et al., 2017; GIGANTE et al., 2014). Em adicdo, farmacos antirreumaticos
modificadores de doenca (FARMD's), tais como metotrexato (28) e sulfasalazina (29) (Figura
17) podem ser administrados em casos mais severos, onde ha resisténcia aos AINES (ALI OU
ALLA; COMBE, 2011; EVANS; MEIRES, 2016; KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012).

Figura 17 — FARMD's utilizados na farmacoterapia do CHIKV resistente aos AINES.
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.
2.3.3 Ciclo de infeccdo do virus Chikungunya
O ciclo de vida do CHIKV esta representado na Figura 18. Inicialmente, o CHIKV se

adere a superficie da membrana plasmatica da célula hospedeira. Em seguida, este invade a

célula alvo por endocitose dependente do pH. No interior acido do endossoma, a estrutura viral



56

sofre mudancas conformacionais no envelope viral peptidico que expdem a proteina Ej, e
favorece a fusdo da membrana viral a membrana da célula hospedeira. Tal fato permite que
ocorraa liberacéo citoplasmatica do nucleo e do genoma viral. Em seguida, os precursores das
proteinas ndo-estruturais (nsP's) séo obtidos a partir da conversdo destas em nsP1-4 pela acdo
do mRNA viral (genoma RNA 49S ou RNA gendmico). Por sua vez, estas nsP's organizam-se
e formam o complexo de replicagéo viral, que sintetiza um RNA de cadeia negativa
intermediario. Este funciona como molde para a sintese de ambos RNA's, subgendmico (26S)
e gendmico (49S). O RNA subgendmico é responsavel pela expressdo do precursor da
poliproteina C-pE-6K-Ei1, que € processado por uma serino protease autoproteolitica.
Subsequentemente, a proteina capsideo (C) € liberadae as glicoproteinas pE; e E; sdo geradas.
Estas, quando associadas ao aparelho de Golgi, sdo exportadas a membrana plasmatica, onde a
PE: é clivada em E; e Es. Por fim, a montagem (ou organizacdo) viral é favorecida pela ligagdo
do nucleocapsideo viral ao empacotamento do RNA viral, bem como, pelo recrutamento das
glicoproteinas e pelo transporte destas a membrana plasmatica hospedeira (ANFASA et al.,
2017; KAUR; CHU, 2013; KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012; MURUGAN;
SATHISHKUMAR, 2016; SCHWARTZ; ALBERT, 2010).
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Figura 18 — Ciclo biolégico do virus Chikungunya.
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2.3.4 Genética do virus Chikungunya

O genoma dos alphavirus consiste em uma fita-positiva de RNA com aproximadamente
11 a 12 kb, contendo uma estrutura 5'-cap e 3'-poli(A) (PIETILA; HELLSTROM; AHOLA,
2017).

Os Alphavirus sdo virus de membrana envelopada, constituidos por uma fita-simples de
RNA como material genético e um nucleocapsideo tipo-icosaédrico, com tamanho variando
entre 60 e 70 nm (KAUR et al., 2013; MURUGAN; SATHISHKUMAR, 2016; SHRINET;
SRIVASTAVA; SUNIL, 2017). O genoma do CHIKV compreende duas fase de leitura aberta
(do inglés, open reading frames - ORF's), sendo o dominio 5' capaz de codificar as quatro
proteinas virais ndo-estruturais (nsP1-nsP4) e o dominio 3', codificador das proteinas virais
estruturais (incluindo o capsideo - C), as duas maiores glicoproteinas envelopadas (E: e E»), e
dois peptideos acessorios, E; e 6K (Figura 19) (JAIN etal., 2017; LIU et al., 2019).
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Figura 19 — Estrutura tridimensional do virus Chikungunya.
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FONTE: 3Dciencia.com, 2017 (traducéo e adaptacdo).

A nsP1 estd envolvida na decodificacdo do RNA mensageiro (mRNA) e, via acédo
enzimaticas da guanina-7-metiltransferase e guanililtransferase, sintetiza a cadeia negativa do
RNA viral (BURT et al., 2017; RASHAD; MAHALINGAM; KELLER, 2014; SCHWARTZ;
ALBERT, 2010; SINGH; UNNI, 2011). Em adicéo, a nsP2 possui outras fungdes enzimaticas
importantes, que incluem a RNA-helicase, nucleosideo trifosfatase (NTPase) e RNA-
dependente 5'-trifosfatase, onde estas estdo localizadas na por¢do N-terminal da proteina. Em
contraste, o dominio C-terminal da nsP3 atua em parte da replicase e como uma proteina
acessoria envolvida na sintese de RNA (RUSSO et al., 2010; SAISAWANG et al., 2017;
SEYEDI et al., 2016). Por fim, a nsP4 atua como uma polimerase RNA-dependente (BHAKAT
etal., 2014; SEYEDI et al., 2016; SINGH; UNNI, 2011).

Diferentemente, as proteinas E; e E, sdo responsaveis pela formagdo de espiculas
glicoproteicas na superficie da particula viral, o que facilita a aderéncia desta as células
hospedeiras susceptiveis. Mutagdo na Alanina por Valina (Ala/Val?®) na E; resulta em uma
nova cepa do CHIKV, que se torna mais resistente ao tratamento (KAUR; CHU, 2013;
TSETSARKIN et al., 2007). Da mesma forma, a substituicdo da Glicina407 por Arginina
(Gly/Arg*) na E, é responsavel por cepas de CHIKV resistentes ao arbidol (BLAISING;
POLYAK; PECHEUR, 2014; SCUOTTO et al., 2017; TSETSARKIN et al., 2009).
Normalmente, a superficie do CHIKV consiste de 80 espiculas trimétricas compostas de
heterodimeros das proteinas E; e E; em uma bicamada lipidica (SOURISSEAU et al., 2007).
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O 6K do CHIKV ¢ pequeno, hidrofobico e essencial para a organizacdo estrutural da
particula viral, onde atua na sinalizacdo da sequéncia de processamento da proteina E;
(SOURISSEAU et al., 2007). No entanto, o papel do 6K na replicacéo viral do CHIKV ainda
nao € completamente entendido (MURUGAN; SATHISHKUMAR, 2016).

Em geral, existem trés genotipos do CHIKYV, sendo estas as linhagens Asiatica (Asian),
Centro-Leste Sul Africana (ECSA) e Oeste Africana (WA) (ANFASA etal., 2017; KUCHARZ;
CEBULA-BYRSKA, 2012).

Recentemente foi verificado que a sequéncia de aminoacidos identificada no CHIKV
apresenta similaridades entre as proteinas ndo-estruturais e estruturais, tendo estas valores entre
58-85% e 42-85%, respectivamente (MURUGAN; SATHISHKUMAR, 2016).

2.3.4.1 A protease nsP2 do virus Chikungunya

Com relacdo a morfologia da nsP2, esta possui cinco "bolsos™ (do inglés, pockets -
Figura 20) contendo residuos criticos que estdo envolvidos em intera¢Ges de hidrogénio e/ou
contatos hidrofobicos entre a protease e diferentes inibidores. No entanto, o sitio de ligacao
mais importante paraatividade de compostos biologicamente ativos é o nimero 4 (quatro), uma
vez que possui a diade catalitica em seu interior (NGUYEN; YU; KELLER, 2015).

Figura 20 — Representacdo gréafica dos cinco sitios de ligacdo (pockets) encontrados na

superficie da nsP2 do virus Chikungunya.
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GIn1039, Ala1040, Glu1043, Lys1045, Ala1046,
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Pocket 3 His1151, Pro1153, Val1154, Lys1155, Gly1156,
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99.
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A nsP2 é uma cisteino protease, sendo a mais abundantemente encontrada no CHIKYV,
compondo aproximadamente 20-30% da particula viral (PIETILA; HELLSTROM; AHOLA,
2017; SINGH et al., 2018). A atividade proteolitica desta estd relacionada a clivagem de
poliproteinas ndo-estruturais fundamentais para o processo de replicacdo viral (BOURAI etal.,
2012; NGUYEN; YU; KELLER, 2015; PIETILA; HELLSTROM; AHOLA, 2017; SILVA-
JUNIOR et al., 2017b; SINGH et al., 2018).

A enzima nsP2 desempenha sua fun¢do por meio de uma diade catalitica conservada
composta por uma cisteina e uma histidina. Basicamente, seu mecanismo envolve a
desprotonacdo do grupo tiol da cisteina no sitio ativo, através da acdo de um residuo histidina
adjacente. Embora, esse mecanismo ndo tenha sido conclusivamente elucidado (NGUYEN;
YU; KELLER, 2015; STRAUSS et al., 1992). Nesse sentido, Singh e colaboradores (2012)
propuseram que os residuos ativos mais importantes (com excecao dos residuos cataliticos) sdo
Lys1045, Gly1176, His1222 e Lys1239. Em contraste, Bassetto e coautores (2013b) reportaram
que os residuos Cys1013 e His1083 sdo extremamente importantes para 0 mecanismo de
replicacdo viral no CHIKV. Em adicdo, Russo e colaboradores (2006) sugeriram que tais
residuos estdo localizados no dominio N-terminal, com uma distancia de 4,8 A entre eles.
Ainda, os autores concluiram que tal distancia é essencialmente suficiente para favorecer a
transferéncia do préton entre as espécies. Além disso, o Trp1084 proximo a His1083 parece

desempenhar papel auxiliar na atividade da protease nsP2 (STRAUSS et al., 1992).

2.4 Recentes Avangos na Terapia Farmacoldgica/Imunoldgica do Virus Chikungunya

Apesar das altas taxas de propagacao e morbimortalidade do CHIKV, ndo ha atualmente
nenhuma vacina ou agente antiviral seletivo disponivel para o tratamento desta infeccdo viral
(ABDELNABI et al., 2017; BOURJOT et al., 2012; JAVELLE et al., 2017). Embora,
pesquisadores tém recentemente reportado o desenvolvimento de uma nova vacina candidata a
método de imunizagdo contra 0 CHIKV (PLANTE etal., 2011).

2.4.1 Avancos no desenvolvimento de novos compostos ativos frente a nsP2 do virus

Chikungunya

Vérios estudos tm demonstrado que diversas classes de compostos quimicos possuem
atividade anti-CHIKYV in vitro. Estes estdo classificados de acordo com sua atividade bioldgica
comprovada, existindo assim os (i) inibidores de entrada do CHIKV (DI MOLA et al., 2014;
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SANGEETHA; PURUSHOTHAMAN; RAJARAJAN, 2017); (ii) inibidores da nsP1l
(FEIBELMAN etal., 2018); (iii) inibidores dansP2 (BASSETTO et al.,2013; DAS et al., 2016;
GIANCOTTI et al., 2018; JADAV et al., 2015; TARDUGNO et al., 2018); (iv) inibidores da
nsP3 (SEYEDI et al., 2016); (v) inibidores da nsP4 (WADA et al., 2017); (vi) inibidores do
complexo proteico Ei;-E; (SHRINET; SRIVASTAVA; SUNIL, 2017); e os (vii) inibidores da
replicacdo do genoma viral (CHING et al., 2015; KHAN et al., 2011; RATHORE etal., 2014).

Basicamente, a replicacdo do CHIKV pode ser considerada como um grande ponto de
partida para identificacdo de potenciais alvos para o desenvolvimento de novos compostos
antivirais (KAUR; CHU, 2013). O mecanismo antiviral desses agentes é avaliado baseando-se
em suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, capacidade sequestradora de radicais
livre, imunoestimulatorias, inibigdo da sintese de RNA viral, bem como, inibigdo da entrada do
virus em células susceptiveis (MURALI et al., 2015).

As proteinas que mediam processos-chave no ciclo de vida do CHIKV podem ser
utilizadas como alvos macromoleculares para o planejamento de novos compostos com
atividade anti-CHIKV (KAUR; CHU, 2013; SILVA-JUNIOR et al., 2017b). Neste sentido, a
nsP2 é um alvo extremamente atrativo para o planejamento racional de novos inibidores, uma
vez que desempenha papel crucial na replicacdo e transcricdo do CHIKV (NGUYEN; YU;
KELLER, 2015; SILVA-JUNIOR etal., 2017b).

Considerando estas valiosas informacdes, varios estudos tém sido desenvolvidos com a
finalidade de se obter novos derivados ativos frente a enzima nsP2 do CHIKV. Nesse sentido,
diversas técnicas virtuais tém sido exploradas durante a identificacdo de novos compostos hits,
0S quais possam ser utilizados no desenvolvimento de potenciais leads. Aplicando-se tais
técnicas, algumas classes de compostos quimicos foram identificados como promissores para o
planejamento racional de leads, tais como os inddis (JADAV et al., 2012), piperazinas,
benzimidazdis, pirimidinas (NGUYEN; YU; KELLER, 2015), bem como, diversos
fitocompostos (LUCAS-HOURANI et al., 2013). Em contraste, estudos envolvendo sintese
organica tém conduzido a obtengdo de compostos mais promissores como hit, apresentando
valores baixos de ICsy e boa toleréncia citotoxica. Dentre estes, as tiazolidinas/rodaninas
(JADAV et al., 2015) e os peptidomiméticos (SINGH et al., 2018) tém demonstrado excelentes
resultados. No entanto, 0s compostos mais promissores encontrados na literatura sao derivados
acilidrazonicos e, portanto, serdo mais profundamente abordados.

Bassetto e coautores (2013b) desenvolveram um estudo envolvendo vérios derivados
acilidrazonicos acoplados ao fenil(4-t-butil)ciclopropano. A partir deste, foi verificado que o

composto (30, Figura 21, A) exibiu a melhor atividade, com valor de ICsp de 5,0 + 0,2 uM.
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Adicionalmente, este apresentou valor de concentracdo citotoxica para 50% da populacdo de
celulas (CCso) de 72 + 20 uM, o que conduziu a um indice de seletividade (SI) de 14. Dessa
forma, este foi considerado como o candidato mais promissor da série de compostos
sintetizados pelos autores. Com relacéo ao estudo por docking molecular, observou-se que este
é capaz de interagir na regido central do sitio catalitico (pocket 4), onde a acilidrazona interage
hidrofobicamente com a diade catalitica (Cys579(1013) e His649(1083)), bem como com o
residuo Trp650. Por fim, percebeu-se que uma das metilas do grupo fenil(4-t-butil)ciclopropano
interage com anel da His649, de maneira similar as intera¢des z-stacking e/ou z-cation (Figura
21, B).

Figura 21 - Melhor andlogo derivado da acilidrazona contendo fenil(4-t-

butil)ciclopropano e suas intera¢cdes com a nsP2 do virus Chikungunya.

FONTE: (A) Autor, 2019; estrutura elaborada utilizando-se o software ChemDraw Ultra v. 12.0. (B)
Bassetto etal. 2013b. Em (A), estrutura quimica do melhor analogo sintetizado por Bassetto etal. 2013b;

Em (B), interacdes do compostos visualizadas por docking molecular.

Baseando-se nos resultados obtidos por Bassetto e colaboradores (2013b), um outro
estudo foi realizado por Das e coautores (2016). Neste, os autores sintetizaram e avaliaram
biologicamente diversas acilidrazonas contendo diferentes substituintes no grupo
fenilciclopropano frente a células infectadas com o CHIKV. Como resultado, o composto (31,
Figura 22) apresentou ECsp de 1,5 uM, com CCsp > 200 e um valor de SI > 133. Em adicéo,
alguns parametros significativos para a interacdo ligante-macromolécula foram determinados,
tais como a energia de ligacdo (tedrica) e a eficiéncia de ligacdo (experimental). Estes valores
foram obtidos como sendo -8,61 e -0,297 kcal/mol, respectivamente. Por fim, os autores

concluiram que o grupamento fenilciclopropano é responsavel por auxiliar em potenciais
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interacdes hidrofdbicas entre o ligante e a nsP2. Além disso, a regido da acilidrazona pode atuar

como um dominio aceptor/doador de ligacdo de hidrogénio no sitio ativo.

Figura 22 — Melhor anélogo acilidrazona sintetizado por Das et al., 2016.
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(31)

FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se software ChemDraw® v.12.

Giancotti e colaboradores (2018) realizaram diversas modificagcbes estruturais
racionalmente planejadas em um derivado benzilidenoacriloidrazida, gerando 9 (nove)
diferentes series de analogos. No total, 69 derivados foram sintetizados e analisados frente a
nsP2. Dentre estes, 0 composto (32, Figura 23) se mostrou como sendo um novo composto hit,
exibindo ICsp de 1,8 £ 0,9 uM, com CCsy de 7,8 + 0,3 uM ¢ SI de 4,4. Este apresentou uma
inibi¢do maxima de 100% em uma concentragdo de 2,5 uM. Por fim, observou-se que a
utilizacdo de uma hidrazona-tiocarboamida (ou tiossemicarbazona) invés do classico aceptor
de Michael (como observado nos compostos de Bassetto et al. (2013) e Das et al. (2016)),

resultou em composto mais ativo em relagdo ao seu precursor.

Figura 23 — Melhor anélogo sintetizado por Giancotti et al., 2018.

FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se software ChemDraw® v.12.

Com intencdo de melhor explorar estas informagdes obtidas com estes trabalhos
previamente realizados, Tardugno e colaboradores (2018) sintetizaram quatro séries de
compostos, baseando-se na estrutura do hitencontrado por Bassetto e coautores (2013b). Todos
0s novos compostos foram testados sobre a enzima nsP2, quanto a atividade anti-CHIKV. Além

disso, os efeitos citotoxicos foram determinados em células Vero infectadas com o virus. Em
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geral, uma das séries se mostrou mais efetiva, contendo os dois melhores compostos do estudo,
(33) e (34) (Figura 24, A). Considerando o (34) como sendo o hit, este foi analisado quanto as
interacdes ligante-nsP2, por docking molecular. Por fim, verificou-se que a ligacdo de
hidrogénio entre 0 N-H (Trp650 - atuando como doador) e 0 C=0 (atuando como aceptor) é

extremamente importante paraa atividade anti-CHIKV (Figura 24, B).

Figura 24 — Melhores compostos sintetizados por Tardugno et al. e suas interages.

B)
\'/@A (33)
ECsp: 5.9=0.8uM

CCsp: 117238 uM (
SI 198 -

*Oww

O (34)
ECso: 5.8+ 0.9 uM
CCso: 124+ 7.1 uM
SI- 214

FONTE: (A) Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw Ultra v. 12.0; (B)

Tardugno et al. 2018.

Por fim, algumas pesquisas recentes tém conduzido & descoberta de novos agentes
imunoterapéuticos na forma de vacinas, bem como na utilizacdo do polissulfato sddico de
pentosana (35) via oral, cujo sdo considerados como promissores avangos no combate ao
CHIKV. Entretanto, comparando-se as Tabelas 1 (anteriormente apresentada) e 2 é possivel
verificar que o CHIKV é uma enfermidade mais negligenciada do que o DENV e ZIKV, uma

vez que o seu respectivo pipeline atual € mais escasso.
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Tabela 2 — Status atual (e ultimas atualiza¢des) das vacinas e candidatos a farmacos contra
0 Chikungunya virus no pipeline das industrias farmacéuticas.

OR

Ill

OR

O I,

OR H OR
ROy, 0
(35) o (0] H R=SO;Na
| z
Na® 8AO
Indicacéo Nome do Inibidor Companhia ou Status (Ano)®
(Proposta)? (Sinonimia)/Tipo Instituto
CHIKV (Cancer de dMAB (dMAB Inovio Ensaios de Pré-
prostata, HIV, ipilimumab e Pharmaceuticals® clinicos para

Influenza, tremelimumad)/anticorpo
Pneumonia) monoclonal biespecifico
CHIKV VRC-CHKVLP059-00-
VVP/Vacina
CHIKV Anticorpo
CHIKV VLA-1553/Vacina
CHIKV MV-CHIK/Vacina
CHIKV VAL-181388/Vacina
Dor (CHIKV, Polissulfato Sédico de
RRV, asma Pentosana (PPS)/inibidor

alérgica, DPOC) (35)

National Institute
of Allergy and
Infectious Diseases
- USA
FIT Biotech®

Valneva®

Themis
Bioscience®
Moderna
Therapeutics®
Paradigm

Biopharma®

CHIKYV e Cancer
nos EUA (2019)
Ensaios de Fase Il
para CHIKV nos
EUA (2019)

Em fase de
licenciamento na
Finlandia (2019)

Ensaios clinicos de
Fase | nos EUA
(2019)
Ensaios de Fase Il
nos EUA (2019)
Ensaios de Fase |
nos EUA (2019)
Ensaios Pré-
clinicos para
CHIKV nos EUA
(2019)
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a Composto ou vacina inicial planejado para o alvo (indicacdo), no entanto, durante os ensaios
biolégicos um possivel diferente alvo se mostrou interessante (proposta); P: As informacGes sobre os
correspondentes status e/ou Ultimas atualizagGes foram obtidas nos bancos de dados: www.drugbank.ca;
https://adisinsight.springer.com; e www.accessdata.fda.gov. Abreviagbes - CHIKV: Chikungunya;
HIV: Virus da Imunodeficiéncia Humana; RRV: Virus do Rio Ross; DPOC: Doenca Pulmonar

Obstrutiva Cronica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Planejar, sintetizar e avaliar a atividade inibitéria de novos benzotiazois duais frente as

enzimas NS2B/NS3 dos virus Dengue e Zika e nsP2 do Chikungunya virus.

3.2 Objetivos Especificos

X3

S

Planejar racionalmente os novos inibidores duais das enzimas NS2B-NS3 e nsP2;

X/
L X4

Sintetizar os novos inibidores planejados racionalmente;

X/
L %4

Avaliar a atividade in vitro dos compostos duais frente as enzimas NS2B-NS3 dos ZIKV

e DENV, bem como, nsP2 do CHIKYV,;

+ Discutir a Relacdo Estrutura-Atividade (REA) dos compostos sintetizados e testados;

% Realizar o docking molecular dos compostos mais ativos em seus respectivos alvos e
discutir as principais interagdes, bem como, a natureza e as contribui¢des destas;

¢+ Desenvolver um novo protocolo virtual para aplicacdo no planejamento de novos
inibidores da nsP2;

¢+ Aplicar o novo protocolo virtual no estudo dos compostos racionalmente planejados e

discutir os resultados obtidos;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cromatografias

4.1.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de Silica Gel
60 Fss da MERCK® de 0,25 mm de espessura. Estas foram utilizadas para monitorar o
andamento das reacgdes, bem como, determinar os fatores de reten¢do (Rg) dos compostos finais.
Os valores de Re foram calculados através da razdo: distancia percorrida pela amostra /
distancia percorrida pela fase mével, ap6s eluicdo das respectivas placas (SIMOES et al.,
2010). Por fim, a interpretacdo das placas de CCD foi realizada com o auxilio de luz emissora

de radiacdo ultravioleta (UV-vis), no comprimento de onda (1) de 254 nm.

4.1.2 Cromatografia em coluna classica (CCC)

Para a purificacdo de alguns compostos sintetizadas nesta tese foi utilizada a técnica de
cromatografia em coluna classica (CCC), também conhecida como cromatografia em coluna de
vidro, com dimensdes de 30 x 400 mm. As mesmas foram empacotadas utilizando-se silica gel
60 (0,063-0,2 mm, 70-230 mesh, da marca MERCK®) e o sistema eluente apropriado para cada
separacdo. As amostras foram incorporadas em silicagel (3 vezes a massa (em mg) da amostra)
e, em seguida, adicionadas & coluna cromatografica (SIMOES et al., 2010). As fracdes obtidas
foram coletadas em tubos de ensaio com dimensdes de 16 x 150 mm (20 mL). Por fim, as
fracdes contendo a substancia pura foram colocadas juntas e rota-evaporadas, rendendo o

produto isolado.

4.1.3 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)

A determinacao do grau de pureza dos compostos finais foi realizada em cromatografo
liquido HEWLETT PACKARD® 1100 series, empregando-se uma coluna C18 com dimensdes
de 75 mm x 2,0 mm, 1,6 uM da marca AGILENT® InfinityLab Poroshell 120 SB. Durante os
experimentos, metanol > 99% (grau HPLC) foi utilizado como fase moével do sistema. Em
adicdo, os parametros de analise foram estabelecidos como sendo: (a) concentracdo da amostra

igual a 1 mg/mL; (b) fluxo de corrida de 0,7 mL/min; (c) tempo de corrida de 8 min; e (d)
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volume de injegdo de 2 pL. Por fim, os tempos de retengdo (Ry) foram computados em minutos
(min) e aabsorbancia, em mili unidades de absorbancia (mAU) (BRITO etal., 2017). Acoplado
a este sistema, um espectrometro de massas de baixa resolucdo (LRMS) da marca AGILENT®,
modelo 1100 (positive ions trap mode) foi empregado para determinacdo das massas
moleculares (em Dalton - Da) dos respectivos compostos finais, através da razdo massa/carga
(m/z), apds ionizagdo dos mesmos. Por fim, foi admitido a determinacdo da massa
monoisotdpica usando-se a técnica de ionizacgdo por electrospray (ESI), o que permitiu deteccéo
de ions pseudomoleculares. Estes, por sua vez, correspondem as massas dos compostos finais
adicionadas em 1 (um) Dalton ([M+H]*), bem como, acrescidas em 23 (vinte e trés) Daltons
([M+Na]*) (AITKEN, 2010).

4.2 Pontos de Fusdo

Os pontos de fusdo (em °C) dos compostos finais foram determinados utilizando-se um
equipamento digital da marca A. KRUSS OPTRONIC®, com capacidade de atingir a
temperatura de 360 °C, em capilares de vidro contendo as amostras solidas. Inicialmente, uma
temperatura de 40 °C foi admitida e, entdo, 0 aumento desta era permitido até se observar a
fusdo completa da substancia analisada. No entanto, os pontos de fusdo estdo inexatos, sendo
admitida uma faixa de fuséo de até 2 (dois) graus Celsius (YAKOUB et al., 2018).

4.3 Espectrofotometria na Regido do Infravermelho (FT-IR)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um espectrofotdmetro da
marca THERMO SCIENTIFIC NICOLET®, modelo Avatar 330 FT-IR, utilizando-se o método
de reflectancia total atenuada (ATR), na faixa de 4000 a 600 cm® (CARDOSO et al., 2014;
MAGALHAES-MOREIRA et al., 2014). Todos os dados obtidos foram analisados e tratados
no software OMNIC®, versdo 6.2 (1992-2003), da Thermo Electron Corporation. Os
estiramentos (v) e/ou deformacGes angulares (o) referentes aos principais grupos funcionais
presentes nos compostos intermediarios e finais foram computados em transmitancia por
nimero de onda (cm?). Além disso, em alguns casos, tais estiramentos foram classificados
quanto a simetria, podendo estes serem simétricos (S) ou assimétricos (as) (PRETSCH;
BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009).
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4.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio (*H) e Carbono Treze (3C)

Os espectros de Ressonancia Magnéetica Nuclear (RMN) de hidrogénio (*H) e carbono
treze (23C) foram obtidos utilizando-se um equipamento da marca BRUKER®, modelo
UltraShield 300 MHz, e dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) como solvente analitico. Para
obtencdo dos espectros dos compostos intermediarios e finais, admitiu-se um nimero de pulsos
(ns) total de 32 e 4096 para 'H e 13C, respectivamente. Os deslocamentos quimicos observados
nos espectros foram computados em partes por milhdo (ppm). Em adicédo, as constantes de
acoplamento (J) inerentes aos sinais de hidrogénios inseridos em determinados ambientes
quimicos foram computadas em Hertz (Hz). As multiplicidades dos sinais foram instituidas da
seguinte forma: simpleto (s), simpleto largo (br s), dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto de
dupleto (td), quarteto (g) e multipleto (m) (JACOBSEN, 2017; SILVA-JUNIOR et al., 2016).
Por fim, o software TopSpin® 3.5 pl 7 (2018-2019) (BRUKER® BioSpin GmbH) foi utilizado

para analise de todos os espectros de H e 13C, bem como, na elaboracdo das ilustragdes.

4.5 Planejamento racional de inibidores duais das enzimas NS2B-NS3 (DENV e ZIKV) e
nsP2 (CHIKV)

Tendo-se em vista os avangos recentes do AK-Schirmeister com derivados contendo o
nacleo 2-aminobenzotiazol (Figura 25) frente & NS2B-NS3 do DNEV2 e ZIK, tal heterociclo
aromatico foi selecionado para melhor ser explorado, representando um ntcleo farmacoférico
(farmacotforo 1). Para tal, diferentes substituintes foram utilizados nas posigdes 4, 5 e 6 deste.
Em contraste, substituicGes na posicdo 7 demonstraram inativar a reatividade do benzotiazol

frente aos acidos.

Figura 25 — Nucleo 2-aminobenzotiazol selecionado como ponto de partida para o
planejamento dos potenciais compostos duais.
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.
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Paralelamente, considerando os avangos quanto aos inibidores da nsP2 do CHIKV
encontrados na literatura, observa-se que os derivados acilidrazonas (37) e fenilciclopropano
(38) (Figura 26) emergem como duas classes de compostos promissores como inibidores desta
enzima. Dessa forma, estes foram utilizados durante o planejamento dos novos inibidores,

propostos aqui como um segundo farmacéforo (farmacoforo 2).

Figura 26 — Estrutura basica das acilidrazonas (37) e fenilciclopropanos (38) ativos frente

ansP2 do virus Chikungunya.

I \/@ 4 I _ |
. R—
™ NN . \..”\ N ™
@'/\/LLB 2 “ l\] = \R
AF

R G37) (38)

FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.

A quimica medicinal de inibidores da nsP2 ¢ relativamente atual, resultando em uma
escassez de informagOes mais completas relacionadas aos principais substituintes considerados
essenciais para o desenvolvimento de compostos potentes frente a este alvo biomacromolecular.
Entretanto, algumas informacGes importantes foram descritas por Das e colaboradores (2016),
no que se refere a estrutura mais promissora (30) envolvida no estudo desenvolvido pelos
mesmos. De modo geral, um potencial inibidor da nsP2 deve conter dois sistemas aromaticos
separados entre si por um linker aceptor/doador de ligacdo de hidrogénio e uma estrutura fixa,
que restringe a rotacdo livre dos sistemas arométicos ligados a esta. Na figura 27 sdo mostradas
as importantes interacdes e pré-requisitos moleculares que contribuem para a inibicdo desta
enzima do CHIKV.

Figura 27 — Interaces e pré-requisitos moleculares necessarios a atividade anti-CHIKV.
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FONTE: Das et al., 2016 (tradugdo).
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De modo geral, a técnica de hibridizacdo molecular foi utilizada como estratégia de
modificacdo estrutural para obtencdo dos novos compostos almejados. Basicamente, esta
estratégia permite a conexao entre dois ou mais nucleos ativos (farmacéforos), por meio de um
conector, ou linker (ABRAHAM, 1998; LEMKE et al., 2008; THOMAS, 2003).

Sabe-se que as hidrazonas e acilidrazonas séo tipicamente compostos PAINS (ALAM et
al., 2014; DEVINE et al., 2015; HUSSAIN; ALI, 2017; POULIOT; JEANMART, 2016), assim
sendo, decidiu-se modificar tal grupamento quimico, adicionando-se uma funcdo amida como
linker entre os dois farmacoforos. Ademais, manteve-se o dominio aceptor/doador de ligacdo
de hidrogénio intacto, considerando as observagOes realizados por Tardugno e coautores
(2018).

Além disso, o desenvolvimento de compostos pan-antivirais é considerado como uma
importante e excelente estratégia de geracdo de agentes ativos frente aos diferentes tipos de
arboviroses (QADIR et al.,, 2018). Neste sentido, considerando todas as informacdes
supracitadas, os novos compostos duais foram planejados como representado no esguema

mostrado na Figura 28.

Figura 28 — Estratégia de hibridizacdo molecular utilizada no planejamento racional dos

novos compostos duais.
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.
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Considerando o esquema mostrado na Figura 28, diferentes analogos contendo
diferentes substituintes nas posicGes 4, 5 e 6 do anel benzotiazol (farmacéforo 1) foram
sintetizados e analisados frente as enzimas virais. Adicionalmente, o linker foi mantido como
um sistema aceptor/doador de ligacao de hidrogénio, representado pela amida. No que se refere
a restricdo da conformacdo (fator importante para a atividade anti-CHIKV), esta foi garantida
através da introducdo de uma ligagdo C=C ou um anel ciclopropano inseridos na regido “X”
das moléculas finais. Por fim, para os derivados do &cido cindmico, trés diferentes substituintes
foram planejados na posicdo para da fenila, sendo 4'-H, 4'-t-But e 4'-Cl (farmacoéforo 2).
Basicamente, o objetivo principal de tais modificagbes nesse anel foi observar se fatores
estéricos (4'-t-But) ou eletrénicos (4'-Cl) possuem significativo impacto sobre a atividade das

moléculas finais, quando comparados com seus precursores ndao substituidos (4'-H).

45.1 Procedimentos Reacionais

45.1.1 Sintese do &cido cindmico e acido (E)-3-(4-(terc-butil)fenil)acrilico

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL contendo 20 mL de piridina, 6 g do
correspondente aldeido (1 eq.) foram adicionados. Em seguida, o anidrido acético (1,1 eq.) foi
entdo adicionado. A mistura reacional foi colocada sob agitacéo e refluxo durante 15 minutos.
Posteriormente, N-metilpiperazina (10 mol%) foi adicionada como base catalitica. Entdo, a
reacdo permaneceu sob refluxo durante 24 horas. Apds o término da reacdo (verificado por
CCD), 20 mL de H2O destilada foram adicionados a mistura bruta, rendendo um precipitado de
coloracdo branca. A mistura heterogénea descansou sob refrigeracdo (2 °C) por um periodo de
30 minutos. Apds este tempo, esta foi colocada novamente sob agitacdo e, entdo, acido
cloridrico concentrado (37%) foi adicionado até o pH igual a 1,0 ser atingido. Por fim, o po
resultante foi filtrado e lavado com H,O destilada (2 x 50 mL), rendendo o produto desejado.

Metodologia adaptada de Luo e coautores (2015).

O

OH

Acido cindmico (39) — Rendimento: 97%; Aspecto: pé branco amorfo. ATR-IV
(transmitancia/cm): 2830 5(C-0); 1671 (C=0); 1627 (C=Ceno); 1074 (Car=Car). RMN H
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(300 MHz, DMSO-ds) 6 6,52 (d, 1H, J= 16,01, CHeno); 7,39-7,41 (m, 3H, CHa); 7,59 (d, 1H,
J= 16,11, CHeno); 7,65-7,68 (M, 2H, CHa,); 12,38 (br s, 1H, OH). RMN %C (75 MHz, DMSO-
de) & 119,68 (Ceno); 128,62 (CarCar); 129,34 (CarCar); 130,65 (Cay); 134,69 (C,); 144,37
(Ceno); 168,01 (C=0).

OH

Acido (E)-3-(4-(terc-butil)fenil)acrilico (40) — Rendimento: 97%; Aspecto: p6 amarelo intenso
cristalino. ATR-IV (transmitancia/cm?): 2949 5 C-O); 1668 ,(C=0); 1621 ,(C=Ceno); 1110
W(Ca=Car). RMN H (300 MHz, DMSO-ds) 61,26 (s, 9H, CHa): 6,46 (d, 1H, J= 16,01, CHeno);
7,41 (d, 2H, J= 8,47, CHa,); 7,55 (d, 1H, J= 16,11, CHeno); 7,59 (d, 2H, J= 4,65, CHa,); 12,32
(brs, 1H, OH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) 6 31,35 ((CH3)3); 35,00 (Cterc); 118,76 (Ceno);
126,15 (Car—Car); 128,46 (Ca—Car); 131,97 (Cq); 144,24 (Ceno); 153,55 (Cq); 168,11 (C=0).

4.5.1.2 Sintese dos cloretos de acilaa partir dos &cidos cindmicos

Em um bal&o de fundo redondo de 50 mL, contendo 6 mL de dimetilformamida (DMF)
em atmosfera inerte de argbnio, 500 mg do correspondente acido cindmico foram adicionados.
Em seguida, 2 eq. de cloreto de tionila (SOCI;) foram adicionados a solucdo inicial. A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo durante 24 horas, a temperatura ambiente. Ap6s o término
da reacdo, 10 mL de uma solucdo resfriada e saturada de NaHCOj; foi colocada em um becker,
sob agitacdo. Em seguida, a mistura bruta reacional foi removida do baldo com o auxilio de
uma seringa. Entdo, a agulha foi inserida diretamente na solucdo de NaHCOs; e, lentamente, a
mistura bruta foi adicionada a mesma. Por fim, a mistura permaneceu sob agitacdo durante 10
min, formando um precipitado. Este foi filtrado e lavado com a solugdo saturada de NaHCO3
(3x 10 mL), seguida por H,O destilada (2 x 20 mL), rendendo o produto impuro. Assim, uma
recristalizacdo a partir de uma mistura de acetona e H,O destilada (1:2) foi necesséria para se

obter o produto desejado puro.

Cl
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Cloreto de Cinamoila (41) — Rendimento: 90%; Aspecto: pé amarelo intenso amorfo. ATR-1V
(transmitancia/cm?): 1676 (C=0); 1627 (C=Ce¢no); 1066 (Car=Car). RMN H (300 MHz,
DMSO-ds) 0 7,34 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,44-7,49 (m, 3H, CHa/); 7,81 (d, 1H, J= 15,87,
CHeno); 7,83-7,86 (m, 2H, CHar). RMN 33C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 117,35 (Ceno); 122,75 (Car);
129,55 (Car); 131,88 (Car—Car); 133,94 (Car); 134,05 (Cq); 144,53 (Ceno); 163,17 (C=0).

O

Cl

Cloreto de (E)-3-(4-(terc-butil)fenil)acriloila (42) — Rendimento: 55%; Aspecto: pé branco
amorfo. ATR-IV (transmitancia/cm™): 1758 (,C=0); 1707 ,(C=Ce¢no); 1071 ,(Car=Car). RMN
'H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 1,29 (s, 9H, CHa); 6,76 (d, 1H, J= 15,92, CHeno); 7,48 (d, 2H, J=
8,4, CHar); 7,73 (d, 2H, J= 8,4, CHa\); 7,87 (d, 1H, J= 15,92, CHeno). RMN 13C (75 MHz,
DMSO-ds) 6 31,31 ((CHa)3); 35,20 (Crerc); 116,44 (Ceno); 126,35 (CarCay); 129,35 (CarCay);
131,39 (Cy); 148,94 (Ceno); 154,95 (Cy); 163,31 (C=0).

4.5.1.3 Sintese do 2-Amino-5,6-dimetoxibenzo[d]tiazol

Em um bal&o de fundo redondo de 250 mL, contendo 100 mL de &cido acético, 5 g de
3,4-dietoxianilina ou 3,4-dimetoxianilina (1 eq.) foram adicionados. Em seguida, isotiocianato
de potéssio (2,2 eq.) foi adicionado a solugdo. Esta mistura reacional foi colocada em banho de
gelo e, entdo, bromo (Bry, 1 eq.) foi adicionado gota-a-gota. Foi permitido que a mistura
reacional atingisse a temperatura ambiente. Ap0Os 24 horas, observou-se o término da reacéo,
juntamente com a formacgdo de um precipitado marrom escuro. O sélido foi coletado através da
filtracdo e, posteriormente, este foi colocado em refluxo de acido cloridrico concentrado (37%),
durante 2 horas. Apds este tempo, a mistura foi filtrada para retirar impurezas insollveis no
meio reacional e, em seguida, a fracdo liquida foi neutralizada por adigcdo de pastilhas de
hidroxido de potassio (KOH), tal etapa foi realizada em banho de gelo (reacdo extremamente
violenta e exotérmica). Por fim, o precipitado formado foi filtrado e lavado com HO destilada
(2 x 50 mL), rendendo o produto desejado puro (BARTHELS, 2018).
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2-Amino-5,6-dimetoxibenzo[d]tiazol (43) — Rendimento: 99%; Aspecto: p6 marrom palido
amorfo. ATR-IV (transmitancia/cm™): 3370 ,(N—H)as; 3350 (N-H)s; 1053 (Car=Car); 981 +(S—
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 3,72 (d, 6H, J= 7,26, (CH3)2); 6,96 (s, 1H, CHa/); 7,19
(brs, 2H, NHy);: 7,27 (s, 1H, CHa;). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) 6 56,14 (CH3); 56,66 (CHa);

102,8 (Car); 105,28 (Car); 121,80 (Cq); 145,06 (Cq); 147,13 (C-O); 148,62 (C-0); 166,29 (C-
NH,).

4.5.1.4 Sintese do 2-Amino-6-(terc-butil)benzo[d]tiazol

Os procedimentos para inicio da preparagdo do 2-Amino-6-(terc-butil)benzo[d]tiazol
(44) foram os mesmo para este analogo. No entanto, este difere quanto ao método de
purificacdo. Apo6s o término da reacdo (apOs 24 horas), observou-se a formacdo de um
precipitado de coloracdo branca. Em seguida, a mistura bruta foi neutralizada através da adi¢ao
de uma solucdo concentrada de amdnia (25%). Subsequentemente, realizou-se uma extracao
liquido-liquido usando-se acetato de etila e H,O destilada, na proporcdo de 1:3. A fracdo
organica foi coletada e rota-evaporada, rendendo um pé alaranjado como produto, cujo nao
encontrava-se purificado (JIMONET et al., 1999). Dessa forma, uma coluna cromatografica
classica foi realizada, utilizando-se éter de petroleo e acetato de etila (7:3) como fase mdvel,

rendendo o produto desejado puro.

N
H—NH,
S

2-Amino-6-(terc-butil)benzo[d]tiazol (44) — Rendimento: 65%; Aspecto: pd laranja palido
amorfo. ATR-IV (transmitancia/cm™): 3431 ,(N-H)as; 3280 (N-H)s; 1044 ,(Car=Ca); 905 (S—
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,27 (s, 9H, (CHa)3); 7,23 (s, 2H, CHa/); 7,32 (br s, 2H,
NH,); 7,64 (s, 1H, CHar). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) 6 31,93 ((CHs)3); 34,75 (Cterc); 117,59
(Car); 123,19 (Car); 131,33 (Cy); 144,02 (Car); 150,98 (Cq); 166,96 (C—Cierc); 172,48 (C—NH,).



79

4.5.2 Acoplamento de 2-aminobenzo[d]tiazéis aos derivados do acido cindmico e ao acido

trans-fenilciclopropanocarboxilico

4.5.2.1 Derivados ndo halogenados

Inicialmente, o correspondente 2-aminobenzo[d]tiazol (1 eq.) foi adicionado a um balé&o
de 25 mL, contendo 5 mL de dimetilformamida (DMF) como solvente. A soluco, o respectivo
acido cinamico (1,1 eqg.) foi adicionado. Em seguida, 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametilamino tetrafluoroborato - TBTU (1 eq.) foi adicionado a mistura reacional, sob
agitacdo. Esta permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Apoés este
tempo, N,N-diisopropiletilamina - DIPEA (3 eq.) foi adicionada como base catalitica. A mistura
reacional permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente durante 48 horas. Ap6s o término
da reacdo, 20 mL de uma solucdo saturada de NaHCO3; foram adicionados a solucéo inicial,
resultando na formacdo de um precipitado. Entdo, esta permaneceu sob agitacdo durante 15
minutos e, subsequentemente, o residuo sélido foi filtrado e lavado com a solucéo saturada de
NaHCO; (3 x 10 mL) e H,O destilada (3 x 25 mL), rendendo o produto impuro. Assim, este foi
recristalizado a partir de uma mistura de acetona e H-O destilada (1:2), obtendo-se o produto

desejado puro.

4.5.2.2 Derivados halogenados

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, 100 mg de correspondente 2-
aminobenzotiazol halogenado foram adicionados, juntamente com DMF anidro (3 mL) em
atmosfera inerte de argbnio. Em seguida, 4 eq. de trietilamina (EtsN) foram adicionados a
solucdo. Esta permaneceu sob agitacdo durante 30 minutos, a temperatura de 70 °C.
Posteriormente, uma solucdo contendo 1,1 eq. do cloreto de acila correspondente, em DMF
anidro e sob atmosfera de argonio, foi adicionado a mistura inicial. Por fim, a mistura reacional
resultante permaneceu sob estas condi¢fes por um periodo de 24 horas. Apds o término da

reacdo, o produto foi isolado exatamente como descrito no topico anterior.
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4.5.3 Sintese dos derivados benzo[d]tiazol-2-fenilciclopropanocarboxamidas mono- e di-

hidroxilados

Em um bal&o de fundo redondo de 25 mL, contendo diclorometano anidro (5 mL), 100
mg do correspondente produto contendo alcoxidos nas posigdes 4, ou 6, ou 5 e 6 foram
adicionados. A solucdo, sob agitacdo, foi resfriada até a temperatura de -78 °C. Em seguida, 2
eg. (para cada heterodtomo na molécula inicial) de tribrometo de boro (BBr3) foram adicionados
gota-a-gota a solucdo previamente preparada e resfriada. Posteriormente, a reacdo foi deixada
durante 24 horas a temperatura ambiente e a atmosfera inerte de argbnio. Ap6s o término da
mesma, 10 mL de H,O destilada foram adicionados a mistura bruta, resultando na formacéao de
um precipitado. Este, entdo foi filtrado e lavado com H;O destilada gelada (3 x 30 mL),

rendendo o produto purificado.

-0

(E)-N-(benzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (45) — Rendimento: 70%; Aspecto: pé amarelo palido
amorfo; Re: 0,77; Ry: 1,09 min; Grau de pureza: 99%; Pg: 211-212 °C. ATR-1V
(transmitancia/cm?): 3164 (N-H)s; 1688 (C=0); 1624 (C=Ceno); 1074 ,(Car=Car); 988 (S
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 6,83 (d, 1H, J=15.37, CHeno); 7,17 (m, 1H, CHa/); 7,28-
7,4 (m, 4H, CHa(); 7,51-7,54 (m, 2H, CHa(); 7,61 (s, 1H, CHa); 7,66 (d, 1H, CHeno); 7,86 (d,
1H, CHa); 12,45 (brs, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-dg) 6 119,88 (Car); 121,0 (Ceno);
122,18 (Car); 124,04 (Car); 126,61 (Car); 128,59 (Car); 129,36 (Cq); 129,59 (Car); 131,0 (Car);
132,15 (Cy); 134,65 (Car); 143,6 (Ceno); 149,13 (Cy); 158,54 (Car); 164,51 (C=0); 168,01
(C=N). C1H12N,0S: 280,07 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 281,1 (100%); 151,2 (3,4%);
131,2 (5,6%).

REFERENCIA: (WANG; FU; HUANG, 2017).

O

OO
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(E)-N-(6-fluorobenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (46) — Rendimento: 69%; Aspecto: pd branco
amorfo; Re: 0,37; Ry: 1,32 min; Grau de pureza: 96%; Pg: 298-299 °C. ATR-1V
(transmitancia/cm™): 3153 ,(N-H); 1682 ,(C=0); 1624 ,(C=Ceno); 1093 ,(Car=Car); 920 (S—
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 6,95 (d, 1H, J= 15,64, CHeno); 7,29 (td, 1H, J=9,0; 2,7,
CHa); 7,46-7,51 (m, 3H, CHa/); 7,65-7,68 (m, 2H, CHa); 7,74-7,79 (m, 1H, CHa/); 7,8 (d, 1H,
J= 15,64, CHeno); 7,91 (d, 1H, CHa/); 12,61 (brs, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) ¢
108,46 (Car); 108,81 (Car); 119,74 (Car); 122,06 (Ceno); 128,61 (Car—Car); 129,59 (Car—Car);
131,03 (Cy); 133,34 (Cy); 134,63 (Cay); 143,7 (Ceno); 145,89 (C,); 158,56 (C—F); 164,57 (C=0);
168,63 (C=N). C16H11FN2OS: 298,06 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 299,1 (100%); 169,1
(1,2%); 131,2 (5,6%).

REFERENCIA: (KOROSEC et al., 2013).

O
S

(E)-N-(4,6-difluorobenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (47) — Rendimento: 71%; Aspecto: po
branco amorfo; Re: 0,47; Rr: 1,62 min; Grau de pureza: 96%; Pg: 268-269 °C. ATR-IV
(transmitancia/cm?): 3060 (N-H); 1664 ,(C=0); 1614 ,(C=Ceno); 1020 \(Car=Cay); 987 (S
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 6,92 (d, 1H, J= 15,92, CHeno); 7,32-7,4 (m, 1H, CHa,);
7,46-7,51 (m, 3H, CHay); 7,65-7,68 (m, 2H, CHar); 7,79-7,84 (m, 2H, CHar € CHeno); 12,79 (br
s, 1H, NH). RMN %3C (75 MHz, DMSO-ds) 0 104,76 (Car); 105,12 (Car); 119,51 (Ceno); 128,64
(CarCar); 129,58 (Car—Car); 131,10 (Cg); 134,55 (Cq); 135,31 (Car); 135,38 (Ceno); 143,99
(Cq); 155,48 (C-F); 158,32 (C—F); 159,10 (C=0); 164,72 (C=N). C16H10F2N,0S: 316,05 g/mol;
LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 317,1 (100%); 131,2 (5,1%).

REFERENCIA: INEDITA.

0
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(E)-N-(6-clorobenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (48) — Rendimento: 61%; Aspecto: pd branco
amorfo; Re: 0,5, Rr: 1,86 min; Grau de pureza: 99%; Pg: 269-270 °C. ATR-1V
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(transmitancia/cm?): 3064 (N-H); 1684 ,(C=0); 1623 ,(C=Ceno); 1099 ,(Car=Ca); 988 (S
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 6,98 (d, 1H, J= 15.92, CHeno); 7,46-7,51 (m, 4H, CHa,);
7,66-7,68 (m, 2H, CHa/); 7,75 (d, 1H, J= 8,94, CHa/); 7,8 (d, 1H, J= 15,97, CHeno); 8,14 (d,
1H, J=1,76, CHa/); 12,71 (brs, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-dg) 0 119,7 (Car); 121,91
(Car); 122,22 (Ceno); 126,96 (Car); 128,08 (Car); 128,63 (Car—Car); 129,59 (Car—Car); 131,07
(C-Cl); 133,86 (Cy); 134,61 (Cq); 143,82 (Ceno); 148,05 (Cq); 159,38 (C=0); 164,68 (C=N).
Ci6H11CIN2OS: 314,03 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 315,1 (100%); 185,0 1,4%); 131,3
(4,6%).

REFERENCIA: (AMNERKAR; BHUSARI, 2010; JAIN etal., 2012).
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(E)-N-(4-clorobenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (49) — Rendimento: 79%; Aspecto: pd rosa
palido amorfo; Rg: 0,42; Ry: 1,75 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 127-128 °C. ATR-IV
(transmitancia/cm?): 3111 (N-H); 1686 ,(C=0); 1619 ,(C=Ceno); 1071 (Car=Ca); 981 (S-
C). RMN H (300 MHz, DMSO-ds) & 6,93 (d, 1H, J= 15.93, CHeno); 7,27 (t, 1H, CHa,); 7,44-
7,52 (m, 4H, CHa); 7,63-7,66 (m, 2H, CHa\); 7,78 (d, 1H, J= 15,92, CHeno); 7,98 (dd, 1H, J=
7,98; 1,2, CHa/); 12,44 (brs, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) 6 120,68 (Ceno); 121,17
(Car); 124,47 (C—CI); 124,6 (Car); 126,47 (Car); 128,53 (CarCar); 129,55 (CarCar); 130,87
(Cq); 133,92 (Car); 134,79 (Cy); 143,24 (Ceno); 146,26 (Cq); 160,7 (C=0); 165,47 (C=N).
C16H11CIN,OS: 314,03 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 315,1 (100%); 185,1 (1,4%); 131,2
(7,1%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-bromobenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (50) — Rendimento: 66%; Aspecto: pd branco
amorfo; Rg: 0,62; Ry: 2,06 min; Grau de pureza: 99%,; Pp: 315-316 °C. ATR-1V
(transmitancia/cm™): 3162 ,(N-H); 1684 ,(C=0); 1626 ,(C=Ce¢no); 1085 (Car=Car); 989 (S—

Br
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C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 7,12 (d, 1H, J= 15.93, CHeno); 7,45-7,51 (m, 3H, CHa));
7,57 (dd, 1H, J=8,6; 1,9, CHa/); 7,65-7,68 (m, 2H, CHa,); 7,73 (d, 1H, J= 14,43, CHa/); 7,8
(d, 1H, J= 15,90, CHeno); 8,26 (d, 1H, J= 2,04, CHa,); 12,85 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75
MHz, DMSO-dg) 6 115,94 (C-Br); 119,89 (Car); 122,63 (Ceno); 124,71 (Car); 128,63 ((Car)3);
129,58 (Car—Char); 131,04 (Cg); 134,38 (Cq); 134,66 (Car); 143,65 (Ceno); 148,45 (Cy); 159,29
(C=0); 164,79 (C=N). CisH1:BrN,OS: 357,98 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 361,0
(100%): 228,9 (1,3%); 131,2 (5,4%).

REFERENCIA: INEDITA.

OO0

(E)-N-(6-(trifluorometil)benzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (51) — Rendimento: 65%; Aspecto:
p6 branco amorfo; Re: 0,8; Ry: 2,08 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 193-194 °C. ATR-IV
(transmitancia/cm): 3066 (N-H); 1686 ,(C=0); 1628 ,(C=Ceno); 1055 (Car=Cay); 982 \(S-
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) 6 6,97 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,46-7,53 (m, 4H, CHa,);
7,64-7,69 (m, 2H, CHay); 7,83 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,92 (d, 1H, J= 8,47, CHa); 8,51 (s,
1H, CHa,); 12,83 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) 6 119,56 (Car); 121,40 (Ceno);
124,41 (CF3); 128,68 (Car Car); 129,61 ((Cars); 131,14 (Cq); 132,71 (Cq); 134,55 (Ca));
144,15 (Car); 146,14 (Ceno); 148,72 (C,); 151,89 (C,); 161,78 (C=0); 164,88 (C=N).
Ci7H11FaN,0S: 348,05 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 349,1 (100%); 131,3 (3,3%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(4-metilbenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (52) — Rendimento: 68%; Aspecto: pé amarelo
intenso amorfo; Re: 0,4; Ry: 1,71 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 120-121 °C. ATR-1V
(transmitancia/cm?): 3175 ((N-H); 1650 ,(C=0); 1616 (C=Ceno); 1078 (Car=Car); 979 (S-
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 2,59 (s, 3H, CHa); 6,97 (d, 1H, J= 15.83, CHeno); 7,18
(m, 2H, CHay); 7,46-7,51 (m, 3H, CHa(); 7,64-7,67 (m, 2H, CHa(); 7,76-7,81 (m, 2H, CHar €
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CHeno); 12,69 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) & 18,43 (CHs): 119,56 (Ca):
119,90 (Car); 124,01 (Ceno); 127,09 (Car); 128,55 (CarCar); 129,59 (Car—Car); 130,29 (Cy):
130,97 (Cy); 131,81 (C-CHs); 134,67 (Car); 143,29 (Ceno); 148,23 (Cy); 157,67 (C=0); 164,43
(C=N). CyyHuN;0S: 294,08 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 295,1 (100%); 165,1 (2,4%):
131,2 (1,5%).

REFERENCIA: INEDITA.

L0

(E)-N-(6-metilbenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (53) — Rendimento: 80%; Aspecto: p6 amarelo
palido amorfo; Re: 0,37; Ry: 1,52 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 265-266 °C. ATR-1V
(transmitancia/cm): 3060 (N-H); 1684 ,(C=0); 1625 ,(C=Ceno); 1069 ,(Car=Ca); 983 (S
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 2,41 (s, 3H, CHa); 6,95 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,25
(dd, 1H, J=8,19; 1,3, CHa); 7,45-7,52 (m, 3H, CHa,); 7,62-7,67 (m, 3H, CHa/); 7,75-7,8 (m,
2H, CHar € CHeno); 12,49 (br s, 1H, NH). RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds) 6 21,46 (CHs); 119,97
(Car); 120,64 (Car); 121,75 (Ceno); 127,92 (Car); 128,56 (Car—Car); 129,57 (Car—Car); 130,94
(Cq); 132,31 (Cy); 133,52 (C-CHgz); 134,68 (Car); 143,4 (Ceno); 147,13 (Cy); 157,66 (C=0);
164,38 (C=N). C17H14aN20S: 294,08 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 295,1 (100%); 165,1
(2,8%); 131,2 (1,3%).

REFERENCIA: (AMNERKAR; BHUSARI, 2010).

pes 2 AYe

(E)-N-(5,6-dimetilbenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (54) — Rendimento: 86%; Aspecto: po
marrom péalido amorfo; Re: 0,42; Rr: 1,87 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 219-220 °C. ATR-1V
(transmitancia/cm?): 3138 ((N-H); 1663 ,(C=0); 1620 ,(C=Ceno); 1046 (Car=Ca); 987 (S
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) 6 2,31 (s, 6H, (CHs)2); 6,94 (d, 1H, J= 15,92, CHeno); 7,45-
7,49 (m, 3H, CHay); 7,55 (s, 1H, CHa); 7,63-7,66 (m, 2H, CHay); 7,71 (s, 1H, CHa(); 7,76 (d,
1H, J= 15,92, CHeno); 12,46 (br s, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 20,01 (CHs);
20,16 (CHs); 120,0 (Car); 121,36 (Ceno); 121,89 (Car); 128,54 (CarCar); 129,53 (Cq); 129,56



85

(CarCar); 130,92 (Cy); 132,91 (Cay); 134,69 (C—CHs); 135,26 (C—CHs); 143,3 (Ceno); 147,71
(Cy); 157,58 (C=0); 164,28 (C=N). C1sH1sN-0S: 308,1 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*)
309,1 (100%); 179,1 (3,3%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-(terc-butil)benzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (55) — Rendimento: 57%; Aspecto: pé
amarelo palido amorfo; Re: 0,46; Ry: 1,29 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 173-174°C. ATR-1V
(transmitancia/cm): 2959 (N-H); 1693 ,(C=0); 1616 (C=Ceno); 1084 ,(Car=Car); 921 (S
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,33 (s, 9H, (CHa)s3); 6,96 (d, 1H, J= 15,8, CHeno); 7,64-
7,73 (m, 6H, CHa/); 7,78 (d, 1H, J= 15,73, CHeno); 7,96 (S, 1H, CHa/); 7,99 (s, 1H, CHay);
12,52 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 31,88 ((CHz3)3); 35,15 (Crerc); 110,03
(Car); 118,25 (Ceno); 124,4 (Car); 124,97 (Car); 127,85 (Car); 128,57 (Car); 128,66 (Car); 129,36
(Can); 129,59 (Car); 130,68 (Cq); 134,67 (Cq); 141,87 (Ceno); 143,24 (C—Crerc); 158,06 (Cq);
164,37 (C=0); 168,03 (C=N). CxH2N-0S: 336,13 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 337,1
(100%); 207,2 (2,5%); 131,2 (5,6%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-metoxibenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (56) — Rendimento: 80%; Aspecto: pd
amarelo intenso; Rg:0,82; Rr: 1,14 min; Grau de pureza: 96%; Pg: 259-261 °C. ATR-1V
(transmitancia/cm?): 3165 ((N-H); 1681 ,(C=0); 1621 ,(C=Ceno); 1058 (Car=Car); 998 (S
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 3,81 (s, 3H, CHs); 6,94 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,04
(dd, 1H, J=8,84; 2,42, CHay); 7,46-7,5 (m, 3H, CHa,); 7,58 (d, 1H, J= 2,4, CHa/); 7,64-7,67
(m, 3H, CHa/); 7,77 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 12,46 (brs, 1H, NH). RMN *C (75 MHz, DMSO-
de) 0 56,11 (CHa); 105,20 (Car); 115,41 (Car); 119,95 (Car); 121,62 (Ceno); 128,55 (CarCar);
128,65 (Cq); 129,57 (CarCar); 130,93 (Cq); 133,49 (Cq); 134,70 (Car); 143,29 (Ceno); 156,47
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(C-OCHs); 156,65 (C=0); 164,25 (C=N). C17H1N,02S: 310,08 g/mol; LRMS (ESI*): m/z
(IM+H]*) 311,1 (100%); 181,1 (4,2%); 131,2 (1,2%).
REFERENCIA: (RAWAT; QURAISHI, 2003).
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(E)-N-(6-etoxibenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (57) — Rendimento: 72%; Aspecto: pé laranja
intenso amorfo; Rg: 0,35; Ry: 1,46 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 222-223 °C. ATR-IV
(transmitancia/cm™): 3176 ,(N-H); 1683 ,(C=0); 1623 ,(C=Ceno); 1061 (Car=Car); 977 «(S—
C). RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 1,35 (t, 3H, J= 6,9, CHs); 4,07 (g, 2H, J= 6,95, OCH,);
6,94 (d, 1H, J=15.83, CHeno); 7,02 (dd, 1H, J=8,66; 2,4, CHa(); 7,45-7,47 (m, 3H, CHa(); 7,56
(d, 1H, J= 2,42, CHar); 7,62-7,67 (m, 3H, CHar); 7,77 (d, 1H, J= 15,83, CHa); 12,44 (br s,
1H, NH). RMN 33C (75 MHz, DMSO-dg) ¢ 15,15 (CHs); 64,09 (CH,); 105,87 (Car); 115,76
(Car); 120,0 (Ceno); 121,60 (Car); 128,54 (CarCar); 129,57 (Car—Car); 129,63 (Cq); 130,91
(Car); 133,48 (Cq); 133,48 (Cq); 143,26 (Ceno); 155,87 (C—-OCH,CHs); 156,45 (C=0); 164,24
(C=N). CigH1sN20,S: 324,09 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*); 325,1 (100%); 195,1
(2,3%); 131,3 (1,3%).

REFERENCIA: INEDITA.

O O

(E)-N-(4-metoxibenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (58) — Rendimento: 70%; Aspecto: pé
amarelo palido amorfo; Re: 0,65; Ry: 1,17 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 132-134°C. ATR-1V
(transmitancia/cm?): 3245 (N-H); 1670 ,(C=0); 1628 (C=Ceno); 1045 \(Car=Ca); 972 ,(S-
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 3,92 (s, 3H, CHa); 6,9 (d, 1H, J= 15.73, CHeno); 7,0 (d,
1H, J=7.99, CHas); 7,26 (t, 1H, J= 8,0, CHa/); 7,45-7,49 (m, 3H, CHa(); 7,54 (d, 1H, J= 8,0,
CHar); 7,64-7,67 (m, 2H, CHa,); 7,79 (d, 1H, J= 15,73, CHeno); 12,72 (brs, 1H, NH). RMN 13C
(75 MHz, DMSO-ds) ¢ 56,31 (CHa3); 108,17 (Car); 113,99 (Car); 125,03 (Ceno); 128,57 (Car
Car); 129,57 (CarCar); 130,97 (Cg); 133,52 (Cq); 134,64 (Car); 139,04 (Cq); 143,46 (Ceno);
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152,33 (Cg); 156,95 (C=0); 164,3 (C=N). Ci7H1N:0,S: 310,08 g/mol; LRMS (ESI*): m/z
([M+H]*) 311,1 (100%); 181,1 (4,2%); 131,2 (1,2%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(5,6-dimetoxibenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (59) — Rendimento: 68%; Aspecto: po
amarelo intenso amorfo; Re: 0,42; Ry: 0,94 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 140-141 °C. ATR-
IV (transmitancia/cm™): 3153 (N-H); 1679 ,(C=0); 1626 (C=Ceno); 1030 ,(Car=Ca); 977 ,(S—
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 3,82 (d, 6H, J= 5,49, CHs); 6,96 (d, 1H, J= 15.8, CHeno);
7,31 (s, 1H, CHay); 7,45-7,51 (m, 3H, CHAa/); 7,56 (s, 1H, CHay); 7,64-7,69 (m, 2H, CHar); 7,75
(d, 1H, J= 15,8, CHeno); 12,42 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) & 56,19 (OCHb);
56,42 (OCHs); 103,98 (Car); 120,02 (Car); 123,64 (Ceno); 128,52 (Car—Car); 129,36 (Cq); 129,57
(Car—Car); 130,88 (Cq); 134,68 (Car); 143,12 (Ceno); 143,19 (Cy); 147,48 (C-OCHjs); 149,43
(C-OCHa); 156,94 (C=0); 163,99 (C=N). CigH1sN205S: 340,09 g/mol; LRMS (ESI*): m/z
([M+H]*) 341,1 (100%); 211,1 (1,7%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-hidroxibenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (60) — Rendimento: 98%; Aspecto: po
amarelo amorfo; Rg: 0,35; Ry 0,73 min; Grau de pureza: 97%; Pg: 272-273 °C. ATR-1V
(transmitancia/cm®): 3320 s(O-H); 3149 (N-H); 1664 ,(C=0); 1604 (C=Ceno); 1020
W(Car=Car); 918 (S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 6,87-6,89 (m, 1H, CHa/); 6,93 (d,
1H, J= 15,8, CHeno); 7,3 (S, 1H, CHa)); 7,45-7,49 (m, 3H, CHa/); 7,55 (d, 1H, J= 8,66, CHa/);
7,62-7,68 (m, 2H, CHa); 7,75 (d, 1H, CHeno); 9,56 (br s, 1H, OH); 12,39 (br s, 1H, NH). RMN
13C (75 MHz, DMSO-ds) 6 107,24 (Car); 116,03 (Car); 120,3 (Car); 121,9 (Ceno); 128,81 (Cay);
129,86 (Car—Car); 131,18 (Car—Car); 133,76 (Cq); 134,4 (Cq); 142,51 (Ceno); 143,4 (Cq); 154,97

HO
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(C-OH); 155,83 (C=0); 164,39 (C=N). CisH1N20,S: 296,06 g/mol; LRMS (ESI*): m/z
([M+H]*) 297,1 (100%); 167,0 (3,8%); 131,1 (4,9%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(4-hidroxibenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (61) — Rendimento: 98%; Aspecto: po
amarelo amorfo; Rg: 0,32; Ry: 0,84 min; Grau de pureza: 96%; Pg: 272-273 °C. ATR-1V
(transmitancia/cm®): 3324 5(O-H); 3182 (N-H); 1687 ,(C=0); 1629 (C=Ceno); 1053
W(Car=Car); 931 (S5—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) 06,84 (d, 1H, J= 7,91, CHa/); 6,94 (d,
1H, J= 15,83, CHeno); 7,11 (t, 1H, J= 7,91, CHa); 7,38 (d, 1H, J= 7,91, CHa); 7,45-7,5 (m,
3H, CHa); 7,64-7,67 (m, 2H, CHa\); 7,78 (d, 1H, J= 15,73, CHeno); 9,79 (br s, 1H, OH); 12,61
(br s, 1H, NH). RMN 22C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 112,18 (Ca); 112,68 (Car); 120,37 (Ceno);
125,44 (Car); 128,94 (CarCar); 129,96 (CarCar); 131,33 (Cy); 134,21 (Car); 135,07 (Cy);
138,88 (Ceno); 143,67 (Cqy); 150,84 (C-OH); 156,44 (C=0); 164,65 (C=N). CisH12N2OS:
296,06 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 297,1 (100%); 167,0 (3,6%); 131,1 (4,5%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(5,6-di-hidroxibenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (62) — Rendimento: 99%; Aspecto: pd
amarelo amorfo; Re: 0,33; Ry: 0,64 min; Grau de pureza: 97%; Pg: 272-273 °C. ATR-IV
(transmitancia/cm®): 3177 5(O-H); 1676 ,(C=0); 1604 ,(C=Ceno); 1059 ,(Car=Car); 943 ,(S—
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) 6 7,45 (d, 1H, J= 15,64, CHeno); 7,59 (s, 1H, CHay); 7,72
(s, 1H, CHa); 7,89-7,92 (m, 3H, CHay); 7,95 (brs, 1H, OH); 7,96-8,04 (m, 2H, CHa); 8,09 (d,
1H, CHeno); 9,23 (br s, 1H, OH); 12,68 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 106,36
(Car); 120,44 (Ceno); 122,18 (Car); 129,18 (Car—Car); 129,72 (CarCar); 133,27 (Cq); 134,81
(Car); 141,03 (Ceno); 142,02 (Cq); 142,54 (C-OH); 143,97 (C-OH); 145,62 (C,); 155,48 (C=0);

HO



89

163,15 (C=N). C1sH12N,0sS: 312,06 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 313,1 (100%); 274,3
(1,2%): 208,9 (10,6%); 182,9 (3,6%): 131,1 (8,6%).
REFERENCIA: INEDITA.

OO

(E)-N-(6-nitrobenzo[d]tiazol-2-il)cinamamida (63) — Rendimento: 70%; Aspecto: p6 amarelo
palido amorfo; Re: 0,57; Rr: 1,34 min; Grau de pureza: 96%; Pg: 269-270 °C. ATR-1V
(transmitancia/cm?): 3160 (N-H); 1683 ,(C=0); 1598 (C=Ceno); 1051 (Car=Ca); 996 (S
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 6,97 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,47-7,48 (m, 3H, CHa));
7,66-7,69 (m, 2H, CHa/); 7,84 (d, 1H, J= 15,8, CHeno); 7,91 (d, 1H, J= 8,94, CHa/); 8,28 (dd,
1H, J=8,28; 2,37, CHa); 9,06 (d, 1H, J= 2,32, CHa); 12,98 (s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz,
DMSO-ds) 6 119,37 (Car); 119,52 (Ceno); 121,06 (Car); 122,26 (Car); 128,73 (Car—Car); 129,62
(Car—Car); 131,24 (Car); 132,86 (Cq); 134,49 (Cy); 143,45 (Ceno); 144,47 (C-NOy); 154,05 (Cy);
164,11 (C=0); 165,05 (C=N). C16H11N303S: 325,05 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 326,0
(100%); 301,2 (2,4%); 279,1 (3,3%); 251,0 (2,8%); 217,1 (2,9%); 195,0 (2,0%); 149,2 (2,8%);
131,3 (15,5%).

REFERENCIA: (AMNERKAR; BHUSARI, 2010; JAIN et al., 2012).
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(E)-N-(benzo[d]tiazol-2-il)-3-(4-(terc-butil)fenil)acrilamida (64) — Rendimento: 72%;
Aspecto: po rosa palidoamorfo; Re: 0,37; Ry: 3,12 min; Grau de pureza: 96%; Pg: 214-215°C.
ATR-IV (transmitancia/cm™): 2954 ,(N-H); 1677 ,(C=0); 1622 ,(C=Ceno); 1071 (Car=Car);
985 (S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,29 (s, 9H, (CH3)3); 6,92 (d, 1H, J= 15.73,
CHeno); 7,31 (t, 1H, J= 7,35, CHa)); 7,42-7,5 (m, 3H, CHa,); 7,58-7,6 (m, 2H, CHa(); 7,74-7,79
(m, 2H, CHar & CHeno): 7,99 (d, 1H, CHa,); 12,53 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-
de) 0 31,36 ((CHa)3); 35,11(Crerc); 119,01 (Car); 120,98 (Ceno); 122,15 (Car); 124,00 (Car); 126,4
(Car—Car); 126,48 (Car); 128,46 (Ca—Car); 131,97 (Cq); 132,16 (Cg); 143,46 (Cy); 149,16
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(Ceno); 153,97 (Cy); 158,58 (C=0); 164,65 (C=N). CH2N,0S: 336,13 g/mol; LRMS (ESI*):
m/z ([M+H]*) 337,1 (100%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(6-fluorobenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (65) - Rendimento:
67%; Aspecto: pd laranja intenso amorfo; Re: 0,52; Rr: 3,59 min; Grau de pureza: 95%; Pe:
240-241 °C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 2959 ,(N-H); 1693 ,(C=0); 1674 ,(C=Ceno); 1084
W(Car=Car); 978 ,(S—C). RMN H (300 MHz, DMSO-ds) 01,29 (s, 9H, (CHs)3); 6,91 (d, 1H, J=
15,64, CHeno); 7,29 (td, 1H, J=9,0; 2,61, CHa/); 7,48 (d, 2H, J= 8,38, CHa/); 7,59 (d, 2H, J=
8,38, CHar); 7,74-7,79 (m, 2H, CHar € CHeno); 7,9 (dd, 1H, J=8,7; 2,56, CHa,); 12,65 (br s,
1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-dg) d 31,35 ((CHs)3); 35,12 (Cierc); 108,43 (Car); 108,79
(Car); 118,83 (Car); 122,13 (Ceno); 126,40 (Car—Car); 128,48 (Car—Car); 131,93 (Cg); 133,33
(Cq); 133,48 (Cq); 145,57 (Ceno); 154,0 (Cq); 157,52 (C-F); 160,7 (C=0); 164,7 (C=N).
C20H1sFN20S: 354,12 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 355,1 (100%); 131,2 (1,0%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(4,6-difluorobenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (66) — Rendimento:
66%; Aspecto: pé branco amorfo; Re: 0,57; Rr: 1,58 min; Grau de pureza: 95%; Pr: 203-204
°C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 3198 (N-H); 1679 (C=0); 1623 (C=Ceno); 1021
«(Car=Car); 947 (S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) J 1,165 (s, 9H, CHs)s; 6,92 (d, 1H, J=
15,92, CHeno); 7,32-7,40 (m, 1H, CHa); 7,46-7,51 (m, 2H, CHa,); 7,65-7,68 (m, 2H, CHa/);
7,79-7,84 (m, 2H, CHar € CHeno); 12,82 (br s, 1H, NH). RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 31,36
(CHa)3; 35,11 (Crerc); 101,95 (Car); 104,27 (Car); 104,63 (Cq); 119,02 (Ceno); 128,15 (CarCar);
129,09 (Car—Car); 130,61 (Cq); 134,6 (Cy); 134,89 (C—Cierc); 143,5 (Ceno); 155,48 (C-F); 158,32
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(C—F); 158,61 (C=0); 164,23 (C=N). CyHisF2N,0S: 372,11 g/mol; LRMS (ESI*): m/z
([M+H]*) 373,1 (100%); 131,2 (5,1%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(6-clorobenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (67) — Rendimento: 68%;
Aspecto: p6 branco amorfo; Re: 0,55; Ry: 1,88 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 265-266 °C.
ATR-IV (transmitancia/cm™): 3063 ((N-H); 1677 (C=0); 1627 ,(C=Ceno); 1096 ,(Car=Ca);
979 (S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 1,29 (s, 9H, (CHs)3); 6,91 (d, 1H, J= 15,92,
CHeno); 7,43-7,50 (m, 3H, CHay); 7,57-7,6 (m, 2H, CHa,); 7,73-7,79 (m, 2H, CHar € CHeno);
8,13 (s, 1H, CHa(); 12,60 (br s, 1H, NH). RMN 1C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 31,35 ((CH3)3);
35,12 (Cerc); 118,83 (Car); 121,88 (Car); 122,16 (Ceno); 126,41 (Car—Car); 126,91 (Cy); 128,02
(Car); 128,49 (Ca—Car); 131,92 (Cq); 133,88 (Cq); 143,68 (Ceno); 148,06 (Cq); 154,03 (C-ClI);
159,5 (C=0); 164,82 (C=N). C2H19CIN,0S: 370,09 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 371,1
(100%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(4-clorobenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (68) — Rendimento: 86%;
Aspecto: po rosa palido amorfo; Rg: 0,52; Ry: 1,8 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 94-95 °C.
ATR-IV (transmitancia/cm™): 3479 (N-H); 1676 ,(C=0); 1616 (C=Ceno); 1071 (Car=Cay);
972 (S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,29 (s, 9H, (CHs)3); 6,89 (d, 1H, J= 15,73,
CHeno); 7,3 (t, 1H, CHar); 7,39-7,45 (m, 1H, CHAay); 7,48-7,55 (m, 2H, CHa/); 7,57-7,62 (m, 2H,
CHar); 7,78 (d, 1H, J= 15,72, CHeno); 7,98 (dd, 1H, J=7,83; 0,9, CHa/); 12,98 (br s, 1H, NH).
RMN 23C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 31,35 ((CHs3)3); 35,14 (Crerc); 118,94 (Ceno); 121,34 (Car);
124,75 (CarCar); 126,43 (CarCar); 126,64 (C—Cl); 128,49 (Car); 131,91 (Car); 133,78 (Cy);
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143,76 (Ceno); 146,08 (Cg); 154,06 (Cg); 159,90 (C—Crerc); 164,96 (C=0); 171,14 (C=N).
CaoH1oCIN20S: 370,09 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 371,2 (100%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-bromobenzo[d]tiazol-2-il)-3-(4-(terc-butil)fenil)acrilamida (69) — Rendimento:
72%; Aspecto: pé laranja intenso amorfo; Rg: 0,31; Ry: 2,05 min; Grau de pureza: 96%; Pe:
220-221 °C. ATR-IV (transmitancia/cm™): 3060 (N-H); 1678 ,(C=0); 1625 ,(C=Ceno); 1082
W(Car=Car); 979 y(S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) 01,29 (s, 9H, (CHs)3); 6,91 (d, 1H, J=
15,83, CHeno); 7,48-7,50 (m, 2H, CHay); 7,56-7,61 (m, 3H, CHay); 7,69 (d, 1H, J= 8,66, CHa/);
7,77 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 8,27 (d, 1H, J= 1,86, CHa,); 12,62 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75
MHz, DMSO-ds) 0 31,35 ((CHz3)3); 35,13 (Crerc); 115,93 (Car); 118,78 (Car); 122,58 (Ceno);
124,72 (Car—Car); 126,41 (CaCar); 128,50 (Cq); 129,62 (Car); 131,91 (C,); 134,38 (Cy);
143,73 (Ceno); 148,50 (Cq); 154,06 (C-Br); 154,06 (C=0); 164,80 (C=N). CxH:19BrN,OS:
414,04 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 417,1 (100%); 187,2 (1,7%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(6- (trifluorometil)benzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (70) -
Rendimento: 78%; Aspecto: po laranja palido amorfo; Re: 0,45; Ry: 2,48 min; Grau de pureza:
99%; Pg: 235-236 °C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 3067 (N-H); 1685 ,(C=0); 1626
v(C=Ceno); 1057 (Car=Car); 972 (S—-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) 0 1,31 (s, 9H, (CHa)3);
6,93 (d, 1H, J= 15,92, CHeno); 7,49-7,52 (m, 3H, CHa/); 7,61 (d, 2H, J= 8,19, CHa(); 7,76-7,81
(m, 1H, CHar € CHeno); 8,15 (s, 1H, CHa,); 12,63 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-
de) 0 31,56 ((CHa)3); 35,33 (Cterc); 119,04 (Car); 119,14 (Ceno); 122,09 (Car); 122,37 (Car);
126,62 (CarCar); 127,12 (CFs); 128,23 (C-CFs3); 128,70 (CarCar); 132,13 (Cq); 134,09 (Cy);
143,89 (Ceno); 148,27 (C—Crerc); 154,24 (Cy); 159,71 (C=0); 165,03 (C=N). Ca1H1oF3N,OS:
404,12 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 405,1 (100%); 218,2 (2,3%); 188,3 (3,1%).

FC
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REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(4-metilbenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (71) — Rendimento: 78%;
Aspecto: p6 branco amorfo; Rg: 0,35; Rr: 1,74 min; Grau de pureza: 97%; Pg: 129-130 °C.
ATR-IV (transmitancia/cm™): 2960 ,(N-H); 1651 ,(C=0); 1614 ,(C=Ceno); 1076 ,(Car=Ca);
982 ,(S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,29 (s, 9H, (CHs)3); 2,58 (s, 3H, CHs); 6,93 (d,
1H, J= 15,83, CHeno); 7,17-7,27 (m, 2H, CHa); 7,46-7,49 (m, 2H, CHa/); 7,56-7,59 (m, 2H,
CHar); 7,75 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,8 (s, 1H, CHa(); 12,62 (br s, 1H, NH). RMN 13C (75
MHz, DMSO-ds) 0 18,41 (CHs); 31,35 ((CHs)s); 35,1 (Crerc); 119,05 (Car); 119,53 (Car); 123,96
(Ceno); 126,39 (CarCar); 127,07 (Cq); 128,41 (CarCar); 130,25 (Cq); 131,81 (Cq); 131,98 (C—-
CHa); 143,35 (Ceno); 148,24 (Cy); 153,94 (Car); 157,7 (C=0); 164,57 (C=N). CxH2.N,0S:
350,15 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 351,2 (100%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(6-metilbenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (72) — Rendimento: 64%;
Aspecto: p6 branco amorfo; Re: 0,46; Ry: 4,28 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 228-229 °C.
ATR-IV (transmitancia/cm™): 2955 ,(N-H); 1676 ,(C=0); 1621 ,(C=Ceno); 1062 ,(Car=Ca);
983 (S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,29 (s, 9H, (CH3)3); 2,41 (s, 3H, CH3); 6,91 (d,
1H, J= 15,83, CHeno); 7,25 (dd, 1H, J=8,05; 1,3, CHa/); 7,44-7,5 (m, 2H, CHa,); 7,57-7,65 (m,
3H, CHap); 7,74 (d, 2H, CHar € CHeno); 12,41 (brs, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-ds)
0 21,44 (CHa); 31,36 ((CHs)3); 35,11 (Crerc); 119,08 (Car); 120,63 (Car); 121,74 (Ceno); 126,39
(CarCar); 127,91 (Cy); 128,44 (CarCar); 131,98 (Cq); 132,31 (Cy); 133,47 (C—CHa); 143,29
(Ceno); 147,14 (Cy); 153,94 (Car); 157,7 (C=0); 164,53 (C=N). CxnH2N0S: 350,15 g/mol;
LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 351,2 (100%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(5,6-dimetilbenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (73) — Rendimento:
68%; Aspecto: p6 amarelo palido amorfo; Re: 0,36; Rr: 1,86 min; Grau de pureza: 97%; Pe:
139-140 °C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 2963 ,(N-H); 1662 ,(C=0); 1613 ,(C=Ceno); 1048
W(Car=Car); 979 y(S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) 01,29 (s, 9H, (CHs)3); 2,32 (d, 6H, J=
2,6, (CHs)2); 6,9 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,48 (d, 2H, J= 8,36, CHa(); 7,57 (t, 3H, J= 7,26,
CHar); 7,7-7,76 (m, 2H, CHAr € CHeno); 12,4 (br s, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-dg) 6
20,01 (CHs); 20,16 (CHs3); 31,36 ((CHa)3); 35,11 (Crerc); 119,14 (Car); 121,34 (Ceno); 121,91
(Car); 126,4 (Car—Car); 128,43 (CarCar); 129,52 (Cy); 131,99 (C—CHa); 132,88 (C-CHy);
135,26 (Cq); 143,19 (Ceno); 147,72 (Cq); 153,91 (Cq); 157,75 (C=0); 164,42 (C=N).
C2H24N20S: 364,16 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 365,2 (100%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-(terc-butil)benzo[d]tiazol-2-il)-3-(4-(terc-butil)fenil)acrilamida (74) — Rendimento:
69%; Aspecto: p6 amarelo pélido amorfo; Re: 0,56; Ry: 1,19 min; Grau de pureza: 98%; Pe:
202-203 °C. ATR-IV (transmitancia/cm™): 2960 (N-H); 1687 ,(C=0); 1627 (C=Ceno); 1108
A(Ca=Car); 905 ,(S—C). RMN H (300 MHz, DMSO-ds) 6 1,29 (s, 12H, (CHs)s); 1,30 (s, 6H,
(CHs),); 6,89 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,45-7,49 (m, 2H, CHa(); 7,55-7,58 (m, 2H, CHa(); 7,61
(s, 1H, CHa,); 7,69 (d, 1H, J= 15,55, CHeno); 7,94 (s, 1H, CHa/); 8,45 (s, 1H, CHa,); 10,12 (br
s, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-ds) J 31,36 ((CHs)3); 31,90 ((CHa)3); 34,12 (Crert);
35,12 (Crerc); 119,71 (Cay); 120,24 (Ceno); 123,68 (Car); 124,24 (Car); 126,37 (CarCar); 128,38
(CarCar); 129,36 (Cq); 132,12 (Cq); 145,74 (Ceno); 146,67 (Cq—Cierc); 153,75 (Cq); 157,43 (Cq—
Crerc); 164,92 (C=0); 173,25 (C=N). C2sHzN,0S: 392,19 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*)
393,1 (100%); 206,2 (2,6%); 188,1 (6,7%).

REFERENCIA: INEDITA.



95

O

SO

0]

(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(6-metoxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (75) - Rendimento:
73%; Aspecto: poé laranja palido amorfo; Re: 0,36; Rr: 2,92 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 221-
222 °C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 2950 (N-H); 1683 ,(C=0); 1626 (C=Ceno); 1060
W(Car=Car); 993 (S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,29 (s, 9H, (CHs)3); 3,81 (s, 3H,
CHs); 6,9 (d, 1H, J= 15,73, CHeno); 7,03 (dd, 1H, J=8,84; 2,4, CHa,); 7,47-7,5 (m, 2H, CHa));
7,57-7,59 (m, 3H, CHay); 7,65 (d, 1H, J= 8,84, CHa/); 7,74 (d, 1H, J= 15,73, CHeno); 12,42 (br
s, 1H, NH). RMN %3C (75 MHz, DMSO-ds) 0 31,36 ((CHz)3); 35,1 (Crerc); 56,12 (CHs); 105,21
(Car); 115,38 (Car); 119,09 (Car); 121,59 (Ceno); 126,39 (Car—Car); 128,42 (Car—Car); 132,00
(Cq); 133,49 (Cy); 143,16 (Cy); 143,29 (Ceno); 153,9 (Cq); 156,53 (C-OCHs); 156,63 (C=0);
164,39 (C=N). C21H2N-0,S: 366,14 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]") 367,2 (100%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(6-etoxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (76) — Rendimento: 86%;
Aspecto: p6 marrom intenso amorfo; Re: 0,4; Rt: 4,05 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 216-217
°C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 2949 (N-H); 1673 (C=0); 1602 (C=Ceno); 1039
W(Car=Car); 977 (S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 1,29 (s, 9H, (CHz3)3); 1,35 (t, 3H, J=
6,98, CHa); 4,07 (q, 2H, J= 6,98, OCHy); 6,9 (d, 1H, J= 15.73, CHeno); 7,02 (dd, 1H, J=8,8;
2,4, CHa)); 7,44-7,49 (M, 2H, CHay); 7,55-7,57 (M, 2H, CHa); 7,59 (s, 1H, CHa); 7,63 (d, 1H,
J=8,8, CHay); 7,73 (d, 1H, J= 15,73, CHa(); 12,43 (br s, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-
de) 0 15,15 (CHs); 31,35 ((CHa)3); 35,1 (Crerc); 64,07 (CHy); 105,84 (Car); 115,74 (Car); 119,7
(Ceno); 121,58 (Car); 126,39 (CarCar); 128,42 (Ca—Car); 132,0 (Cq); 133,47 (Cg); 143,15
(Ceno); 143,2 (Cg); 153,89 (Cgy); 155,84 (C-OCH.CHs); 156,5 (C=0); 164,38 (C=N).
C22H24N20,S: 380,16 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 381,2 (100%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(4-metoxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (77) - Rendimento:
73%; Aspecto: p6 amarelo palido amorfo; Rg: 0,83; Rt: 2,99 min; Grau de pureza: 98%; Pe:
199-200 °C. ATR-IV (transmitancia/cm™): 2958 ,(N-H); 1678 ,(C=0); 1625 ,(C=Ceno); 1050
W(Car=Car); 982 (S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,28 (s, 9H, (CHs)3); 3,92 (s, 3H,
CHs); 6,86 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 6,99 (d, 1H, J= 8,0, CHa/); 7,25 (t, 1H, J= 7,96, CHa));
7,49 (t, 3H, J= 8,02, CHa); 7,56 (t, 2H, J= 7,96, CHa/); 7,75 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 12,66
(brs, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) 0 31,34 ((CHz3)3); 35,09 (Crerc); 56,29 (CH3);
108,14 (Car); 113,97 (Car); 118,97 (Ceno); 124,99 (Car); 126,38 (CarCar); 128,44 (Car—Car);
131,94 (Cy); 133,52 (Cy); 139,04 (Cq); 143,33 (Ceno); 152,30 (Cq); 153,94 (C-OCHs); 157,0
(C=0); 164,44 (C=N). CxnH»N,0,S: 366,14 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]") 367,2
(100%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(5,6-dimetoxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (78) — Rendimento:
70%; Aspecto: p6 amarelo pélido amorfo; Re: 0,46; Ry: 0,93 min; Grau de pureza: 99%; Pe:
130-131 °C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 3158 (N-H); 1678 ,(C=0); 1628 (C=Ceno); 1039
W(Car=Car); 852 ,(S—C). RMN H (300 MHz, DMSO-ds) 0 1,35 (s, 9H, (CHs)3); 3,88 (d, 6H, J=
5,68, CHs); 6,97 (d, 1H, J= 15.73, CHeno); 7,37 (s, 1H, CHa/); 7,46-7,55 (m, 2H, CHa); 7,58-
7,68 (m, 3H, CHa\); 7,66 (d, 1H, J= 15,7, CHeno); 12,45 (br s, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz,
DMSO-ds) 0 31,36 ((CHs)3); 35,1 (Crerc); 56,19 (OCH3); 56,41 (OCHs); 103,94 (Ca,); 104,16
(Car); 119,11 (Cq); 123,64 (Ceno); 126,16 (CarCar); 128,38 (CarCar); 132,03 (Cy); 142,98
(Ceno); 143,19 (Cy); 147,43 (C—OCHzs); 149,39 (C-OCHs); 156, 97 (Cy); 164,11 (C=0); 168,13
(C=N). C2H2N205S: 396,15 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 397,1 (100%);211,1 (1,7%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(6-hidroxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (79) — Rendimento:
99%; Aspecto: p6 amarelo amorfo; Re: 0,45; Rr: 1,44 min; Grau de pureza: 95%; Pr: 168-169
°C. ATR-IV (transmitancia/cm™): 3152 5(O-H); 2960 ,(N-H); 1682 ,(C=0); 1603 (C=Ceno);
1090 (Car=Car); 916 (S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) 0 1,28 (s, 9H, (CHs)3); 6,87-6,92
(m, 2H, CHar € CHeno); 7,3 (d, 1H, J= 2,23, CHAa/); 7,47 (d, 2H, J= 8,38, CHa(); 7,54-7,59 (m,
3H, CHay); 7,72 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 9,55 (br s, 1H, OH); 12,35 (br s, 1H, NH). RMN
13C (75 MHz, DMSO-ds) 6 31,35 ((CHs)3); 35,1 (Crerc); 106,94 (Car); 115,72 (Car); 119,13
(Car); 121,58 (Ceno); 126,38 (Car—Car); 128,39 (Car—Car); 132,01 (Cy); 133,48 (Cy); 142,22
(Ceno); 142,99 (Cq); 153,83 (C—Crerc); 154,66 (C-OH); 155,59 (C=0); 164,24 (C=N).
C2oH20N20,S: 352,12 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 353,1 (100%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(4-hidroxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (80) — Rendimento:
98%; Aspecto: p6 amarelo amorfo; Re: 0,4; Ry: 2,1 min; Grau de pureza: 99%; Pg: 168-169 °C.
ATR-IV (transmitancia/cm®): 3320 ;(O-H); 2962 ,(N-H); 1660 ,(C=0); 1618 ,(C=Ceno); 1021
W(Car=Car); 948 ,(S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) 01,16 (s, 9H, (CHs)3); 6,71 (d, 1H, J=
7,73, CHa(); 6,77 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 6,98 (t, 1H, J= 7,9, CHa/); 7,25 (d, 1H, J= 7,89,
CHan); 7,34-7,4 (m, 2H, CHay); 7,44-7,47 (m, 2H, CHa(); 7,62 (d, 1H, J= 15,81, CHeno); 9,68
(br s, 1H, OH); 12,44 (br s, 1H, NH). RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds) & 31,36 (CHs)s; 35,11
(Cerc); 111,78 (Car); 112,29 (Car); 118,94 (Ceno); 125,02 (Car); 126,4 (Car—Car); 128,42 (Car
Car); 131,99 (Cy); 133,82 (Cy); 138,5 (Ceno); 143,18 (Cq); 150,43 (C—Crerc); 153,89 (C-OH);
156,08 (C=0); 164,40 (C=N). CxH2N:0,S: 352,12 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 353,2
(100%); 187,1 (1,5%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(5,6-di-hidroxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (81) -
Rendimento: 99%; Aspecto: p6 marrom amorfo; Rg: 0,38; Rt: 1,14 min; Grau de pureza: 98%;
Pe: 183-184 °C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 3191 s(O-H); 1680 (C=0); 1621 ,(C=Ceno);
1106 (Car=Car); 985 (S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,61 (s, 9H, (CHz3)3); 7,2 (d,
2H, J= 15,83, CHeno); 7,42 (S, 1H, CHa/); 7,56 (s, 1H, CHa\); 7,75-7,81 (m, 2H, CHa/); 7,87-
7,87 (m, 2H, CHay); 8,02 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 12,62 (brs, 1H, NH). RMN 13C (75 MHz,
DMSO-ds) ¢ 31,60 ((CHs)3); 35,34 (Crerc); 107,08 (Car); 119,45 (Ceno); 122,81 (Car); 126,41
(Car); 126,62 (Car); 128,59 (Car); 128,73 (Car); 132,29 (Cy); 142,64 (C—OH); 143,02 (C-OH);
1446 (Ceno); 154,01 (Cq); 156,28 (C—Crerc); 164,16 (C=0); 168,37 (C=N). CH20N.03S:
368,12 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 369,1 (100%); 131,0 (1,1%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(6-nitrobenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (82) — Rendimento: 68%;
Aspecto: pé amarelo intenso amorfo; Re: 0,38; Ry: 3,74 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 185-
186 °C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 2954 (N-H)s; 1678 (C=0); 1605 ,(C=C); 1048
W(Car=Car); 992 ,(S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) 6 1,26 (s, 9H, (CH3)3); 7,11 (d, 1H, J=
15,36, CHeno); 7,37-7,47 (m, 3H, CHa,); 7,57-7,66 (m, 3H, CHeno € CHay); 7,9 (d, 1H, J= 8,94,
CHar); 8,08 (dd, 1H, J=8,98 ¢ 2,1, CHa(); 12,69 (br s, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-
de) 0 31,38 ((CH3)3); 35,50 (Crerc); 117,29 (Car); 118,08 (Ceno); 119,59 (Car); 121,3 (Car);
125,97 (CarCar); 128,20 (Car—Car); 132,03 (Cq); 132,76 (Cq); 141,10 (Ceno); 142,36 (C-NO2);
152,68 (C—Crerc); 159,05 (Cq); 166,08 (C=0); 172,24 (C=N). CxH19N3s05S: 381,11 g/mol;
LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 382,1 (100%); 187,2 (1,8%); 131,2 (1,4%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(benzo[d]tiazol-2-il)-3-(4-clorofenil)acrilamida (83) — Rendimento: 95%; Aspecto: pd
amarelo palido amorfo; Re: 0,72; Ry: 1,67 min; Grau de pureza: 99%; Pg: 289-290 °C. ATR-1V
(transmitancia/cm?): 3160 (N-H)s; 1687 (C=0); 1625 (C=Ceno); 1091 ,(Car=Car); 987 (S-
C). RMN tH (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 6,95 (d, 1H, J= 15,37, CHeno); 7,31 (t, 1H, J= 7,46,
CHa)); 7,44 (t, 1H, J= 7,46, CHa/); 7,52-7,58 (m, 2H, CHa/); 7,67-7,70 (m, 2H, CHa/); 7,75-
7,81 (m, 2H, CHar € CHeno); 7,99 (d, 1H, CHa(); 12,63 (br s, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz,
DMSO-ds) 6 120,61 (Car); 121,02 (Ceno); 122,2 (Car); 124,09 (Car); 126,64 (Car); 129,64 (Car
Car); 130,29 (Car—Car); 132,13 (Cy); 133,59 (Cq); 135,45 (C-Cl); 142,19 (Ceno); 149,10 (Cy);
158,48 (C=0); 164,34 (C=N). C1H1:CIN,OS: 314,03 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]")
315,0 (100%); 224,0 (1,2%); 151,0 (4,6%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-clorofenil)-N-(6-fluorobenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (84) — Rendimento: 65%;
Aspecto: p6 marrom palido amorfo; Re: 0,32; Rr: 1,41 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 237-238
°C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 3085 (N-H)s; 1692 ,(C=0); 1615 (C=Ceno); 1109
W(Car=Car); 943 (S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 6,94 (d, 1H, J= 15,92, CHeno); 7,31
(dd, 1H, J= 9,03 e 2,32, CHa(); 7,52-7,58 (m, 2H, CHa/); 7,6 (s, 1H, CHa\); 7,67-7,7 (m, 2H,
CHar); 7,74-7,79 (m, 2H, CHa, € CHeno); 12,65 (br s, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-ds)
0 122,07 (Car); 122,19 (Ceno); 127,8 (Car); 129,38 (Car); 129,65 (Car—Car); 130,29 (Car—Can);
130,39 (C-F); 133,58 (Cy); 133,67 (Cq); 135,47 (C-Cl); 142,98 (Ceno); 145,85 (Cy); 160,74
(C=0); 164,4 (C=N). CiH1CIFN,OS: 332,02 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 333,1
(100%); 300,0 (2,5%); 266,1 (1,02%); 164,9 (2,05%).

REFERENCIA: INEDITA.



100

O
IR AY e
S

(E)-3-(4-clorofenil)-N-(4,6-difluorobenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (85) — Rendimento: 61%;
Aspecto: p6 marrom amorfo; Re: 0,42; Rr: 1,43 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 271-272 °C.
ATR-IV (transmitancia/cm™): 3190 ,(N-H); 1678 ,(C=0); 1628 ,(C=Ceno); 1012 ,(Car=Ca);
940 ,(S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) 6 6,89 (d, 1H, J= 15,92, CHeno); 7,36 (dd, 1H, J=
10,26 € 2,02, CHay); 7,51-7,58 (m, 2H, CHay); 7,63-7,69 (m, 2H, CHa/); 7,77-7,82 (m, 2H, CHar
e CHeno); 12,91 (br s, 1H, NH). RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds) 6 104,79 (Ca,); 105,09 (Ca);
117,32 (Ceno); 120,23 (Cq); 129,64 (CarCar); 130,32 (CarCar); 131,35 (Cq); 133,22 (Cy);
133,48 (C-Cl); 135,55 (Ceno); 142,54 (C-F); 147,18 (C-F); 159,07 (C=N); 164,53 (C=0).
CisHoCIF2N20S: 350,01 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 351,0 (100%); 165,0 (6,3%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-clorobenzo[d]tiazol-2-il)-3-(4-clorofenil)acrilamida (86) — Rendimento: 45%;
Aspecto: p6 amarelo palido amorfo; Re: 0,45; Rt: 2,68 min; Grau de pureza: 98%; Pp: 298-299
°C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 3066 (N-H)s; 1684 ,(C=0); 1624 ,(C=Ceno); 1098
W(Car=Car); 988 \(S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 6,94 (d, 1H, J= 15,37, CHeno); 7,46
(dd, 1H, J=8,61 e 1,72, CHa); 7,52-7,55 (m, 2H, CHa); 7,67-7,70 (m, 2H, CHa); 7,73 (s, 1H,
CHar); 7,79 (d, 1H, J= 15,46, CHeno); 8,13 (d, 1H, CHa,); 12,71 (brs, 1H, NH). RMN 33C (75
MHz, DMSO-ds) 6 120,39 (Car); 121,92 (Ceno); 122,23 (Car); 126,98 (Car); 128,12 (Ca—Car);
129,66 (Car—Car); 130,32 (Cq); 133,54 (C-Cl); 133,85 (C-Cl); 135,52 (Cy); 142,43 (Ceno);
148,02 (Cy); 159,34 (C=0); 164,48 (C=N). C1sH1CI2N.OS: 347,99 g/mol; LRMS (ESI*): m/z
(IM+H]*) 349,0 (100%); 184,9 (1,5%); 164,9 (5,1%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(4-clorobenzo[d]tiazol-2-il)-3-(4-clorofenil)acrilamida (87) — Rendimento: 89%;
Aspecto: po rosa palido amorfo; Rg: 0,37; Ry: 2,6 min; Grau de pureza: 97%; Pg: 150-151 °C.
ATR-IV (transmitancia/cm®): 3181 ((N-H); 1692 ,(C=0); 1624 ,(C=Ceno); 1010 ,(Car=Ca);
955 (S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) 0 6,93 (d, 1H, J= 15,8, CHeno); 7,30 (t, 1H, J=
7,82, CHar); 7,54 (d, 3H, J= 8,51, CHa/); 7,68 (d, 2H, J= 8,56, CHa); 7,81 (d, 1H, J= 15,83,
CHeno); 7,99 (dd, 1H, J=7,82 e 0,72, CHa,); 13,06 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-
ds) 0 120,41 (Ceno); 121,36 (Car); 124,81 (C-Cl); 124,88 (Car); 126,67 (Car); 129,67 (Ca—Car);
130,31 (CarCar); 133,53 (Cq); 133,77 (Cq); 135,53 (C-Cl); 142,48 (Ceno); 146,04 (Cy); 159,77
(C=0); 164,62 (C=N). CiH1oCI2NL0S: 347,99 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 349,0
(100%); 184,9 (2,7%); 165,0 (5,6%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-bromobenzo[d]tiazol-2-il)-3-(4-clorofenil)acrilamida (88) — Rendimento: 75%;
Aspecto: p6 amarelo palido amorfo; Re: 0,58; Rt: 3,0 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 284-285
°C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 2953 ,(N-H); 1683 ,(C=0); 1624 y(CHeno); 1056 ,(Car=Ca);
939 ,(S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) 6 6,94 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,32 (dd, 1H, J=
8,52 e 2,04, CHa); 7,57 (d, 2H, J= 8,94, CHa); 7,69 (d, 2H, J= 8,94, CHa); 7,79 (d, 1H, J=
15,83, CHeno); 7,87 (d, 1H, J= 2,04, CHa\); 8,27 (d, 1H, J= 2,04, CHa(); 12,68 (s, 1H, NH).
RMN 13C (75 MHz, DMSO-dg) 6 115,47 (C-Br); 119,42 (Ceno); 122,16 (Car); 124,24 (Car);
128,16 (Car—Car); 129,11 (Car—Car); 130,57 (Cy); 133,91 (Cy); 134,19 (C-CI); 143,18 (Ceno);
148,45 (Cy); 158,82 (C=0); 164,32 (C=N). C16H10BrCIN,OS: 391,94 g/mol; LRMS (ESI*): m/z
([M+2H]%*) 392,99 (100%); 352,4 (2,6%); 279,1 (3,0%); 251,0 (1,2%); 164,9 (4,7%); 122,1
(0,7%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-clorofenil)-N-(6-(trifluorometil)benzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (89) — Rendimento:
42%; Aspecto: p6 marrom palido amorfo; Re: 0,75; Ry: 3,13 min; Grau de pureza: 96%; Pe:
231-232 °C. ATR-IV (transmitancia/cm™): 3496 ,(N-H)s; 1625 ,(C=0); 1614 ,(C=Ceno); 1094
W(Car=Car); 939 ,(S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 6,96 (d, 1H, J= 15,92, CHeno); 7,52-
7,55 (m, 2H, CHar); 7,68-7,72 (m, 2H, CHar); 7,76 (s, 1H, CHay); 7,81 (d, 1H, J= 15,96, CHeno);
7,9-7,93 (m, 1H, CHa/); 8,51 (s, 1H, CHa); 12,86 (br s, 1H, NH). RMN %3C (75 MHz, DMSO-
de) 0 120,3 (Car); 121,43 (Ceno); 123,44 (Car); 123,99 (Car); 124,42 (CFs3); 129,66 (CarCar);
130,35 (Car—Car); 131,34 (C-CF3); 132,7 (Cq); 133,5 (Cq); 135,59 (C-Cl); 142,69 (Ceno);
151,87 (Cy); 161,73 (C=0); 164,69 (C=N). C17H1CIF3N20S: 382,02 g/mol; LRMS (ESI*): m/z
(IM+H]*) 383,0 (100%); 164,9 (2,3%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-clorofenil)-N-(4-metilbenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (90) — Rendimento: 48%;
Aspecto: po6 branco amorfo; Re: 0,35; Ry: 2,53 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 210-211 °C.
ATR-IV (transmitancia/cm™): 2972 (N-H); 1652 ,(C=0); 1616 (C=Ceno); 1092 ,(Car=Car);
940 ,(S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 2,58 (s, 3H, CHs); 6,96 (d, 1H, J= 15,92, CHeno);
7,18-7,27 (m, 2H, CHa/); 7,54 (d, 2H, J= 8,45, CHa(); 7,67 (d, 2H, J= 8,47, CHa/); 7,75-7,81
(m, 2H, CHar € CHeno); 12,73 (br s, 1H, NH). RMN 83C (75 MHz, DMSO-dg) 6 18,44 (CHs);
119,58 (Car); 120,67 (Ceno); 124,02 (Cq); 127,09 (Car); 129,65 (CarCar); 130,23 (Car—Car);
130,28 (Car); 131,8 (C-CHs); 133,62 (C—Cl); 135,4 (Cy); 142,03 (Ceno); 148,22 (C,); 157,69
(C=0); 164,28 (C=N). Ci17H13sCIN,OS: 328,04 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]") 329,1
(100%); 165,0 (3,2%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-clorofenil)-N-(6-metilbenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (91) — Rendimento: 74%;
Aspecto: p6 amarelo palido amorfo; Re: 0,32; Rt: 4,01 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 289-290
°C. ATR-IV (transmitancia/cm™): 2920 ,(N-H); 1683 ,(C=0); 1625 y(CHeno); 1068 ,(Car=Car);
985 (S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 2,41 (s, 3H, CHs); 6,95 (d, 1H, J= 15,83, CHeno);
7,25 (dd, 1H, J=8,19 e 1,2, CHa(); 7,52-7,55 (m, 2H, CHa,); 7,62 (s, 1H, CHa(); 7,65-7,69 (m,
2H, CHay); 7,74-7,79 (m, 2H, CHa/); 12,54 (s, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-dg) ¢ 21,47
(CHz); 120,68 (Car); 121,78 (Ceno); 124,61 (Car); 127,95 (Car); 129,64 (Ca—Car); 130,25 (Car-
Car); 132,28 (Cg); 133,55 (Cy); 133,62 (C-Cl); 135,4 (C—CHa); 141,99 (Ceno); 147,1 (Cy); 157,6
(C=0); 164,2 (C=N). C17H13CINOS: 328,04 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 329,1
(100%); 165,2 (3,8%).

REFERENCIA: INEDITA.

JosSARvE

(E)-3-(4-clorofenil)-N-(5,6-dimetilbenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (92) — Rendimento: 85%;
Aspecto: p6 amarelo palido amorfo; Re: 0,37; Rr: 5,28 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 265-266
°C. ATR-IV (transmitancia/cm™): 2983 ,(N-H); 1666 ,(C=0); 1625 y(CHeno); 1044 ,(Car=Ca);
940 ,(S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 2,31 (d, 6H, J= 2,98, (CHs),); 6,92 (d, 1H, J=
15,83, CHeno); 7,51-7,54 (m, 3H, CHay); 7,66-7,77 (m, 4H, (CHar)s€ CHeno); 12,51 (s, 1H, NH).
RMN 23C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 20,04 (CHs); 20,18 (CHs); 120,7 (Ceno); 121,37 (Car); 121,92
(Car); 129,5 (Car); 129,63 (Cq); 130,11 (Car); 130,24 (Cy); 132,98 (Car); 133,62 (C-Cl); 135,31
(Car); 135,38 (C—CHs); 141,90 (C-CHs); 147,68 (Ceno); 157,53 (Cy); 159,35 (C=0); 164,1
(C=N). CigH1sCIN0OS: 342,06 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 343,2 (100%); 179,2
(2,0%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-(terc-butil)benzo[d]tiazol-2-il)-3-(4-clorofenil)acrilamida (93) — Rendimento: 95%;
Aspecto: p6 amarelo palido amorfo; Re: 0,42; Rr: 1,63 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 227-228
°C. ATR-IV (transmitancia/cm™): 2959 ,(N-H); 1685 (C=0); 1627 y(CHeno); 1016 ,(Car=Car);
979 ,(S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 1,33 (s, 9H, (CHa)3); 6,94 (d, 1H, J= 15,83,
CHeno); 7,45-7,54 (m, 3H, CHay); 7,66-7,69 (m, 3H, CHa); 7,77 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,99
(d, 1H, J= 1,76, CHa,); 12,54 (s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) 6 31,88 ((CHa)s);
35,15 (Crerc); 118,26 (Car); 120,42 (Ceno); 120,71 (Car); 124,41 (Cay); 129,38 (Car—Car); 129,64
(Cq); 130,25 (CarCar); 132,17 (Cg); 133,63 (C-Cl); 135,4 (Cq); 142,01 (Ceno); 146,99 (C—Cerc);
158,01 (C=0); 164,18 (C=N). CxH1sCIN,OS: 370,09 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*)
371,2 (100%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-clorofenil)-N-(6-metoxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (94) — Rendimento: 68%;
Aspecto: p6 amarelo palido amorfo; Re: 0,78; Rr: 2,45 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 245-246
°C. ATR-IV (transmitancia/cm?®): 2933 (N-H); 1685 ,(C=0); 1627 ,(C=Ceno); 1031
W(Car=Cay); 945 (S-C). RMN !H (300 MHz, DMSO-ds) 6 3,8 (s, 3H, CH3); 6,93 (d, 1H, J=
15,73, CHeno); 7,03 (d, 1H, J= 8,38, CHa/); 7,52-7,58 (m, 3H, CHa/); 7,64-7,69 (m, 3H, CHa/);
7,76 (d, 1H, J= 15,64, CHeno); 12,5 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) & 56,09
(OCHz); 105,18 (Car); 115,44 (Car); 120,7 (Car); 121,64 (Ceno); 129,64 (Car—Car); 130,24 (Car-
Car); 133,47 (Cy); 133,65 (C-Cl); 135,37 (Cq); 141,87 (Ceno); 143,24 (Cq); 156,41 (C-OCHs);
156,65 (C=0); 164,06 (C=N). C17H13CIN20:S: 344,04 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]")
345,1 (100%); 181,2 (1,9%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-clorofenil)-N-(6-etoxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (95) - Rendimento: 77%;
Aspecto: p6 amarelo palido amorfo; Re: 0,32; Rr: 2,13 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 264-265
°C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 2927 (N-H); 1684 ,(C=0); 1634 ,(C=Ceno); 1065
W(Car=Car); 947 ,(S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 1,34 (t, 3H, J= 1,34, CHs); 4,06 (q,
2H, J= 6,92, CHy); 6,93 (d, 1H, J= 15,92, CHeno); 7,02 (dd, 1H, J= 8,84 € 2,42, CHa\); 7,52-
7,57 (m, 3H, CHay); 7,62 (s, 1H, CHa(); 7,65-7,69 (m, 2H, CHa/); 7,76 (d, 1H, J= 15,83, CHeno);
12,49 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) 0 15,16 (CHs); 64,06 (CH,); 105,82 (Car);
115,79 (Car); 120,70 (Ceno); 121,63 (Car); 129,38 (Car); 129,64 (Car); 130,24 (Car); 130,4 (Car);
133,46 (Cq); 133,65 (Cy); 135,37 (C-Cl); 141,86 (Ceno); 143,15 (Cq); 155,88 (C-0O); 156,37
(C=0); 164,05 (C=N). CisH1sCINO.S: 358,05 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]") 359,1
(100%); 195,0 (1,6%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-clorofenil)-N-(4-metoxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (96) — Rendimento: 55%;
Aspecto: p6 amarelo pélido amorfo; Re: 0,6; Rr: 2,75 min; Grau de pureza: 97%; Pg: 212-213
°C. ATR-IV (transmitancia/cm™): 3234 ,(N-H); 1669 ,(C=0); 1625 y(CHeno); 1086 ,(Car=Car);
958 ,(S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 3,92 (s, 3H, CHs); 6,89 (d, 1H, J= 15,83, CHeno);
7,0 (d, 1H, J=7,91, CHa(); 7,26 (t, 1H, J= 7,96, CHa\); 7,51-7,55 (m, 3H, CHa); 7,68 (d, 2H,
J=8,47, CHa); 7,78 (d, 1H, CHeno); 12,77 (s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 56,28
(OCHs3); 108,13 (Car); 113,99 (Ceno); 120,59 (Car); 125,07 (Car); 129,63 (CarCar); 130,27
(CarCar); 133,5 (Cq); 133,59 (Cy); 135,42 (C-Cl); 139,0 (C-OCHj3); 142,03 (Ceno); 152,32
(Cy); 156,91 (C=0); 164,12 (C=N). Ci17H13CIN.0.S: 344,04 g/mol; LRMS (ESI*): m/z
(IM+H]*) 345,1 (100%); 266,2 (10,7%); 181,2 (1,9%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-clorofenil)-N-(5,6-dimetoxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (97) — Rendimento: 85%;
Aspecto: p6 amarelo amorfo; Re: 0,41; Ry: 1,2 min; Grau de pureza: 96%; Pg: 219-220 °C.
ATR-IV (transmitancia/cm™): 3085 ,(N-H); 1691 ,(C=0); 1614 ,(C=Ceno); 1010 ,(Car=Cay);
942 ,(S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 3,82 (d, 6H, J= 6,05, (CHs)2); 6,95 (d, 1H, J=
15,73, CHeno); 7,31 (s, 1H, CHa); 7,52-7,52 (m, 2H, CHAa(); 7,6 (s, 1H, CHa/); 7,65-7,7 (m, 2H,
CHar); 7,74 (d, 1H, J= 15,73, CHeno); 12,46 (brs, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) &
56,19 (OCHs); 56,4 (OCHs); 103,93 (Car); 104,14 (Car); 120,53 (Ceno); 124,95 (Cy); 129,38
(CarCar); 130,2 (Car—Car); 133,67 (Cq); 135,67 (C—Cl); 141,68 (Ceno); 142,98 (Cy); 147,48 (C-
OCHj3); 149,41 (C-OCHg); 163,79 (C=0); 167,89 (C=N). CigH1sCIN,OsS: 374,05 g/mol;
LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 375,1 (100%); 209,1 (1,7%); 167,2 (0,92%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-clorofenil)-N-(6-hidroxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (98) — Rendimento: 95%;
Aspecto: pé amarelo amorfo; Re: 0,31; Ry: 0,89 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 222-223 °C.
ATR-IV (transmitancia/cm®): 3286 5(O-H); 2919 ,(N-H); 1685 ,(C=0); 1630 y(C=Ceno); 1050
W(Car=Car); 973 «(S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-de) 6 7,25-7,32 (m, 2H, CHAr € CHeno);
7,67 (s, 1H, CHay); 7,89-7,95 (m, 3H, CHa,); 8,05 (d, 2H, J= 7,91, CHa/); 8,12 (d, 1H, CHeno);
9,94 (br's, 1H, OH); 12,79 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) 6 106,96 (Ca);
115,77 (Car); 120,79 (Car); 121,63 (Ceno); 129,63 (Car—Car); 130,21 (Car—Car); 133,48 (Cy);
133,67 (Cy); 135,32 (C-ClI); 141,7 (Ceno); 142,21 (Cy); 154,71 (C-OH); 155,51 (C=0); 163,93
(C=N). C46H11CIN2O,S: 330,02 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 331,1 (100%); 167,0
(3,6%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-clorofenil)-N-(4-hidroxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (99) — Rendimento: 93%;
Aspecto: pé amarelo amorfo; Re: 0,32; Ry: 1,17 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 222-223 °C.
ATR-IV (transmitancia/cm®): 3320 5(O-H); 2969 ,(N-H); 1683 ,(C=0); 1625 ,(C=Ceno); 1050
W(Car=Car); 934 ,(S-C). RMN H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 6,84 (d, 1H, J= 7,73, CHa/); 6,93 (d,
1H, J= 15,92, CHeno); 7,11 (t, 1H, J=7,8, CHa); 7,38 (d, 1H, J=7,82, CHa); 7,54 (d, 2H, J=
7,91, CHa/); 7,68 (d, 2H, J=8, CHay); 7,77 (d, 1H, J= 15,92, CHeno); 9,81 (br s, 1H, OH); 12,63
(brs, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-dg) 6 111,8 (Car); 112,31 (Car); 120,74 (Ceno); 125,1
(Car); 129,65 (CarCar); 130,25 (CarCar); 133,64 (Cg); 133,81 (Cy); 135,37 (C-Cl); 138,48
(Ceno); 141,88 (Cq); 150,47 (C-OH); 155,99 (C=0); 164,09 (C=N). C16H1:CIN,O,S: 330,02
g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 331,1 (100%); 252,1 (2,4%); 167,0 (6,4%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-clorofenil)-N-(5,6-diidroxibenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (100) — Rendimento: 91%;
Aspecto: pé amarelo amorfo; Re: 0,31; Ry: 1,17 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 219-220 °C.
ATR-IV (transmitancia/cm™): 3320 5(O-H); 2921 (N-H); 1664 ,(C=0); 1620 y(C=Ceno); 1050
W(Car=Car); 973 y(S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-d¢) ¢ 6,67 (d, 1H, CHeno); 6,86 (s, 1H,
CHar); 6,99 (s, 1H, CHa/); 7,23-7,3 (m, 2H, CHa); 7,36 (br s, 1H, OH); 7,41-7,51 (m, 3H,
(CHar)2 € CHeno); 8,93 (br s, 1H, OH); 12,1 (br s, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-ds) ¢
107,16 (Car); 107,24 (Car); 121,23 (Ceno); 122,98 (Cq); 129,73 (Car); 129,97 (Car); 130,52 (Cy);
130,75 (C-Cl); 134,06 (Car); 135,61 (C—OH); 141,83 (Ceno); 144,77 (C—-OH); 146,42 (C-OH);
156,28 (Cq); 163,95 (C=0); 168,24 (C=N). C1eH11CIN2OsS: 346,02 g/mol; LRMS (ESI*): m/z
([M+H]*) 347,1 (100%); 165,0 (4,1%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-clorofenil)-N-(6-nitrobenzo[d]tiazol-2-il)acrilamida (101) — Rendimento: 68%;
Aspecto: p6 amarelo palido amorfo; Re: 0,52; Rr: 3,48 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 138-139
°C. ATR-IV (transmitancia/cm™): 2947 ,(N-H); 1685 ,(C=0); 1621 y(CHeno); 1051 y(Car=Ca);
912 ,(S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) 6 6,95 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,54 (d, 2H, J=
8,47, CHay); 7,70 (d, 2H, J= 8,47, CHa); 7,83 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,9 (d, 1H, J= 9,03,
CHar); 8,28 (dd, 1H, J= 8,98 e 2,42, CHa/); 9,06 (d, 1H, J= 2,42, CHa/); 13,04 (s, 1H, NH).
RMN 23C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 119,53 (Car); 120,21 (Ceno); 121,05 (Car); 122,26 (Car);
129,68 (Car—Car); 130,40 (Car—Car); 132,88 (Cq); 133,45 (C-Cl); 135,67 (Cq); 142,97 (Ceno);
143,42 (C-NOy); 154,13 (Cy); 158,44 (C=0); 164,17 (C=N). C16H1oCIN303S: 359,01 g/mol;
LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 360,1 (100%); 165,2 (7,3%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(benzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (102) — Rendimento: 60%;
Aspecto: pé marrom palido cristalino; Rg: 0,9; Rr: 1,33 min; Grau de pureza: 97%; Pg: 216-
217 °C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 3233 (N-H); 3062 ,(CH); 1649 ,(C=0); 1077
W(Car=Car); 972 4(S—C). RMN H (300 MHz, DMSO-ds) 6 1,29-1,42 (m, 2H, CHy); 2,05-2,1
(m, 1H, CHcicio); 2,32-2,36 (M, 1H, CHcicio); 6,98-7,02 (m, 3H, CHay); 7,06-7,12 (m, 3H, CHay);
7,21 (td, 1H, J=1,21; 0,8, CHa(); 7,52 (d, 1H, J= 7,91, CHa/); 7,75 (d, 1H, J= 7,54, CHa));
12,42 (br s, 1H, NH). RMN 2C (75 MHz, DMSO-dg) ¢ 17,12 (CHy); 25,96 (CHcicio); 26,82
(CHciclo); 120,99 (Car); 122,13 (Car); 123,98 (Car); 126,57 ((Car)3); 126,89 (Car); 128,9 (Car
Car); 131,93 (Cy); 140,43 (Cq); 148,99 (Cy); 158,24 (C=0); 171,51 (C=N). C17H14N.0S: 294,08
g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 295,1 (100%); 151,2 (3,5%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-fluorobenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (103) — Rendimento:
71%; Aspecto: p6 marrom palido cristalino; Rg: 0,65; Rr: 1,48 min; Grau de pureza: 98%; Pe:
220-221 °C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 3129 ,(N-H); 3040 ,(CH,); 1684 ,(C=0); 1078
W(Car=Car); 948 (S—C). RMN !H (300 MHz, DMSO-ds) 6 1,5-1,63 (m, 2H, CHy); 2,25-2,31
(M, 1H, CHcicio); 2,53-2,57 (m, 1H, CHcicio); 7,19-7,23 (M, 3H, CHay); 7,26-7,33 (m, 2H, CHay);
7,73 (dd, 1H, J= 8,86; 4,7, CHa,); 7,88 (dd, 1H, J= 8,75; 4,7, CHa/), 12,64 (br s, 1H, NH).
RMN 23C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 17,1 (CHy); 25,94 (CHcicio); 26,84 (CHcicio); 108,41 (Cap);
114,45 (Car); 121,98 (Car); 126,58 (Car—Car); 126,88 (Car); 128,89 (CarCar); 133,13 (Cy);
133,27 (Cy); 140,44 (Cy); 145,73 (C-F); 158,3 (C=0); 171,6 (C=N). C17H1sFN,OS: 312,07
g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 313,1 (100%); 169,2 (2,5%); 145,1 (1,6%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(4,6-difluorobenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (104) -

3V

Rendimento: 82%; Aspecto: p6 branco amorfo; Re: 0,52; Rr: 3,21 min; Grau de pureza: 98%);
Pr: 260-261 °C. ATR-IV (transmitancia/cm™): 3253 (N-H); 3064 ,(CHzicio); 1682 (C=0);
1085 (Car=Car); 990 ,(S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 1,53 (m, 2H, CHy); 2,22-2,27
(M, 1H, CHcicio); 2,54-2,59 (M, 1H, CHcicio); 7,19-7,23 (M, 3H, CHay); 7,28-7,40 (m, 3H, CHa);
7,79 (dd, 1H, J= 8,33 € 1,72, CHa/); 12,93 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-d¢) ¢
17,25 (CHy); 25,93 (CHkicio); 27,01 (CHeicio); 102,37 (Car); 104,79 (Car); 126,6 (Car—Car);
126,93 (Car); 128,91 (CarCar); 128,98 (Car); 135,32 (Cy); 140,32 (Car); 156,86 (C-F); 158,88
(C-F); 171,74 (C=0); 176,5 (C=N). Ci7H1F2N,OS: 330,06 g/mol; LRMS (ESI¥): m/z
(IM+H]*) 331,2 (100%); 187,1 (2,2%); 145,3 (3,0%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-clorobenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (105) — Rendimento:
80%; Aspecto: p6 marrom palido cristalino; Rg: 0,65; Rt: 2,11 min; Grau de pureza: 97%. Pg:
239-240 °C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 3152 ,(N-H); 3064 ,(CH,); 1689 ,(C=0); 1078
W(Car=Car); 971 4(S—C). RMN H (300 MHz, DMSO-dg) 6 1,51 (m, 2H, CHy); 2,26-2,31 (m,
1H, CHcicio); 2,53-2,58 (m, 1H, CHcicio); 7,19-7,23 (m, 3H, CHar); 7,28-7,33 (m, 2H, CHa));
7,44 (dd, 1H, J=8,56; 2,1, CHa/); 7,72 (d, 1H, J= 8,66, CHa/); 8,11 (d, 1H, J= 2,04, CHa));
12,71 (br s, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-dg) ¢ 17,16 (CH.); 25,99 (CHcicio); 26,95
(CHcicio); 121,88 (Car); 122,18 (Car); 126,59 (CarCar); 126,9 (Car—Car); 127,99 (C-Cl); 128,9
(Car—Car); 133,67 (Cq); 140,4 (Cq); 147,91 (Cy); 159,12 (C=0); 171,69 (C=N). C17H15CIN-OS:
328,04 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 329,1 (100%); 185,1 (1,4%); 145,2 (1,9%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(4-clorobenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (106) — Rendimento:
78%; Aspecto: p6 branco amorfo; Re: 0,46; Rt: 3,31 min; Grau de pureza: 97%; Pg: 124-125
°C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 3542 (N-H); 2925 (CHzico); 1668 (C=0); 1051
(Ca=Car); 996 ,(S-C). RMN H (300 MHz, DMSO-dg) & 1,52 (m, 2H, CH,); 2,25-2,31 (m,
1H, CHcicio); 2,53-2,59 (m, 1H, CHcicio); 7,19-7,23 (m, 4H, CHa); 7,26-7,33 (m, 4H, CHa));
7,52 (d, 1H, J= 7,91, CHa,); 7,96 (d, 1H, J= 7,9, CHa/); 13,09 (br s, 1H, NH). RMN 23C (75
MHz, DMSO-ds) J 17,34 (CHy); 25,87 (CHkicio); 27,00 (CHicio); 121,32 (Car); 124,81 (Can);
124,85 (Car); 126,37 (Cay); 126,62 (Car); 126,92 (Cy); 128,82 (Cas); 128,91 (Cy); 133,54 (Cy);
140,34 (Cay); 140,7 (C,); 145,89 (C-Cl); 159,37 (C=0); 171,79 (C=N). C17H15CIN,OS: 328,04
g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 329,1 (100%); 185,2 (3,5%); 145,3 (1,1%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-bromobenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (107) — Rendimento:
78%; Aspecto: pd marrom escuro cristalino; Rg: 0,92; Ry: 2,33 min; Grau de pureza: 95%; Pe:
219-220 °C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 3126 ,(N-H); 3086 ,(CH,); 1691 ,(C=0); 1084
W(Car=Car); 972 (S—C). RMN 1H (300 MHz, DMSO-dg) 6 1,51-1,64 (m, 2H, CH,); 2,26-2,31
(M, 1H, CHcicio); 2,53-2,58 (M, 1H, CHcicio); 7,19-7,23 (M, 3H, CHay); 7,28-7,34 (m, 2H, CHay);
7,55 (dd, 1H, J=8,56; 1,9, CHa/); 7,65 (d, 1H, J= 8,56, CHa/); 8,24 (s, 1H, CHA\);12,72 (br s,
1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) 6 17,17 (CH,); 25,97 (CHcicto); 26,97 (CHeicio); 115,88
(C-Br); 122,6 (Car); 124,7 (Car); 126,59 (Car—Car); 126,9 (Car); 128,89 (Car—Car); 129,57 (Cy);
134,17 (Cy); 140,38 (Car); 148,21 (Cq); 159,06 (C=0); 171,69 (C=N). C17H13BrN,0OS: 371,99
g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 373,0 (100%); 229,0 (1,7%); 145,2 (1,4%).
REFERENCIA: (MACKINNON etal., 2013).
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(E)-2-fenil-N-(6-(trifluorometil)benzo[d]tiazol-2-il)ciclopropanocarboxamida  (108) -
Rendimento: 67%; Aspecto: p6 marrom escuro amorfo; Re: 0,48; Ry: 2,35 min; Grau de pureza:
99%; Pr: 167-168 °C. ATR-IV (transmitancia/cm): 3362 ,(N-H); 3140 ,(CHy); 1694 ,(C=0);
1081 (Car=Car); 964 (S—-C). RMN !H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,53-1,66 (m, 2H, CH,); 2,18-
2,34 (m, 1H, CHqicio); 2,53-2,6 (M, 1H, CHicio); 7,15-7,33 (m, 3H, CHar); 7,42-7,55 (m, 2H,
CHar); 7,9 (s, 1H, CHay); 8,09 (s, 1H, CHay); 8,47 (s, 1H, CHa); 12,8 (br s, 1H, NH). RMN 3C
(75 MHz, DMSO-ds) 0 17,27 (CH2); 26,07 (CHcicio); 27,11 (CHcicio); 117,94 (Car); 121,34
(CF3); 126,34 (CarCar); 126,6 (Car); 126,91 (Car); 128,7 (CarCar); 128,89 (Cy); 131,97 (C-
CHs); 132,54 (Cg); 140,36 (Car); 151,82 (Cq); 156,32 (C=0); 172,02 (C=N). C1sH13FsN,0S:
362,07 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 363,1 (100%); 145,2 (1,8%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(4-metilbenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (109) — Rendimento:
66%; Aspecto: p6é marrom palido cristalino; Re: 0,7; Rr: 1,92 min; Grau de pureza: 97%; Pe:
110-111 °C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 3500 (N-H); 2923 ,(CH,); 1654 ,(C=0); 1078
W(Car=Car); 969 (S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,48-1,62 (m, 2H, CHy); 2,27-2,33
(m, 1H, CHcicio); 2,55 (s, 4H, CHs e CHciclo); 7,16-7,23 (m, 5H, CHa); 7,25-7,33 (m, 2H, CHa));
7,77 (d, 1H, J= 7,26, CHa\); 12,75 (br s, 1H, NH). RMN 83C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 17,15
(CH>); 18,41 (CHz3); 25,79 (CHciclo); 26,73 (CHcicio); 119,51 (Car); 123,92 (Cq); 126,6 (Car
Car); 126,86 (Car); 127,06 (Car); 128,9 (Car—Car); 130,26 (C—CHz); 131,58 (Cg); 140,46 (Car);
148,07 (Cy); 157,41 (C=0); 171,45 (C=N). C1gH1sN20S: 308,09 g/mol; LRMS (ESI*): m/z
(IM+H]*) 309,1 (100%); 165,2 (2,1%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-metilbenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (110) - Rendimento:
61%; Aspecto: pd rosa palido amorfo; Re: 0,37; Ry: 1,71 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 223-
224 °C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 3125 (N-H); 3031 ,(CH)); 1686 ,(C=0); 1081
W(Car=Car); 970 y(S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 1,48-1,62 (m, 2H, CHy); 2,25-2,31
(m, 1H, CHcicio); 2,4 (s, 3H, CHa); 2,52-2,56 (m, 1H, CHcicio); 7,19-7,24 (m, 4H, CHa,); 7,28-
7,32 (m, 2H, CHao); 7,61 (d, 1H, J= 8,19, CHar); 7,74 (s, 1H, CHar); 12,53 (br s, 1H, NH).
RMN %C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 17,01 (CH2); 21,42 (CHs); 25,92 (CHcicio); 26,73 (CHciclo);
120,63 (Car); 121,72 (Car); 126,59 (CarCar); 126,86 (Car); 127,85 (Cg); 128,88 (Car—Car);
132,1 (Cy); 133,41 (C-CHas); 140,48 (Car); 146,99 (Cg); 157,38 (C=0); 171,33 (C=N).
CisH1sN20S: 308,1 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 309,1 (100%); 165,2 (0,8%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(5,6-dimetilbenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (111) — Rendimento:
84%; Aspecto: po lilas palido amorfo; Re: 0,48; Rr: 2,11 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 194-
195 °C. ATR-IV (transmitancia/cm): 3175 (N-H); 3065 (CH.); 1685 ,(C=0); 1082
W(Car=Car); 982 ,(S-C). RMN H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,47-1,61 (m, 2H, CH,); 2,24-2,28
(m, 1H, CHcicio); 2,3 (s, 6H, (CH3)2); 2,52-2,55 (m, 1H, CHcico); 7,18-7,23 (m, 3H, CHa,); 7,27-
7,32 (m, 2H, CHay); 7,52 (s, 1H, CHa); 7,68 (s, 1H, CHa/); 12,51 (br's, 1H, NH). RMN 23C (75
MHz, DMSO-ds) 6 16,95 (CHy); 19,98 (CHs); 20,14 (CHa); 25,9 (CHcicio); 26,68 (CHciclo);
121,37 (Car); 121,86 (Car); 126,59 (CarCar); 126,84 (Car); 128,88 (Car—Car); 129,3 (Cy);
132,79 (C—CHs); 135,17 (Cy); 140,5 (C-CHs); 147,57 (Cg); 157,32 (C=0); 171,21 (C=N).
CioH1sN20S: 322,11 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 323,1 (100%); 179,1 (1,3%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-(terc-butil)benzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (112) -
Rendimento: 62%; Aspecto: p6 amarelo palido amorfo; Re: 0,49; Rr: 3,58 min; Grau de pureza:
95%; Pr: 118-119 °C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 2958 (N-H); 2867 (CH,); 1687 ,(C=0);
1078 \(Car=Car); 932 (S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) 0 1,33 (s, 9H, (CHs)3); 1,49-1,63
(m, 2H, CHgicio); 2,25-2,31 (m, 1H, CHcicio); 2,53-2,57 (m, 1H, CHcicio); 7,19-7,23 (m, 3H,
CHar); 7,26-7,33 (m, 2H, CHa/); 7,47 (dd, 1H, J= 8,61 e 2,01, CHa/); 7,64 (d, 1H, J= 8,47,
CHar); 7,95 (d, 1H, J= 1,76, CHa/); 12,54 (br's, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-ds) ¢
17,04 (CHy); 25,97 (CHciclo); 26,72 (CHeciclo); 31,88 ((CH3)3); 35,13 (Crerc); 118,19 (Car); 120,39
(Car); 124,33 (Car); 126,37 (Car); 126,57 (Car); 126,87 (Car); 128,87 (Car); 128,89 (Car);
131,97 (Cq); 140,49 (Cy); 146,86 (C—Crerc); 157,78 (Cq); 171,30 (C=0); 178,14 (C=N).
C21H2N20S: 350,15 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 351,2 (100%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-metoxibenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (113) — Rendimento:
68%; Aspecto: p6 marrom palido cristalino; Re: 0,81; Rr: 1,26 min; Grau de pureza: 95%; Pe:
178-179 °C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 3250 ,(N-H); 3067 ,(CH.); 1672 ,(C=0); 1060
W(Car=Car); 967 (S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,48-1,62 (m, 2H, CH,); 2,24-2,29
(m, 1H, CHcicio); 2,52-2,56 (m, 1H, CHcicio); 3,8 (S, 3H, CHs); 7,01 (dd, 1H, J= 8,75; 2,37,
CHar); 7,18-7,23 (m, 3H, CHa,); 7,27-7,32 (m, 2H, CHa(); 7,55 (d, 1H, J= 2,23, CHa/); 7,76
(d, 1H, J= 8,84, CHa/); 12,49 (br s, 1H, NH). RMN 2C (75 MHz, DMSO-ds) J 16,97 (CHy);
25,91 (CHciclo); 26,65 (CHciclo); 56,09 (CHg); 105,16 (Car); 115,34 (Car); 121,34 (Car); 126,57
(CarCar); 126,85 (Car); 128,89 (Ca—Car); 133,25 (Cq); 140,51 (Car); 143,09 (C,); 156,23 (C—-
OCHzs); 156,58 (C=0); 171,18 (C=N). CisHisN:0,S: 324,09 g/mol; LRMS (ESI*): m/z
(IM+H]*) 325,1 (100%); 181,1 (2,4%).

REFERENCIA: (PEl et al., 2016).
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(E)-N-(6-etoxibenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (114) - Rendimento:
81%; Aspecto: pé rosa palido cristalino; Rg: 0,36; Rr: 1,63 min; Grau de pureza: 96%; Pg: 178-
179 °C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 3136 (N-H); 3089 ,(CH,); 1689 ,(C=0); 1044
W(Car=Car); 969 +(S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-d¢) 0 1,34 (t, 3H, J= 6,9, CH3); 1,47-1,62
(m, 2H, CHy); 2,24-2,3 (m, 1H, CHcicio); 2,52-2,56 (m, 1H, CHcicio); 4,06 (g, 2H, J= 6,92,
OCHy); 7,00 (dd, 1H, J= 8,8; 2,42, CHa/); 7,18-7,23 (m, 3H, CHa); 7,28-7,32 (m, 2H, CHa/);
7,53 (d, 1H, J= 2,42, CHa); 7,6 (d, 1H, J= 8,75, CHa(); 12,46 (br s, 1H, NH). RMN 3C (75
MHz, DMSO-dg) ¢ 15,16 (CHs); 16,96 (CH,); 25,88 (CHcicio); 26,64 (CHcicio); 64,07 (OCHy);
105,85 (Car); 115,69 (Car); 121,57 (Car); 126,57 (Ca—Car); 126,84 (Cy); 128,88 (Car—Car);
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133,25 (Cg); 140,51 (Car); 143,26 (Cg); 155,81 (C-OCH,CHs); 156,21 (C=0); 171,17 (C=N).
C1oH18N>05S: 338,11 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 339,1 (100%); 195,1 (2,3%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(4-metoxibenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (115) — Rendimento:
61%; Aspecto: pd marrom palido cristalino; Re: 0,75; Rt: 1,30 min; Grau de pureza: 96%; Pk:
193-194 °C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 3244 ,(N-H); 3034 ,(CH); 1685 ,(C=0); 1042
W(Car=Car); 966 (S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) 6 1,5-1,62 (m, 2H, CHy); 2,19-2,24
(m, IH, CHcicio); 2,53-2,57 (M, 1H, CHcici0); 3,9 (S, 3H, CHa); 6,98 (d, 1H, J=7); 7,19-7,23 (m,
3H, CHa); 7,24-7,27 (m, 2H, CHa,); 7,51 (d, 1H, J= 7,91, CHa,); 12,75 (br s, 1H, NH). RMN
13C (75 MHz, DMSO-ds) 0 17,06 (CHy); 25,98 (CHciclo); 26,70 (CHciclo); 56,23 (CHs); 108,13
(Car); 113,95 (Car); 124,94 (Car); 126,59 (CarCar); 126,87 (Car); 128,90 (Car—Car); 133,29
(Car); 138,84 (Cy); 140,45 (Cq); 152,3 (C-OCHs3); 156,68 (C=0); 171,25 (C=N). C1sH16N20,S:
324,09 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 325,1 (100%); 181,1 (2,1%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(5,6-dimetoxibenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (116) -
Rendimento: 59%; Aspecto: pé marrom palido cristalino; Rg: 0,67; Rr: 1,02 min; Grau de
pureza: 98%; Pg: 184-185 °C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 3543 ,(N-H); 3128 ,(CHy); 1672
«(C=0); 1068 (Ca=Ca); 963 +(S5-C). RMN H (300 MHz, DMSO-ds) § 1,47-1,61 (m, 2H,
CHy); 2,25-2,31 (m, 1H, CHciclo); 2,52-2,54 (m, 1H, CHcic0); 3,8 (d, 6H, J= 3,63, (CH3),); 7,18-
7,23 (m, 3H, CHay); 7,28-7,32 (m, 3H, CHar); 7,53 (s, 1H, CHay); 12,44 (br s, 1H, NH). RMN
13C (75 MHz, DMSO-ds) 6 16,93 (CH.); 25,87 (CHcicio); 26,59 (CHcico); 56,19 (CHz3); 56,43
(CHs); 104,02 (Car); 104,19 (Car); 123,33 (Cy); 126,55 (CarCar); 126,84 (Car); 128,89 (Car
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Car); 140,54 (Cq); 142,99 (Cy); 147,38 (C—OCHs); 149,34 (C-OCHj); 156,74 (C=0); 170,92
(C=N). C19H1gN,03S: 354,1 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 355,1 (100%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-hidroxibenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (117) — Rendimento:
98%; Aspecto: p6 amarelo amorfo; Rg: 065; Rt: 0,79 min; Grau de pureza: 98%; Pr: 161-162
°C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 3179 5(O—H); 2965 ,(N-H); 2852 ,(CH,); 1675 ,(C=0); 1196
v(Car=Car); 957 y(S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 3,0-3,28 (m, 4H, CH> e (CHcicio)2);
6,17 (s, 1H, OH); 7,21 (dd, 1H, J= 8,7 e 2,46, CHa/); 7,63-7,67 (m, 3H, CHa/); 7,69 (s,
1H,CHay); 7,72-7,77 (m, 2H, CHa); 7,83 (d, 1H, J= 8,86, CHa/); 9,95 (br s, 1H, NH). RMN
13C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 28,51 (CHciclo); 30,08 (CHcicio); 62,6 (CHy); 106,97 (Car); 115,69
(Car); 122,06 (Car); 125,83 (Car—Car); 127,71 (CarCar); 129,14 (Car); 133,37 (Cy); 141,68
(Cqy); 142,04 (Cy); 153,61 (C-OH); 154,85 (C=0); 174,99 (C=N). C17H14N,0,S: 310,08 g/mol;
LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 311,1 (100%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(4-hidroxibenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (118) — Rendimento:
88%; Aspecto: p6 amarelo amorfo; Re: 0,61; Ry: 0,92 min; Grau de pureza: 96%; Pg: 243-244
°C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 3429 ;(O-H); 3029 ,(N-H); 2968 ,(CH>); 1710 ,(C=0); 1087
v(Car=Car); 937 +(S-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-d¢) ¢ 2,57-2387 (m, 4H, CH; e (CHciclo)2);
5,87 (s, 1H, OH); 6,78 (dd, 1H, J= 7,83 e 0,72, CHa/); 7,09 (t, 1H, J= 7,92, CHa/); 7,21-7,27
(m, 3H, CHa,); 7,31-7,37 (m, 3H, CHa,); 9,71 (br s, 1H, NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-ds)
028,51 (CHciclo); 30,13 (CHciclo); 62,46 (CHy); 111,86 (Car); 112,26 (Car); 125,44 (Car); 126,04
(CarCar); 127,76 (Car); 129,1 (Ca—Car); 133,58 (Cg); 137,86 (Cq); 141,87 (Cg); 150,53 (C-
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OH); 153,97 (C=0); 175,11 (C=N). C17H1aN0,S: 310,08 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*)
311,1 (100%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(5,6-dihidroxibenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (119) -
Rendimento: 99%; Aspecto: p6 amarelo amorfo; Re: 0,63; Rr: 0,66 min; Grau de pureza: 96%;
Pr: 288-289 °C. ATR-IV (transmitancia/cm®): 3187 ;(O-H); 1671 ,(C=0); 1058 (Car=Ca);
923 ,(S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-d¢) d 2,54-2,84 (m, 4H, CH, e (CHcicio)2); 5,74-5,79
(m, 2H, (OH)>); 6,93 (s, 1H, CHay); 7,21-7,25 (m, 4H, CHay); 7,3-7,35 (m, 3H, (CHar)2 € NH).
RMN 2C (75 MHz, DMSO-ds) ¢ 28,5 (CHcicio); 30,07 (CHcicio); 62,52 (CH2); 106,79 (Car);
107,3 (Car); 122,42 (Car); 125,85 (Car—Car); 127,69 (Cq); 129,11 (CarCar); 141,95 (Cy);
142,14 (C-OH); 144,53 (C-OH); 145,98 (C); 154,07 (C=0); 174,62 (C=N). C17H1aN,03S:
326,07 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 327,1 (100%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-nitrobenzo[d]tiazol-2-il)-2-fenilciclopropanocarboxamida (120) — Rendimento:
52%; Aspecto: p6 amarelo palido amorfo; Rg: 0,61; Ry: 1,48 min; Grau de pureza: 95%; Pg:
240-241 °C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 3350 (N-H); 3068 (CH.); 1690 ,(C=0); 1047
v(Car=Car); 940 ,(S—-C). RMN *H (300 MHz, DMSO-d¢) ¢ 1,55-1,67 (m, 2H, CH,); 2,29-2,35
(m, 1H, CHcicio); 2,55-2,62 (m, 1H, CHcicio); 7,2-7,23 (m, 3H, CHa/); 7,28-7,33 (m, 2H, CHa));
7,87 (d, 1H, J= 8,94, CHa/); 8,26 (dd, 1H, J= 8,8; 2,28, CHa/); 9,03 (d, 1H, J= 2,23, CHa));
13,03 (br s, 1H, NH). RMN C (75 MHz, DMSO-dg) ¢ 17,41 (CH,); 26,05 (CHcicio); 27,36
(CHciclo); 119,46 (Car); 121,03 (Car); 122,2 (Car); 126,63 (Car—Car); 126,96 (Car); 128,9 (Car
Can); 132,72 (Cq); 140,25 (Cq); 143,42 (C-NOy); 153,97 (Cq); 163,75 (C=N); 172,19 (C=0).



118

C17H13N303S: 339,07 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 340,1 (100%); 196,0 (1,6%); 145,2
(3,1%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(5,6-dimetilbenzo[d]tiazol-2-il)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida (121) —
Rendimento: 68%; Aspecto: p6 amarelo palido amorfo; Rg: 0,52; Rr: 2,85 min; Grau de pureza:
96%; Pr: 242-243°C. ATR-1V (transmitancia/cm?): 2948 ,(N-H); 1686 ,(C=0); 1669 y(CHeno);
1049 (Car=Car); 998 ,(S-C). RMN tH (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 2,31 (d, 6H, J=2,51, (CH3)2);
3,71 (s, 3H, OCHa); 3,84 (s, 6H, OCHs3); 6,9 (d, 1H, J= 15,73, CHeno); 6,99 (s, 2H, CHa); 7,55
(s, 1H, CHa,); 7,68-7,73 (m, 2H, CHa € CHeno); 12,37 (s, 1H, NH). RMN 13C (75 MHz, DMSO-
de) 0 20,03; (CH3); 20,19 (CHs); 56,39 ((OCHa),); 60,62 (OCHa3); 106,16 (Car); 106,2 (Car);
119,29 (Ceno); 121,37 (Car); 121,9 (Car); 129,51 (Cg); 130,28 (C—CHa); 132,87 (C); 135,26
(C—CHs); 139,98 (C—OCHs); 143,41 (Ceno); 147,71 (Cy); 153,52 ((C—OCHa),); 164,35 (C=0);
168,19 (C=N). C21H2N,04S: 398,13 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 399,2 (100%); 221,2
(2,0%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-N-(6-metoxibenzo[d]tiazol-2-il)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida (122) — Rendimento:
65%; Aspecto: p6 amarelo palido amorfo; Re: 0,82; Rr: 1,51 min; Grau de pureza: 99%; Pe:
136-137 °C. ATR-1V (transmitancia/cm™®): 2934 ,(N-H); 1675 ,(C=0); 1607 (CHeno); 1000
W(Car=Car); 907 (S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) o 3,71 (s, 3H, OCHs); 3,81 (s, 3H,
OCHz); 3,84 (s, 6H, OCHs); 6,9 (d, 1H, J= 15,73, CHeno); 7,0 (s, 2H, CHa/); 7,03 (dd, 1H, J=
8,84; 2,42, CHay); 7,58 (d, 1H, J= 2,32; CHar); 7,65 (d, 1H, J= 8,84, CHa/); 7,71 (d, 1H, J=
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15,8, CHeno); 12,34 (s, 1H, NH). RMN C (75 MHz, DMSO-ds) & 55,94 (OCH3)z; 57,23
(OCH:); 60,17 (OCHs); 105,56 (Car); 105,75 (Car); 118,84 (Car): 120,92 (Car): 121,45 (Ceno);
129,06 (Cq); 129,83 (Cy); 132,42 (Cay); 134,8 (Cay); 139,53 (C-0); 142,96 (Ceno); 147,26 (Cy):;
153,06 (C-0); 157,09 (C-O); 163,9 (C=0); 167,74 (C=N). CaHxN,0sS: 400,11 g/mol;
LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 401,2 (100%): 221,2 (2,2%).

REFERENCIA: INEDITA.

4.5.4 Acoplamento do 4-(p-toluil)-2-aminotiazol aos &cidos cindmicos e ao acido trans-

fenilciclopropanocarboxilico

Os procedimentos experimentais para obtencdo dos derivados (123-126) sdo idénticos
aos descritos na secdo referente & sintese dos derivados ndo-halogenados de 2-
aminobenzo[d]tiazdis com os correspondentes &cidos carboxilicos. Entretanto, ha uma
diferenca quando a purificacdo destes. Apds o término da reacao, o produto foi lavado e filtrado
com uma solugédo saturada NaHCOs (3 x 10 mL) e H,O destilada (3 x 25 mL), rendendo o
produto impuro. Entdo, uma recristalizacdo utilizando-se etanol e H,O destilada (2:1) foi

realizada, resultando no produto purificado (ZHANG et al., 2009).
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(E)-N-(4-(p-toliltiazol-2-il)cinamamida (123) — Rendimento: 71%; Aspecto: pé laranja pélido
amorfo; Rg: 0,48; Ry: 2,07 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 154-155 °C. ATR-1V
(transmitancia/cm?): 3025 ((N-H); 1696 ,(C=0); 1675 y(C=Ceno); 1084 ,(Car=Ca); 913 (S-
C). RMN 1H (300 MHz, DMSO-dg) d 2,32 (s, 3H, CHa); 6,95 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,24
(d, 2H, J= 8,01, CHar); 7,45-7,49 (m, 3H, CHay); 7,58 (s, 1H, CHtio); 7,64 (dd, 2H, J= 7,54,
1,5, CHay); 7,74 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,8 (d, 2H, J= 8,19, CHa\); 12,49 (br s, 1H, NH).
RMN 23C (75 MHz, DMSO-ds) 6 21,77 (CHs); 108,63 (Ctio); 120,55 (Ceno); 126,61 (Car); 128,98
(CarCar); 129,17 (Car); 129,88 (Car); 130,08 (Car—Car); 130,29 (Cy); 131,33 (C—CHa); 132,62
(Car); 135,27 (Cg); 138,1 (Car); 143,17 (Ceno); 150,17 (C); 158,86 (C=N); 164,36 (C=0).
CioH16N20S: 320,1 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 321,1 (100%); 191,1 (1,3%).
REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-(terc-butil)fenil)-N-(4-(p-tolil)tiazol-2-il)acrilamida (124) — Rendimento: 70%;
Aspecto: po laranja palido amorfo; Re: 0,58; Rt: 1,29 min; Grau de pureza: 95%; Pg: 167-168
°C. ATR-IV (transmitancia/cm?): 2962 (N-H); 1708 ,(C=0); 1674 (C=Ceno); 1085
W(Car=Car); 979 (S-C). RMN tH (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,29 (s, 12H, CH3 e (CHs3)3); 6,90
(d, 1H, J= 15,83, CHeno); 7,24 (d, 2H, J= 8,01, CHay); 7,47-7,50 (m, 2H, CHa); 7,68-7,73 (m,
3H, CHar e CHkio); 7,78-7,81 (m, 2H, CHa,); 8,05 (d, 1H, J= 15,83, CHeno); 12,44 (br s, 1H,
NH). RMN 23C (75 MHz, DMSO-ds) J 21,26 (CH3); 31,35 ((CH3)3); 35,02 (Crerc); 110,21 (Crio);
119,46 (Ceno); 124,69 (Car); 126,15 (Car—Car); 126,37 (Car); 128,31 (Car); 128,48 (Car—Car);
129,77 (Cy); 131,97 (C—CHs); 137,56 (Car); 144,24 (Cy); 149,63 (Car); 153,53 (Ceno); 153,74
(Cq); 158,39 (C=N); 163,98 (C=0). C23H24N0S: 376,16 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]")
377,2 (100%).

REFERENCIA: INEDITA.
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(E)-3-(4-clorofenil)-N-(4-(p-tolil)tiazol-2-il)acrilamida (125) — Rendimento: 75%; Aspecto:
p6 marrom palido amorfo; Re: 0,43; Rt: 1,41 min; Grau de pureza: 99%; Pg: 194-195°C. ATR-
IV (transmitancia/cm™?): 3263 ,(N-H); 1708 ,(C=0); 1691 ,(C=Ceno); 1087 (Car=Ca); 979 «(S—
C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 2,32 (s, 3H, CH3); 7,24 (d, 1H, J= 8, CHeno); 7,52-7,61
(m, 3H, CHay); 7,65-7,7 (M, 4H, CHa,); 7,75 (s, 1H, CHiio); 7,8 (d, 2H, J= 8, CHeno € CHa));
12,53 (br s, 1H, NH). RMN 2C (75 MHz, DMSO-ds) 6 21,49 (CHs); 108,23 (Cyo); 120,53
(Ceno); 120,75 (Car); 125,02 (Car); 126,09 (Car); 127,86 (Car); 128,26 (Car); 129,38 (Car);
129,64 (Car); 130,15 (Car); 130,41 (Cq); 132,07 (C—CHa); 133,67 (Cg); 135,16 (C—Cl); 142,99
(Ceno); 158,29 (Cy); 163,65 (C=0); 167,89 (C=N). C19H15CIN,0S: 354,06 g/mol; LRMS (ESI"):
m/z ([M+H]*) 355,1 (100%).
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REFERENCIA: INEDITA.

O

(E)-2-fenil-N-(4-(p-tolil)tiazol-2-il)ciclopropanocarboxamida (126) — Rendimento: 65%;
Aspecto: p6 marrom cristalino; Re: 0,95; Rr: 2,35 min; Grau de pureza: 98%; Pg: 195-196 °C.
ATR-IV (transmitancia/cm?): 3293 (N-H); 3066 ,(CH,); 1664 ,(C=0); 1082 ,(Car=Car); 957
v(S—C). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 1,45-1,59 (m, 2H, CH,); 2,23-2,29 (m, 1H, CHcicio);
2,31 (s, 3H, CHa); 2,51-2,53 (m, 1H, CHqicio); 7,18-7,23 (m, 5H, CHa/); 7,28-7,32 (m, 2H,
CHan); 7,52 (s, 1H, CHkyio); 7,77 (d, 2H, J=8.28, CHar); 12,53 (br s, 1H, NH). RMN 2C (75
MHz, DMSO-ds) ¢ 16,81 (CHy); 21,25 (CHs); 25,67 (CHcicio); 26,42 (CHeicio); 107,59 (Ciio);
126,06 (Car); 126,58 (Car—Car); 126,81 (CarCar); 128,88 (Car—Car); 129,74 (Car—Car); 132,1
(Cy); 137,52 (C-CHg); 140,58 (Cq); 149,32 (Cq); 158,21 (C=N); 170,73 (C=0). C2H1sN0S:
334,11 g/mol; LRMS (ESI*): m/z ([M+H]*) 335,2 (100%).

REFERENCIA: INEDITA.

4.6 Avaliagdo Biologica dos Inibidores
4.6.1 Ensaios enzimaticos fluorimétricos

As atividades inibitorias dos compostos finais (estes com pureza > 95%) foram
determinadas por meio de ensaios fluorimétricos adaptados a partir da literatura (STEUER et
al., 2009). As proteases do ZIK e DENV2 foram obtidas por expressdo heter6loga, utilizando-
se a bactéria Escherichia coli, realizada por colaboradores do AK-Schirmeister (WU et al.,
2015). O aumento da fluorescéncia, como resultado daclivagem do substrato fluorogénico Boc-
Gly-Arg-Arg-AMC (Bachem), foi monitorado usando-se um leitor de microplacas da marca
TECAN®, modelo Infinite F200 Pro. O substrato e as séries de diluices dos inibidores foram
preparadas como solugdes estoques em DMSO (20 mmol/L). Inicialmente, uma triagem
bioldgica dos inibidores foi realizada na concentra¢do fixa de 20 uM. Dilui¢des seriadas dos

compostos com atividade > 60% de inibicdo foram preparadas em DMSO e utilizadas para a
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determinacdo dos valores de concentracdo inibitéria para 50% (ICsp). Durante todos os
experimentos, DMSO puro foi utilizado como controle negativo.

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas (sem pre-incubacao), onde cada
ensaio foi realizado em placas white-flat-bottom de 96 pogos (com capacidade para 200 uL,
cada), contendo 180 pL do tampao (50 mM Tris HCI, 1 mM Chaps, 20% glicerol, com pH igual
a9),5 uL da protease (DENV2 a50 nM ou ZIKV a26 nM), 10 uL. de DMSO ou do inibidor e,
entdo, 5 uL do substrato.

A quantidade de substrato clivado foi determinada pelo monitoramento da fluorescéncia
observada durante as analises (dex. 380 nm, Aem: 450 nm, T: 25°C, ciclos: 21, intervalo cinético:
30 segundos, amplificacdo: 65, tempo de integracdo: 20 us). Em adicéo, o software GRAFIT®
v. 5.0.13 foi empregado no processamento e analise dos dados gerados (LEATHERBARROW,
2010), onde a atividade enzimética residual foi determinada levando-se em consideracao a
concentracdo dos inibidores. A partir desta, os valores de 1Cs, foram obtidos por aplicacéo de

regressao ndo-linear usando a equacdo de Hill (1), mostrada abaixo:

_ Ymax — Ymin

= m t Ymin »
ICs

equacao 1

onde y (fluorescéncia/minuto) representa a taxa de hidrolise do substrato enzimatico (medida
como o aumento da fluorescéncia por minuto) de acordo com a concentracdo do inibidor, [1].O
Ymax representa o valor maximo da curva de dose-resposta que € observada em baixas
concentragbes do inibidor; ymin representa o valor minimo de y que € obtido em altas
concentracOes do inibidor; e o s denota o fator de curva (também chamado de coeficiente Hill),
cujo caracteriza a inclinacdo da parte média aproximadamente linear da curva dose-resposta
(LUDEWIG etal., 2010).

4.7  Modelagem Insilico

O screening virtual tem se tornado um passo essencial nos estudos envolvendo a
descoberta de farmacos, do composto hit até a otimizacio do lead (KORB; STUTZLE;
EXNER, 2009; VISWANATHAN et al., 2014). Tipicamente, a efetividade e seguranca de um

farmaco ird depender do reconhecimento seletivo que este apresenta por um determinado alvo
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macromolecular (BAXTER et al., 1998; SILVA-JUNIOR; ARAUJO-JUNIOR; AQUINO,
2017). Baseando-se nisto, diferentes técnicas contidas no ambito da quimica computacional
foram aplicadas no estudo dos potenciais inibidores das enzimas NS2B-NS3 e nsP2, as quais

serdo explicadas nas secOes seguintes.

4.7.1 Detalhes computacionais

Todos os experimentos envolvendo docking molecular e DFT foram realizados em um
notebook DELL® modelo 5500U, com processador Intel® Core(TM) i-7 42-geragdo, CPU 2,40
GHz, memoéria RAM de 16 GB e plataforma Windows® 8.1.

As simulacgdes de dindmica molecular envolvendo a nsP2 do CHIKV foram realizadas
em um DELL® Workstation Precision, modelo T3600 6C, com processador Intel® Xeon E5-
1660, CPU 3,3 GHz, memdria RAM de 16 GB e plataforma Linux®.

4.7.2 Métodos In silico aplicados ao desenvolvimento dos potenciais inibidores da NS2B-
NS3 dos virus Dengue e Zika

4.7.2.1 Docking molecular

O docking molecular de pequenos ligantes flexiveis em alvos biomacromoleculares
permanece como a técnica computacional mais difundida (DAR; MIR, 2017; PAGADALA,;
SYED; TUSZYNSKI, 2017; SALMASO; MORO, 2018). Este € um método estocastico que
realiza uma busca pela energia minima global relacionada a uma funcdo de pontuacdo (do
inglés, scoring function), baseando-se nos modos de ligacdo dos correspondentes ligantes
(KORB; STUTZLE; EXNER, 2009; TROTT; OLSON, 2010). No docking molecular,
considera-se que através do planejamento de ligantes que interajam de forma eficiente com a
biomacromolécula, uma molécula hit serd obtida com uma alta afinidade por seu
correspondente alvo (ELDRIDGE et al., 1997; SALMASO; MORO, 2018).

Baseando-se nestas informacdes, o docking molecular de todos os inibidores foi
realizado frente 8 NS2B-NS3 do DENV2. Inicialmente, todos os inibidores foram desenhados,
convertidos em estruturas tridimensionais e, em seguida, minimizados energeticamente através
da aplicacdo do método semi-empirico Austin Model 1 (AM1), utilizando-se o software
ARGUSLAB® v. 4.0.1 (http://www.arguslab.com) (THOMPSON, 2004). O arquivo contendo

a estrutura tridimensional da enzima NS2B-NS3 do DENV2 foi obtido no Research
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Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank - RCSB PDB, sob o cddigo:
2FOM (https://www.rcsb.org/structure/2FOM). Para o pré-tratamento da biomacromolécula e
execucdo dos dockings propriamente ditos, o software GOLD® v. 5.4.0
(https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-discovery/components/gold/) ~ foi  empregado
durante todas as etapas de simulacdo (CAMBRIDGE CRYSTALLOGRAPHIC DATA
CENTRE, 2015). Apenas a estrutura cristalina da NS2B-NS3 do DENV2 foi utilizada nesta
etapa devido esta apresentar uma alta similaridade com a mesma protease no ZIKV. Além disso,
tal estrutura contém a conformacao correta do sitio alostérico para esta protease (BRECHER et
al., 2017). Neste sentido, todas as moléculas cocristalizadas a estrutura da protease foram
removidas, incluindo as moléculas de agua e ions. Em seguida, as coordenadas referentes a
caixa de busca foram introduzidas como sendo x: -10,189; y: -10,64 e z: 17,996 (sitio ativo) e
x: -10,004; y: -8,839 e z: 7,879 (sitio alostérico). Tais coordenadas foram extraidas de outros
trabalhos previamente publicados (BARTHELS, 2018; MILLIES etal., 2018; WU etal., 2015).
Adicionalmente, permitiu-se que todos os atomos aceptores e doadores de interacdo de
hidrogénio fossem tratados como acessivel ao solvente e todos os inibidores foram admitidos
como capazes de detectar cavidades na superficie da enzima. Uma eficiéncia de busca de 200%
foi estabelecida. Entdo, 4 (quatro) diferentes funcBes de pontuacdo foram aplicadas, sendo estas
Chemical Piecewise Linear Potential (CHEMPLP), GoldScore, ChemScore e Astex Statistical
Potential (ASP). Por fim, o valor do coeficiente de correlacdo (r?) para cada funcdo de
pontuacdo foi determinado, bem como, as contribui¢bes energéticas das interacfes (interagdes

de hidrogénio e hidrofobicas/Van der Waals) foram individualmente analisadas.

4.7.3 Desenvolvimento do Protocolo Virtual paraPlanejamento de Inibidores da Enzima nsP2
do CHIKV

O desenvolvimento de um protocolo virtual se faz necessario uma vez que ndo ha
nenhum protocolo computacional direcionado a busca de novos compostos inibidores da
enzima nsP2. Dessa forma, diferentes técnicas computacionais foram aplicadas para explorar
os inibidores da nsP2 existentes, incorporando condi¢Bes fisioldgicas, predizendo as
conformagdes ligantes e aplicando a teoria do funcional de densidade (DFT) para investigar o
mecanismo catalitico deste alvo. Neste sentido, a possibilidade de um mecanismo covalente
também foi exaustivamente explorada. Nas secGes que se seguem, todos os detalhes sobre a

construcdo de tal protocolo serdo fornecidos e devidamente explicados.
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4.7.3.1 Desenvolvimento do protocolo virtual - Visdo geral

Inicialmente, decidiu-se investigar a influéncia de varios parametros usualmente
empregados em estudos de screening virtual. Posteriormente, os parametros mais influentes na
predicdo das atividades dos inibidores da nsP2 previamente selecionados foram melhor
explorados. Dentre estes, 0s seguintes parametros foram avaliados: i) ionizagdo em pH
fisiologico (tipicamente 7,4); ii) minimizacdo energética inicial dos inibidores pelos métodos
AM1 e DFT-B3LYP/6-31G(d); iii) docking molecular utilizando as quatro funcdes de
pontuacdo anteriormente descritas, para a estrutura do PDB (em condi¢des ndo-nativas); iv)
docking molecular utilizando as quatro funcGes de pontuacdo anteriormente descritas, para as
estruturas obtidas por simulagdes de dindmica molecular a temperatura de 300 e; v) 310 Kelvin
(ambas em condi¢Oes nativas) e, por fim, vi) determina¢do das energias livres de Gibbs para
interacdes ndo-covalentes e covalentes através da aplicacdo de calculos de DFT. Baseando-se
nisto, todos os parametros foram misturados entre si e 12 (doze) protocolos virtuais diferentes
foram gerados. Estes protocolos foram divididos em duas categorias, A e B, onde A representa
0 conjunto de inibidores ionizados; e B representa o conjunto ndo-ionizado. Adicionalmente, o
namero de protocolos variade 1 a 6, onde estes irdo depender das condi¢cdes empregadas. Por
fim, durante a execugdo destes protocolos, um rigoroso fluxograma de trabalho foi seguido,

ilustrado na Figura 29. Nas proximas secoes, todos os detalhes metodoldgicos serdo fornecidos.
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Figura 29 — Fluxograma utilizado para o desenvolvimento do protocolo virtual para

explorar inibidores da nsP2 do virus Chikungunya.

/——. Ionizado
%@% Acido ~ Neutro ]
Inibidores da nsP2 zado BI-6

_)\r-‘ o

A1-6

AMI ——st5545

1 o2
“’“‘r-

B3LYP(6-31G(d)) —Y == J

Al-3, BI-3

Minimizag¢ao Energética

Al, A4, Bl, B4

' ™

x 12 zZ, 1 pr')
I ‘--Ev -‘Eﬁ»fszmdnvh[,m]

-

Melhor
Protocolo

Docking Dindmica a 300 K Dindmica a 310 K

43, 46, B3, B6

Aplicagao da DFT

FONTE: Autor, 2019.

4.7.3.1.1 Selecdo dos inibidores da nsP2 e a minimizacdo energética

No total, 31 inibidores da nsP2 (ver volume 2, pagina 353) foram encontrados na
literatura e utilizados para a criagdo do banco de dados. Somente compostos com I1Csp <10 uM
ou inibicdo maxima > 80% foram considerados como ativos. Dentre estes, anidlogos das
acilidrazonas (por exemplo, acrilamidas, semicarbazonas, oxoacilidrazonas e acilidrazona de
fenilciclopropano), ureias, tiazolidinas/rodaninas, oxadiazois e tiossemicarbazonas foram
selecionados (Figura 30). Os valores energéticos da conformacdo de menor energia para cada
um dos inibidores foram obtidos por aplicacdo de duas teorias, AM1 (método semi-empirico)
e B3LYP/6-31G(d) (método quéntico). Estes métodos tém sido utilizados para obtencdo de
comprimentos e angulos de ligacdo acurados (DEEB; CLARE, 2008; SILVA-JUNIOR;
ARAUJO-JUNIOR; AQUINO, 2017). Por fim, dois conjuntos de inibidores foram gerados,
ambos contendo exatamente oS mesmos 31 compostos, contudo o primeiro deles foi
minimizado pelo método AML1 e o segundo, B3LYP/6-31G(d).
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Figura 30 - Visualizacédo esquematica dos compostos selecionados.
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FONTE: Autor, 2019. Em azul: acilidrazonas (p.ex. acrilamidas, semicarbazonas, oxoacilidrazonas e
acilidrazonas de fenilciclopropanos); rosa: ureias; verde: tiazolidinas/rodaninas; laranja: oxadiazois;
vermelho: tiossemicarbazonas. Em ( )n: -CH2— ou —CH2CH2—; e X: —NH2 e =S. llustragdo elaborada

utilizando-se o software ChemDraw® v.12.
4.7.3.1.2 Simulag6es de dindamica molecular da nsP2

Tipicamente, as simulagfes de dinamica molecular (MD) tém sido amplamente
utilizadas em estudos envolvendo a formacdo de complexos entre macromoléculas e ligantes,
com a finalidade de explorar a estabilidade destes e suas respectivas energias em fungdo do
tempo (SENTHILKUMAR et al., 2016). Adicionalmente, tais simulacGes fornecem o
comportamento dindmico de proteinas durante a formacdo do complexo com ligantes
(SENTHILKUMAR et al., 2016). Esta técnica computacional aplica uma combinacdo de
teorias de mecanica molecular (MM) e do continuum solvente para avaliar a energia de ligacéo
a partir da formacao deste complexo (SENTHILKUMAR et al., 2016). Para o desenvolvimento
deste protocolo, a estrutura cristalografica da protease nsP2 (PDB ID: 3TRK, com resolucéo de
2,397 A, cadeia A, da linhagem S27-Africana do CHIKV) foi obtida no RSCB PDB
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(https://www.rcsh.org/structure/3TRK). As moléculas de dgua e ions cocristalizados ao arquivo
original do PDB foram removidos e os atomos de hidrogénios foram adicionados, usando o
software GROMACS® (http://www.gromacs.org/) (JIANG et al., 2017; SENTHILKUMAR et
al., 2016). Baseando-se em condicdes fisioldgicas, o campo de for¢a Optimized Potential for
Liquid Simulations (OPLS) foi usado para modelar as interacdes dos aminoacidos na protease
a pH 7,4. Adicionalmente, o método Single Point Charge (SPC) foi usado para modelar a agua
do sistema e, em seguida, os ions Na* e CI- foram adicionados a concentracdo de 0,15 M
(JIANG et al., 2017; SINGH et al., 2012). Tais parametros tém sido amplamente utilizados em
uma variedade de estudos de estabilidade térmica envolvendo proteinas (CHEN et al., 2016a;
JIANG etal., 2017; KUNDU; ROY, 2008; PAUL etal., 2014). Diferentes temperaturas (300 e
310 Kelvin) foram implementadas neste protocolo, uma vez que o estudo de macromoléculas
por simulagdes de MD em diferentes temperaturas é capaz de fornecer informagdes quanto a
influéncia destas sobre a atividade catalitica, desnaturacdo/inativacao térmica e perturbacao do
sitio ativo (JIANG et al., 2017). Além disso, a MD a 310 K (36,8 °C) pode ser aplicada para
simular o ambiente bioldgico de células hospedeiras, dentro do organismo de mamiferos
(CAPRILES; DARDENNE, 2007). Neste protocolo, a MD a 310 K foi empregada como um
controle negativo, uma vez que todos os inibidores tém sido selecionados a partir de estudos in
vitro realizados a 25 °C (300 K). Anteriormente ao inicio das simulagdes de MD, o sistema foi
equilibrado em duas fases usando os métodos NVT e NPT, ambos durante tempo de100 ps. Por
fim, as alteracdes conformacionais do sistema foram observadas em fun¢do do tempo, onde
estas foram computadas como o desvio médio dos quadrados-minimos (RMSD) (SILVA etal.,
2017), como mostrado na equacao (2) abaixo:

RMsp = |F=mi =)
zlm;

equacao 2

onde m; representa a massa do atomo; r% e r; séo as coordenadas do atomo (i) no estado inicial
e durante as simulagdes de MD, respectivamente (AJLOO et al., 2015; SILVA et al., 2017).
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4.7.3.1.3 Docking molecular dos inibidores da nsP2

Os procedimentos metodologicos relacionados ao docking molecular dos inibidores da
nsP2 sdo idénticos aos detalhes fornecidos na secdo de docking molecular dos potenciais
inibidores da NS2B-NS3. Entretanto, ha diferenca quanto as coordenadas utilizadas, uma vez
que a nsP2 apresenta uma estrutura completamente diferente das proteases do ZIKV e DENV?2.

Todas as simulagdes utilizando a nsP2 foram realizadas considerando a regido da diade
catalitica (Cys1013 e His1083), como descrita em estudos anteriores (BASSETTO et al., 2013;
JADAV et al., 2015). As coordenadas desta diade (pocket 4) nas trés estruturas (cristal PDB,
nsP2 ap6s dindmica a 300 K e 310 K) foram computadas como x= 5,181; 62,625; 34,53; y=
5,063; 30,74; 64,22; e z= -11,705; 55,05; 49,735, respectivamente. Todas as coordenadas
usadas foram baseadas em simulagfes de docking molecular reportadas na literatura
(BASSETTO et al.,, 2013; GIANCOTTI et al.,, 2018; NGUYEN; YU; KELLER, 2015;
TARDUGNO et al., 2018), exceto para a estrutura a 310 K, a qual é inédita.

4.7.3.1.4 Investigagdo de mecanismo de inibicdo ndo-covalente (4Gnao-covalente) € COValente

(4Geovatente) Usando mecanica quantica (QM)

Embora os programas de docking molecular sejam bem sucedidos na utilizacdo de
convenientes funcdes de pontuacdo (SILVA et al., 2017; YURIEV; RAMSLAND, 2013), a
aplicacdo de um modelo de solvatagdo implicito (DM), e a incorporagdo de calculos semi-
empiricos (SE) e/ou mecénicos quanticos (QM) tem sido usados para incrementar
significativamente a pontuacdo final de cada ligante (HOMEYER et al., 2014; HUANGA;
CAFLISCHA, 2010; LAGARIAS etal., 2018; LI; LIU; WANG, 2010; SILVA-JUNIOR etal.,
2017a; ZHANG; WONG; LIGHTSTONE, 2014), e elucidar corretamente 0 mecanismo
catalitico de cisteino proteases (ARAFET; FERRER; MOLINER, 2015, 2017; ARAFET etal.,
2014, 2017; AWOONOR-WILLIAMS; WALSH; ROWLEY, 2017; MENDEZ-LUCIO et al.,
2012; MLADENOVIC etal., 2008).

Estudos envolvendo softwares para simulacdo de docking amplamente empregados em
screening virtuais concluiram que ndo ha software capaz de prever valores acurados de energia
livre de Gibbs para interacOes ndo-covalentes (4Gnao-covalente) OU covalentes (4Gcovalente), bem
como suas respectivas barreiras energéticas nos estados transicionais (4G*) (BURSULAYA et
al., 2003; CUMMINGS et al., 2005; KONTOYIANNI; SOKOL; MCCLELLAN, 2005;
WARREN et al., 2006). Em contraste, a mecanica quantica (QM) pode ser empregada para a
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modelagem de sistemas biologicos devido sua habilidade em descrever sistema quimicos com
valores de AGnao-covatente, 4Gcovalente €  AG! quantitativamente acurados (AWOONOR-
WILLIAMS; WALSH; ROWLEY, 2017; MALMSTROM; WATOWICH, 2011; SILVA-
JUNIOR etal., 2017a). Baseando-se nisto, os calculos de DFT foram realizados usando 3 (trés)
funcionais diferentes, sendo estes B3LYP, M06 e «B97X-D, todos com nivel de teoria fixo em
6-31G(d). Todos os calculos de QM foram executados no software SPARTAN'14® v. 1.1.4
(http://ww?2.wavefun.com/) (WAVEFUNCTION, 2014). Para esta investigacdo, o composto
(127) (Figura 31) foi selecionado como inibidor de referéncia, devido seus valores de ECs (3,2
+ 1,8 uM), indice de seletividade (SI: 32) e inibicdo maxima (100%) a concentracdo de 12,5
uM (GIANCOTTI etal., 2018).

Figura 31 — Estrutura quimica do composto de referéncia utilizado no estudo por DFT.
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FONTE: Autor, 2019.

A pose ligante para este composto foi necessaria para execugdo dos calculos, onde esta
foi obtida previamente pelo docking molecular. Entdo, todas os funcionais foram aplicados para
fornecer os valores acurados de 4Gnzo-covalente @ Partir da formagdo do complexo. E sabido que
os efeitos da entropia de solvatacdo usando a &gua requer uma estimativa acurada da
organizacdo média das moléculas, que inclui a aplicacdo de Hamiltonianas ao sistema.
Normalmente, este valor demonstra altas flutuagdes e, além disso, possui um custo
computacional elevado. Assim, uma interessante alternativa pode ser obtida comparando-se as
diferencas de entropia a partir das diferencas de energia livre entre os pontos inicial e final, para
cada simulacdo (PETER et al., 2004). Os valores de 4Gnzo-covalente fOram obtidos aplicando-se a
equacéo (3), onde 0 4Gnao-covalente fOi calculado como a diferenca entre a energia do complexo
ligante-macromolécula (Ecompiexo) € @ SOma das energias da macromolécula (Emacro) € do inibidor

(Eiig), consideradas separadamente:

AGrzo—covalente = [Ecomplexo - (Emacro + Elig)]

equacao 3
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Nestes célculos, os efeitos eletrostaticos e estéricos do ambiente circundante ao sitio
ativo foram completamente ignorados. Por fim, todos estes procedimentos foram realizados
exatamente como descrito em trabalhos (colaboracdo e autoral) do correspondente autor desta
tese previamente publicados (MARQUES et al., 2018; SILVA-JUNIOR etal., 2017a).

Basicamente, 0 mecanismo catalitico de cisteino proteases depende de dois residuos no
sitioativo, que tipicamente é composto por uma cisteina (Cys) e uma histidina (His). Em adicéo,
sabe-se que o ambiente fisioldgico auxilia o grupo imidazol do residuo His na abstracdo de um
proton da Cys, conduzindo a geracdo de uma espécie altamente nucleofilica, chamado de par
ibnico Cys(S)/His(H*). Este par ibnico é responsavel pela alta reatividade dessa classe de
proteases frente a grupos eletrofilicos, amplamente utilizados no planejamento de inibidores
covalentes (ARAFET; FERRER; MOLINER, 2015, 2017; ARAFET et al., 2014, 2017).
Baseando-se nessas informagfes, os mesmos métodos de DFT descritos anteriormente foram
aplicados para predizer a formacdo e estabilidade deste par i6bnico, bem como para descrever 0s

valores de 4Gcovaiente € AG* para 0 mecanismo catalitico em nivel atomistico.

4.7.3.1.5 Aplicagdo do novo protocolo virtual a série de inibidores racionalmente planejados

O novo protocolo virtual desenvolvido foi aplicado aos compostos planejados, com a
finalidade de identificar os compostos mais promissores e obter-se informagdes quanto as

interacdes entre os ligantes e o alvo biomacromolecular.

4.7.3.1.6 Avaliacdo da atividade biologica dos analogos frente & enzima nsP2 do virus

Chikungunya

O colaborador desta tese, o Prof. Dr. Jochen Bodem, da Universidade de Wirtzburg —
Alemanha, coordenador do grupo de pesquisa AK-Bodem, ficou responsavel por fornecer os
dados relacionados a toxicidade dos compostos, bem como a atividade inibitoria in vitro frente
a nsP2 isoladae sobre cultura de células infectadas com o CHIKV. Por fim, uma metodologia
especifica, desenvolvida pelo AK-Bodem foi empregada como método de obtencdo dos

resultados desejados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fundamentacdo Tedrica

Uma profunda revisao da literatura foi realizada para obtengdo de bases tedricas que
justificassem a execucdo da presente tese de doutorado. Diversos trabalhos publicados foram
analisados e organizados em um texto dissertativo, contendo os mais diversos e recentes
avancos na area de quimica medicinal do ZIKV e DENV. Dessa forma, a primeira parte da
fundamentacdo teorica desta tese de doutoramento foi publicada no formato de capitulo de livro
internacional, com o titulo de Recent Advances in Inhibitors of Flavivirus NS2B-NS3 Protease
from Dengue, Zika, and West Nile Virus, no livro Vector-Borne Diseases & Treatment — Volume
3 (SILVA-JUNIOR; SCHIRMEISTER; ARAUJO-JUNIOR, 2018). Neste, também foram
inclusos os recentes avangos no desenvolvimento de compostos ativos frente ao virus da febre
do Nilo Ocidental.

No que se refere a fundamentacéo tedrica do CHIKV contida nesta tese, esta também
foi publicada. No entanto, uma profundidade maior foi dada ao topico, uma vez que foram
inclusos todos os trabalhos (até o ano de 2017) envolvendo compostos ativos obtidos a partir
de fontes naturais, sintéticas/semissintéticas e triagem virtual. O texto final foi publicado pela
editora Elsevier®, na Bioorganic & Medicinal Chemistry (SILVA-JUNIOR et al., 2017b). Tal
trabalho recebeu grande destaque dentro da comunidade cientifica, fazendo com este tenha sido
selecionado como capa do volume publicado em Agosto de 2017. Além disso, paralelo ao
projeto de doutorado do correspondente autor desta tese, outros trabalhos foram executados,

rendendo publicaces em revistas cientificas de circulagdo internacional (ver Apéndices A-E).

5.2 Sintese dos Novos Inibidores Potencialmente Duais

De modo geral, todos os compostos sintetizados foram obtidos em rendimentos
satisfatdrios, incluindo os compostos intermediarios, os quais serviram como material de
partida para obtencdo dos compostos finais. A seguir, todos 0S mecanismos reacionais
envolvidos na obtencdo dos compostos intermediarios e finais serdo descritos em detalhes,
acompanhados de seus respectivos esquemas reacionais. Ao final de cada tépico relacionado a
sintese dos compostos, uma discussdo sobre a caracterizacdo quimica destes sera fornecida,
levando-se em consideracdo os principais sinais observados (p.ex. picos, bandas de estiramento,

etc) em seus respectivos espectros experimentalmente obtidos por meio de analises
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espectroscépicas e/ou espectrométricas. Por fim, toda a discussdo referente aos espectros
encontra-se de acordo com referéncias fundamentais da area (AITKEN, 2010; BIBLE;
SEARLE, 1965; JACOBSEN, 2017; PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

5.2.1 Sintese dos derivadosdo &cido cindmico (4-H e 4-terc-butila)

Os &cidos cinamicos, ndo substituido (4-H) e o 4-terc-butila, foram obtidos através da
reacao de Perkin (Figura 32), com rendimento de 90 e 97%, respectivamente. Tal reacdo é
amplamente empregada na sintese deste tipo de composto quimico. Esta gera um acido
aromatico o,p-insaturado por condensagdo aldolica de um aldeido aromatico e um 4acido
anidrido, na presenca de uma base (DIPPY; EVANS, 1950; PERKIN, 1877). Inicialmente, a
base abstrai um préton do anidrido acético, formando uma ligacdo eno e repelindo o par de
elétrons para o oxigénio (a). Em seguida, a carbonila é reestabelecida, conduzindo a
deslocalizacdo eletronica que promove um ataque na carbonila do aldeido aromatico, cujo
repele o par de elétrons para o oxigénio do aldeido (b). Este, por sua vez, ataca
nucleofilicamente a carbonila do éster do anidrido, fechando um anel de 6-membros e,
novamente, repelindo os elétrons para o 4tomo de oxigénio (c). O reestabelecimento desta
carbonila promove a deslocalizacao de elétrons em direcdo a carbonila do éster adjacente (d).
Posteriormente, a espécie nucleofilica formada realiza um ataque nucleofilico a carbonila de
uma nova molécula do anidrido acético (e). O anion hidroxido abstrai o préton &cido,
conduzindo & formacdo de uma dupla ligacdo e liberacdo um &nion acetato, por meio de uma
reacdo do tipo p-eliminacdo (f). Entdo, o anion acetato ataca nucleofilicamente a carbonila
terminal, repelindo um par de elétrons da carbonila para o 4&omo de oxigénio (g). O
reestabelecimento desta carbonila (h) promove a liberacdo de uma espécie anidnica (i). Por fim,
uma reacdo acido-base permite que o acetato cinamico abstraia um préton da base (carregada

positivamente), o que conduz ao reestabelecimento da neutralidade ambas as espécies (j).
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Figura 32 — Mecanismo reacional proposto para obtencéo dos &cidos cinamicos.
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaboragdo utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.

5.2.1.1 Caracterizacdo quimica dos derivados do acido cindmico (4-H e 4-terc-butila)

Ap0s a obtencdo dos derivados do acido cindmico (39) e (40), analises espectroscopicas
de IV e RMN de 'H e 3C foram realizadas, afim de validar os compostos sintetizados.
Considerando os espectrosde IV (ver volume 2), em ambos os derivados, observa-se uma banda
de deformacdo angular (&) para a ligagdo C-O em 2830 e 2949 cm!, para o (39) e (40),
respectivamente. Adicionalmente, estiramentos (v) C=0 foram observados entre 1671 (39) e
1668 (40) cm™. Em geral, estes dois sinais (deformacéo e estiramento) sdo suficientemente

significativos para confirmar a presenca da fungdo acida em ambos os compostos. Ainda com
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relacédo aos espectros de 1V, estiramentos em 1627 e 1074 cm™ (39) e 1621 e 1110 cm? (40)
referem-se aos sinais provenientes das ligacdes C=Cen, € C=C aromaticas, respectivamente.
Considerando os espectros de RMN de H, o derivado (40) difere do seu andlogo nao
substituido (39) basicamente pela presenca do grupo 4-terc-butila, o qual € observado como um
simpleto (s) intenso em 1,26 ppm. Em ambos os compostos, dois dupletos (d) entre 6,46-6,52
e 7,55-7,59 sdo observados, exibindo constantes de acoplamento (J) de 16,1 Hz.
Adicionalmente, um simpleto de base larga (br s) é verificado em 12,38 (39) e 12,32 (40)
referente a hidroxila do grupamento acido carboxilico. No espectros de RMN de 13C, verifica-
se que os sinais dos dois Ceno € Um C=0O apresentam-se em ~119, ~144 e ~168 ppm,
respectivamente. Entretanto, para o analogo (40) sdo observados dois sinais caracteristicos
referentes ao grupo 4-terc-butila, sendo um destes em 31,35 ppm para as trés metilas ((CHs)s3)

e o outro em 35,0 ppm, referente ao carbono quaternario do grupo terc-butila.

5.2.2 Sintese dos cloretos de acilas dos acidos cinamicos (4-H e 4-terc-butila)

Considerando a baixa reatividade dos analogos 2-aminobenzo[d]tiazdis contendo
halogénios frente aos acidos cinamicos e do acido fenilciclopropano, a conversdo da fungao
acida em cloreto de acila foi necessaria, objetivando-se substituir o fraco grupo abandonador
(OH") porum melhor (CI") (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012a). No entanto, tal reacédo
nao foi realizada para o acido fenilciclopropano, uma vez que o produto acilado deste foi obtido
comercialmente, bem como, para o &cido 4-clorocindmico, cujo apresentou reatividade
suficiente. A conversdo dos &cidos carboxilicos em cloretos de acilas foi procedida através da
utilizacdo de cloreto de tionila (SOCI;), com rendimentos entre 55 e 90% (Figura 33).
Inicialmente, o atomo de enxofre (altamente eletrofilico) é atacado pelo &cido carboxilico (a),
liberando um &nion cloreto para o meio reacional. Em seguida, este anion abstrai um préton da
carbonila do éster formado, neutralizando a espécie quimica formada. Esta, € uma espécie
intermediaria altamente eletrofilica e instavel, a qual sofre uma reprotonagdo por acdo da
molécula de HCI anteriormente formada. Tal reprotonacdo fornece um poder eletrofilico
suficiente para permitir a reacdo desta até com um fraco nucleofilo como ion cloreto (b). Em
seguida, a dupla ligacdo da funcdo acila é reestabelecida, liberando o anion sulfoxido (c). Por
fim, a dupla ligagdo da carbonila é reestabelecida, formando o cloreto de acila desejado (d)
juntamente com a eliminagéo do SO, reconstituido e HCI.
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Figura 33 —Mecanismo reacional proposto para obtencéo de cloretos de acilas a partir de

acidos cinamicos.
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5.2.2.1 Caracterizagdo quimica dos cloretos de acilas dos acidos cinamicos (4-H e 4-terc-
butila)

Tipicamente, os derivados do acido cindmico possuem sinais caracteristicos, como
discutido anteriormente. De modo similar, os seus correspondentes cloretos de acilas
apresentam particularidades que permitem identificar as moléculas com seguranca (ver volume
2), sendo a auséncia do sinal da OH (no RMN de *H) e o deslocamento do sinal da ligacdo C=0
(no RMN de 13C) os principais pontos a serem considerados. No 1V, o cloreto de cinamoila (41)
demonstra estiramentos (V) caracteristicos em 1676, 1627 e 1066 cm para as ligacdes C=0,
C=Ceno € C=C aromadtica, respectivamente. Quando comparados aos sinais provenientes do seu
analogo 4-terc-butilado (42), verifica-se que os sinais para estas mesmas ligacGes apresentam-
se ligeiramente deslocados a esquerda do espectro de IV, com valores de 1758, 1707 e 1071
cnl, respectivamente. No RMN de tH, observa-se que composto (42) apresenta um dos sinais
do hidrogénio da ligacdo C—Heno deslocado no sentido de campo alto (6,76 ppm), enquanto seu
analogo ndo substituido (41) exibe comportamento contrario (7,34 ppm). Ainda com relacéo ao

composto (42), este exibe um sinal intenso em 1,29 ppm referente aos 9 (nove) hidrogénios do
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grupo terc-butila. Com relacédo aos espectros de RMN de 13C, ambos 0s derivados apresentam
sinais para os carbonos da ligacdo eno (C=C) em faixas ligeiramente divergentes, sendo estas
entre 117,35-144,53 e 116,44-148,94 ppm. Embora, os mesmos apresentam deslocamentos

quimicos para a carbonila (C=0) idénticos, sendo este ~163 ppm.

5.2.3 Sintese do derivado 2-amino-5,6-dimetoxibenzo[d]tiazol

De modo geral, derivados de anilinas substituidas (3,4-dimetoxila e 4-terc-butila)
podem ser convertidos nos correspondentes 2-aminobenzotiazdis (43 e 44), utilizando-se
tiocianato de potassio e uma solucéo de bromo em acido acético (TRAPANI et al., 2001). Tais
compostos foram obtidos com rendimentos entre 65 e 99%, respectivamente. Esta metodologia
sintética utilizando anilinas ricas em elétrons procede ndo via formacdo da tioureia (reagédo de
Hugershoff), entretanto, o bromo atua como um antioxidante, liberando dirhodane in situ a
partir do sal de tiocianato. Dirhodane, exercendo o papel de um pseudo-halogénio, é facilmente
polarizavel em meio &cido, reagindo por substituicdo aromética eletrofilica com a anilina (a).
Subsequentemente, o anion rodanida abstrai um préton, conduzindo a rearomatizacdo (b) e,
entdo, conduzindo a formagdo do tiocianato aromatico (c). Em meio reacional contendo um
acido fraco, o par de elétrons livre da amina ataca nucleofilicamente o carbono polarizado
positivamente do tiocianato (c), fechando o anel de 5-membros e, subsequentemente, sofrendo
tautomerismo (d-1) para fornecer o0s correspondentes 2-aminobenzo[d]tiazis (d-2)
(VOLLHARDT; SCHORE, 2011) (Figura 34).
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Figura 34 — Mecanismo reacional proposto para a obtencdo dos analogos 2-

aminobenzo[d]tiazois.
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FONTE: Autor, 2019.

5.2.3.1 Caracterizagdo quimica dos derivados 2-aminobenzo[d]tiazois

De modo geral, estes derivados (43 e 44) possuem sinais caracteristicos que sdo
observados tanto nos espectros de IV quanto nos de RMN de H e 3C (ver volume 2). Nos
espectros de 1V sdo observados estiramentos assimétricos e simétricos (Vas € Vs) para a ligagdo
N-H, nas faixas de 3370-3431 e 3280-3350 cm’, respectivamente. Os estiramentos (v) para as
ligacdes C=C aromaticas sdo observados na faixa contida entre 1044-1053 cm™. Por fim, a
ligacdo S—C do tiazol apresenta-se como um pequeno estiramento na faixa entre 905 e 981 cm-
1. Com relacéo aos espectros de RMN de 'H para estes 2-aminobenzo[d]tiazois, verifica-se as
metoxilas do composto (43) séo observadas em 3,76 ppm, enquanto as metilas do composto
(44) em 1,27 ppm. Isso se deve ao fato de que os sinais das metoxilas (43) sao observados em
campo mais baixo do que os sinais das metilas (44). Ainda, tal fato é totalmente plausivel devido
ao efeito de desblidagem ser mais pronunciado no derivado metoxilado, uma vez que o grupo
alquila esta diretamente ligado ao oxigénio da funcdo éter. Este mesmo efeito € responsavel
pela observagéo dos sinais das metoxilas em campo mais baixo nos espectro de RMN de 3C,
sendo estes entre 56,14-56,66 ppm. O sinal da amina priméaria (NH.) nos espectros de RMN de

1H ¢é observado na faixa entre 7,19 e 8,88 ppm. Nos espectros de RMN de 13C, o (43) apresenta
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sinal para o deslocamento quimico do carbono da ligacdo C=N do tiazol em 167 ppm.
Entretanto, o andlogo contendo o grupamento 4-terc-butila (44) apresenta um sinal para este
mesmo carbono mais deslocado em direcdo ao campo mais baixo (172,48 ppm), o que pode
estar relacionado ao carater menos doador de elétrons, quando comparado com o seu analogo

contendo metoxilas como substituintes.

5.2.4 Sintese dos derivados 2-aminobenzo[d]tiazéis acoplados aos analogos dos acidos

carboxilicos racionalmente planejados

Nas proximas secBes, mecanismos reacionais e esquemas ilustrativos serdo
apresentados e discutidos como anteriormente, no entanto, a discussdo referente a
caracterizacdo quimica dos compostos planejados sera fornecida ap0s todas as secdes
relacionadas aos mecanismos reacionais envolvidos na obtencdo dos mesmos.

Inicialmente, outras moléculas monossubstituidas com halogénios inseridos na posi¢do
4 foram planejados, porém apenas o derivado contendo um atomo de cloro foi obtido. Acredita-
se que os halogénios fldor e bromo inativam a amina primaria do benzotiazol, impedindo o
acoplamento com o correspondente cido carboxilico. Entretanto, ndo se chegou a uma
conclusdo sobre qual fenbmeno quimico poderia ser responsavel por tal efeito. Em adicéo, a
posicdo 5 é completamente inativa, ndo sendo obtido nenhum derivado monossubstituido para

esta posicdo, independentemente de ser halogénio ou nao.

5.2.4.1 Sintese dos derivados 2-aminobenzo[d]tiaz6is (ndo halogenados) acoplados aos

analogos dos acidos carboxilicos

A formacdo de ligagGes amidas é a mais comum das reacdes dentro do campo de estudo
da quimica medicinal moderna, devido a sua alta diversidade, seletividade e rendimentos
(BROWN; BOSTROM, 2016). O acoplamento de amidas foi usado para conectar os derivados
2-aminobenzo[b]tiazois com diferentes &cidos carboxilicos (Figura 35). Tais reagdes foram
realizadas utilizando-se os métodos padrbes, o sal de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1",3,3"
tetrametilamino tetrafluoroborato (TBTU) e N,N'-Di-isopropiletilamina (DIPEA), esta Ultima
como base. De acordo com tal metodologia, os derivados desejados foram obtidos com
rendimentos entre 48 e 95%. O primeiro passo da reacao de acoplamento por TBTU é a ativagédo
do correspondente carboxilato. Esse ataque nucleofilico do &cido carboxilico ao carbono

polarizado positivamente do cétion urénio-TBTU conduz a eliminacdo de HOBt (a). Em
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seguida, o intermediario (b) é convertido em um hidroxibenzotriazol éster-ativado (c). A forca
propulsora dessa reacdo € a formacao irreversivel datetrametilureia (WU et al., 2015). A amina

suficientemente nucleofilica é capaz de forma a respectiva amida por meio da aminolise (d).

Figura 35 — Mecanismo reacional para obtencdo dos derivados 2-aminobenzo[d]tiazois
ndo-halogenados acoplados aos correspondentes &cidos carboxilicos.
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FONTE: Autor, 2019.

5.2.4.2 Sintese dos derivados 2-aminobenzo[d]tiazdis (halogenados) acoplados aos analogos

dos &cidos carboxilicos

Devido a baixa reatividade dos derivados 2-aminobenzo[d]tiazois contendo halogénios
como substituintes, derivados de cloretos de acila (cinamoila e ciclopropanoila) foram
utilizados para a obtencdo dos produtos desejados, com rendimentos entre 42 e 89% (Figura
36). Basicamente, areacdo é procedida através de um mecanismo tipo Schotten-Baumann, cujo
é utilizado tipicamente na obtencdo de amidas a partir de aminas e cloretos de acilas (SMITH,;
MARCH, 2007). No entanto, existem outras adaptacdes relativamente mais recentes das
condicBes reacionais de Schotten-Baumann (BABINSKI; SOLTANI; FRANTZ, 2008;
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FRANTZ et al., 2002; OLIMPIERI; VOLONTERIO; ZANDA, 2008). A reacdo € inicialmente
procedida por uma adicdo, onde o par de elétrons livre da amina primaria ataca
nucleofilicamente o carbono polarizado positivamente do derivado acilado (C°*—0%), formando
uma ligacdo covalente (a). Neste processo, dois elétrons da ligagdo C-O sdo repelidos
inteiramente para o oxigénio, deixando este atomo com carga negativa (b). O segundo passo
reacional é caracterizado por uma eliminacdo, uma vez que a dupla ligagdo é reestabelecida
(regeneracdo da carbonila), que libera o anion cloreto para o meio reacional (c). Por fim, este

abstrai um proton do nitrogénio positivamente carregado, neutralizando a espécie quimica final

(d).

Figura 36 — Mecanismo reacional para obtencdo dos derivados 2-aminobenzo[d]tiazois

halogenados acoplados aos correspondentes acidos carboxilicos.
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FONTE: Autor, 2019.

5.2.4.3 Sintese dos derivados hidroxilados dos 2-aminobenzo[d]tiazéis acoplados aos

analogos dos &cidos carboxilicos

Uma estratégia sintética utilizando-se BBrs; foi empregada para clivar os grupos

protetores metoxila(s) e/ou etoxila(s) dos derivados finais sintetizados (BARTHELS, 2018;
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MCOMIE; WATTS; WEST, 1968). Para a realizacdo deste método, uma solucdo de BBr; em
diclorometano a temperatura de -78 °C foi usada para promover a desprotecdo dos éteres, com
rendimentos entre 88 e 99% (Figura 37). No primeiro passo reacional, 0 composto deficiente
em elétrons, o BBrs, forma um complexo de coordenacdo com uma base dura de Lewis, como
0 oxigénio sp®(a). Para a clivar dos grupos alquilas, o anion brometo ataca estes para formar
um brometo de alquila (b). Adicionalmente, para a desalquilagcdo do grupo alquila adjacente
(quando for o caso) ocorre a repeticdo deste mecanismo (c), enquanto a formacdo de um
composto ciclicotambém ¢é procedida (d). Este ciclo intermediario é desfeito através da adicdo

de agua (d), rendendo o produto duplamente desprotegido (e) (KOSAK et al., 2015).

Figura 37 — Mecanismo reacional para obtencdo dos derivados hidroxilados dos 2-

aminobenzo[d]tiazois acoplados aos analogos dos acidos carboxilicos.
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FONTE: Autor, 2019. O derivado dimetoxilado foi usado como modelo para o mecanismo proposto.
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Apesar da presenca da acrilamida na regido central dos derivados dos &cidos cinamicos,
que funciona como um tipico classicoaceptor de Michael (DAI et al., 2008; POON; MUNDY;
SHATTUCK, 2002; SMITH; MARCH, 2007), esta é completamente estavel na presenca de
BBr; (nas condigdes descritasacima). Devido a grande deficiéncia de elétrons do BBr3, a dupla
ligacdo da acrilamida poderia reagir com este por um mecanismo de adicdo eletrofilica,
destruindo a insaturacdo (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012b; SMITH; MARCH,
2007). Baseando-se nisto, poderia ocorrer uma reacdo do tipo bromoboracdo (Figura 38)
(HARA etal., 1990; SUZUKI; HARA; HUANG, 2006), cujo mecanismo se iniciacom o ataque
eletrofilico da dupla ligacdo sobre o BBr3, liberando um &nion brometo para o meio, o qual
ataca o carbocétion resultante da quebra da dupla ligacdo, formando uma nova ligacdo
covalente. Entretanto, tal fato ndo foi observado, caracterizando-se como um procedimento
inédito para esta classe de moléculas, uma vez que ndo ha dados na literatura demonstrando

este tipo de reacdo em acrilamidas.

Figura 38 — Mecanismo proposto para bromoboracdo dos inibidores.
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FONTE: Autor, 2019. O composto (75) foi utilizado como exemplo. llustracdo elaborada utilizando-se

o software ChemDraw® v. 12.

Diante de tais informagdes, calculos utilizando DFT foram realizados para obter-se
maiores esclarecimentos sobre 0s mecanismos descritos nas figuras 37 e 38. Basicamente, 0
estado de transicdo para o primeiro atague em cada um dos mecanismos (Figura 39) foi

analisado usando B3LYP/6-31G(d). Dessa forma, verificou-se que o estado de transicdo para
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desmetilacdo (A) é aproximadamente 80 kcal mol™ mais favoravel do que o estado de transicdo

para a bromoboracdo (B). Assim, corroborando com os resultados experimentais obtidos.

Figura 39 — Estados de transi¢cdo analisados em nivel atomistico usando DFT B3LYP/6-
31G(d).

FONTE: Autor, 2019. Figura elaborada utilizando-se o software SPARTAN'14®,

5.2.4.3.1 Caracterizagdo quimica dos derivados 2-aminobenzo[d]tiazbis acoplados aos

analogos dos acidos carboxilicos racionalmente planejados

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos sintetizados, observa-se que
ndo ha um padréo entre as diferentes séries de moléculas, mesmo estas sendo muito similares.
No geral, os compostos derivados do acido cindmico ndo substituido (45-63) apresentam 0s
menores tempos de retencdo (Rrt), encontrando-se na faixa entre 0,64 e 2,08 minutos. Em
contraste, os derivados do acido 4-terc-butilcindmico (64-82) apresentam maiores valores de
Rr, estando entre 0,93 e 4,28 minutos. Tal fato esta totalmente relacionado ao aumento da
quantidade de carbonos nas estruturas dos compostos, uma vez que ha a introducdo do grupo
4-terc-butila na porcdo terminal da molécula, tornando a molécula menos polar e,
consequentemente, exibindo um maior Rt em um coluna cromatogréafica em fase reversa (Cis)
(COLLINS; BRAGA, 2006). Os pontos de fusdo (Pr) revelam que todos os compostos possuem
uma faixa similar de fusdo, sendo entre 95 e 316 °C. No entanto, os compostos (48) e (50) ndo

exibiram um Pg, devido os mesmos terem sido degradados antes mesmo da fusdo do material.
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Para estes, entdo, foram admitidos pontos de degradacdo (Pp) nas faixas entre 298-299 e 315-
316 °C, respectivamente.

A discussdo sobre os resultados provenientes das analises espectroscopicas de 1V e
RMN de 'H e 13C tera como foco os principais fragmentos estruturais que servem como
caracteristicas para distinguir as moléculas sintetizadas. Dessa forma, as vibragdes harmdnicas
geradas pelos estiramentos (v) das ligagdes N-H (amida), C=0 (amida), C=C (eno), CH;
(ciclopropano) e S-C (tiazol) foram consideradas como pontos cruciais para a caracterizacao
estrutural das moléculas finais por IV. Adicionalmente, 0s picos e seus respectivos valores de
deslocamentos quimicos para o hidrogénio da amida (NH) e para o carbono do tiazol (C=N)
foram considerados representativos para caracterizacdo estrutural por RMN. Tais grupos
funcionais foram selecionados como pontos essenciais, devido estes sugerirem o acoplamento
entre os dois farmacoforos (através da amida, atuando como um linker), confirmando que 0s
dois farmacéforos estdo unidos sem alteracGes estruturais, ou seja, presenca do farmacoforo 1
(ligacdo S—C do tiazol) e 2 (ligacdo C=C eno ou presenca do CHaiclo).

Assim, 0s espectros de IV demonstram que 0s compostos exibem estiramento da ligagéo
N-H na faixa entre 3543 e 2950 cm™. No entanto, os derivados do fenilciclopropano (102-120)
apresentam a faixa de (N-H) mais alta, estando entre 3543 e 2958 cm?, provavelmente
relacionada a presenca do ciclopropano adjacente a amida. Contrariamente, derivados do &cido
4-terc-butilcinamico (64-82) apresentam a menor faixa de v(N-H), estando entre 3063 e 2950
cm? (influéncia da 4-terc-butila terminal). Em geral, o estiramento referente a ligagdo C=0
apresenta valores praticamente constantes dentre todos os compostos sintetizados, com valores
variando entre 1694 e 1650 cm. Para os derivados do &cido cinamico, o estiramento da ligacdo
C=Ceno € considerado um fator determinante para esta classe quimica. Dessa forma, observa-se
que este varia na faixa entre 1628 e 1598 cm™. Com relacdo aos derivados (102-120), cujo
possuem um anel ciclopropano no lugar da dupla ligacdo tipica dos acidos cinamicos, observa-
se que os estiramentos das ligagdes H-C—H (CHacicio) s&o exibidos na faixa entre 2923 e 3140
cmrl, préximos aos estiramentos da ligacdo N-H da amida. Por fim, todos os compostos
apresentam um estiramento sutil que corresponde a ligacdo S—C do anel tiazol, ocorrendo na
faixa entre 996 e 905 cm™.,

Nos espectros de RMN de tH, verifica-se que o deslocamento quimico () do sinal
referente ao hidrogénio da amida (N-tH) ocorre na faixa entre 10,12 e 13,06 ppm, para 0s
compostos sintetizados. No entanto, observa-se que tal sinal apresenta-se mais deslocado em
direcdo ao campo baixo na série derivada do acido 4-clorocinamico (83-101), ocorrendo entre

12,46 e 13,06 ppm. Tal fato esta diretamente relacionado & presenca do substituinte 4-cloro na
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fenila do farmacoforo 2, o que causa um efeito retirador de elétrons (que se desloca por
ressonancia sobre a molécula) e desblinda este hidrogénio. Efeito inverso é constatado com a
presenca do grupamento 4-terc-butila terminal (102-120), onde este sinal pode ser observado
em 10,12 ppm. Com relacao ao sinal de RMN de 13C para o carbono da ligacdo C=N do anel
tiazol, este é observado na faixa entre 163,99 e 178,14 ppm para todos 0S compostos.
Adicionalmente, evidencia-se que os compostos (102-120) exibem a mais alta faixa de valores
para o deslocamento quimico deste sinal, ocorrendo entre 170,92 e 178,14 ppm. Este fato, muito
provavelmente, esta relacionado a presenca do anel ciclopropano que, por sua vez, interrompe
a ressonancia entre a fenila terminal (farmacéforo 2) e o benzotiazol (farmaco6foro 1). Assim, o
ambiente quimico adjacente a este carbono (composto pelos heterodtomos Niiazol, Stiazol € Namida)
exerce um forte efeito de desblidagem sobre o carbono da ligagdo C=N, conduzindo a um
aumento do seu valor de ¢ e, consequentemente, deslocando o sinal & esquerda do espectro
(campo baixo) (JACOBSEN, 2017; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

Os espectros obtidos por espectrometria de massas de baixa resolucdo (LRMS)
forneceram a validacdo final das estruturas propostas, confirmando que estas realmente foram
sintetizadas. Adicionalmente, observou-se que todas as massas foram obtidas como sendo o
somatorio da massa molecular acrescida de 1 (um) Da, ou seja, M+1H!*, com excecdo dos
compostos (50) e (69), que apresentaram massas adicionadas de 3 Da [(M+3H%")]. Isso é
totalmente compreensivel, uma vez que a técnica de ESI foi empregada, permitindo a deteccéo
de ions pseudomoleculares, cujo estdo relacionados as ionizagcdes das moléculas analisadas
(AITKEN, 2010).

5.3 Resultados Relacionados aos Virus do Zika e Dengue

5.3.1 Awvaliacdo da atividade bioldgica dos analogos frente a protease NS2B-NS3 dos virus
Zika e Dengue

De modo geral, todos os analogos sintetizados foram avaliados quanto aos seus
respectivos potenciais como inibidores da protease NS2B-NS3 do ZIKV. Durante esta etapa,
todos os derivados foram testados em uma concentracdo fixa de 20 uM. Contudo, apenas 0s
compostos que exibiram percentual de inibicdo (%inibicdo) > 60% foram utilizados para a
determinacdo dos valores de ICs,. Além disso, tais compostos foram entdo testados frente a
protease do DENV?2 e, igualmente aos experimentos envolvendo ZIKV, apenas 0s compostos

com inibicdo > 60% foram avaliados para determinagéo dos valores de ICso.
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Todos os resultados obtidos e, posteriormente, analisados foram agrupados nas tabelas
de 3 a 6. Estes foram organizados por similaridade quimica dentro de quatro séries de
compostos, sendo: acido cinamico (Tabela 3); acido 4-terc-butilcindmico (Tabela 4); acido 4-
clorocindmico (Tabela 5); e fenilciclopropano (Tabela 6). Para cada tabela de dados, a relacéo

estrutura-atividade (REA) foi profundamente discutida.

5.3.1.1 Série dos derivados do acido cindmico ndo substituido

.....

protease NS2B-NS3 dos virus Zika e Dengue.

o]

NS2B-NS3 (20 pM)*

NUmero R ZIKV 1Cso £ SD ou DENV?2 ICs £SD ou
%oinibicéo %oinibicéo
45 6-H n.a. n.d.
46 6-F n.a. n.d.
47 4,6-F n.a. n.d.
48 6-Cl n.a. n.d.
49 4-Cl n.a. n.d.
50 6-Br n.a. n.d.
51 6-CF3 n.a. n.d.
52 4-CHjs n.a. n.d.
53 6-CHs n.a. n.d.
54 5,6-CH3 n.a. n.d.
55 6-C(CHa)s 4,29% n.d.
56 6-OCH3 26,14% n.d.
57 6-OCH2CH3 13,6 + 1,8 pM (74%) 34,3%
58 4-OCH3 n.a. n.d.
59 5,6-OCHj3 34,25% n.d.
60 6-OH 18,59% n.d.
61 4-OH 52,38% n.d

62 5,6-OH 29,2% n.d.
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63 6-NO> 31,48% n.d.

*: todos os experimentos foram realizados em triplicatas; SD: desvio-padrdo; n.a.: ndo ativo; n.d.:

ndo determinado.

Em geral, a maioria dos compostos contidos nesta série foram completamente inativos
(n.a.) frente a NS2B-NS3, na concentragdo de 20 uM. No entanto, quatro anilogos desta série
apresentaram valores de inibicdo, sendo o (57) o composto mais promissor da série (ICs de
13,6 uM e 74,11% de inibicdo a 20 pM). Entretanto, este andlogo apresentou pobre inibi¢do
sobre a protease do DENV2 (34,3%). Ademais, considerando as informacdes contidas na
Tabela 3, uma descricdo completa da REA ¢é fornecida a sequir.

Inicialmente, observa-se que o analogo ndo substituido (45) é completamente inativo. O
mesmo € verificado para os derivados halogenados, contendo substituintes tais como 6-F (46),
4,6-F (47), 6-Cl (48), 4-Cl (49), 6-Br (50) e 6-CF3 (51).

Os analogos contendo apenas grupos alquilas, tais como 4-CHjs (52), 6-CHs; (53), 5,6-
CHs (54) também ndo exibem nenhuma atividade, com excecdo do 6-C(CHas)s (55), cujo
apresenta baixa atividade (4,29%).

Em contraste, 0os compostos contendo grupos alcoxila como substituintes (56-59) podem
ser considerados como sendo os candidatos mais promissores desta série de compostos. Neste
sentido, a introducdo de uma metoxila (-OCHs) na posi¢do 6 (56) conduz a obtencdo de um
composto com 26,14% de inibicdo enzimatica. Entretanto, quando tal grupamento € introduzido
na posicao 4 (58), observa-se a completa inativacdo da molécula resultante. Em contrapartida,
quando uma nova metoxila é inserida na posicdo 5 do (56), gerando o andlogo (59), verifica-
se um aumento da atividade inibitdria, chegando a 34,25% de inibicdo da NS2B-NS3 do ZIKV
a concentragdo de 20 pM. Ja a substituicdo da 6-OCHj3 do (56) por uma etoxila (6-OCH,CH5)
fornece o composto (57), cujo € o melhor derivado da série de compostos, exibindo 74,11% de
inibicdo na concentragdo testada. Dessa forma, o valor de ICsp para este foi determinado como
sendo 13,6 uM. Contudo, tal composto ndo apresenta atividade significativa sobre a protease
do DENV2, observando-se inibicdo de 34,3%. Tal fato torna-se interessante, pois sugere que
este candidato possuam certa seletividade para a protease do ZIKV, explicando a baixa
atividade frente a protease do DENV2.

Dentre derivados hidroxilados (60-62), 0 composto contendo uma hidroxila na posigéo
4 (61) demonstrou a melhor atividade, sendo 52,38% de inibi¢do a concentragdo de 20 puM.

Entretanto, quando esta hidroxila é deslocada para a posi¢édo 6 (60), resulta em composto 35%
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menos ativo. Além disso, se uma nova hidroxila for adicionada a posic¢do 5 (62) conduz a um
aumento da atividade (~11%), em compara¢ao com seu precursor (60).

Por fim, a introdugdo do grupo nitro (-NO2) na posicdo 6 (63) permite obter-se um
analogo com similar perfil ao (59), apresentando 31,48% de inibicao.

Considerando todas as informacfes provenientes do estudo de REA desta série de
compostos, possibilita-se inferir que grupos fracos retiradores e/ou doadores de elétrons (como
por exemplo, halogénios e alquilas, respectivamente) sdo extremamente desvantajosos, gerando
analogos quimicos completamente inativos. Em contraste, grupos fortes retiradores e/ou
doadores de elétrons (como por exemplo, nitro e alcoxila, respectivamente) podem ser

considerados como sendo os substituintes mais promissores nesta série de compostos.

5.3.1.2 Série dos derivados do acido 4-terc-butilcindmico

T

Tabela 4 — Atividade inibitoria dos derivados do acido 4-terc-butilcinamico frente a

protease NS2B-NS3 dos virus Zika e Dengue.
0

NS2B-NS3 (20 pM)*

NUmero R ZIKV 1Csp £ SD ou DENV2 ICs0 £ SD ou
%oinibicéo %0inibicéo
64 6-H 41,57% n.d.
65 6-F n.a. n.d.
66 4,6-F 40,19% n.d.
67 6-Cl 11,32% n.d.
68 4-Cl n.a. n.d.
69 6-Br 3,03% n.d.
70 6-CFs n.a. n.d.
71 4-CHs 7,0% n.d.
72 6-CHjs n.a. n.d.
73 5,6-CH3 15,7 £ 2,6 pM (62%) 20,0 £ 1,2 pM (61%)
74 6-C(CHs)3 n.a. n.d.
75 6-OCH3 7,6 = 0,9 pM (99%) 11,0 + 0,8 pM (64%)

76 6-OCH,CHj3 37,8% n.d
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77 4-OCHjs 42,42% n.d.
78 5,6-OCHj3 7,04% n.d.
79 6-OH 12,52% n.d.
80 4-OH 15,2 1,2 pM (76%) 27,99%
81 5,6-OH 53,75% n.d.
82 6-NO> n.a. n.d.

*: todos os experimentos foram realizados em triplicatas; SD: desvio-padrdo; n.a.: ndo ativo; n.d.: ndo

determinado.

Com relacdo a esta série de analogos, observa-se que o analogo ndo substituido (64)
apresenta 41,57% de inibigdo. De maneira oposta, os derivados halogenados 6-F (65), 4-CI (68)
e 6-CF3 (70) ndo demonstram nenhuma atividade frente a NS2B-NS3 do ZIKV. No entanto, 0s
compostos contendo os substituintes 4,6-F (66), 6-Cl (67) e 6-Br (69) exibem algum percentual
de inibicdo, sendo 40,19; 11,32 e 3,03%, respectivamente.

Considerando os analogos contendo apenas metilas (71-74), verifica-se que a metila
(CH3) na posicdo 6 leva a um composto completamente inativo (72). Entretanto, o
deslocamento desta para a posicdo 4 fornece um derivado (71) com fraca inibicdo, apenas 7,0%.
Em contrapartida, a insercdo de metilas nas posi¢des 5 e 6 conduz a um composto promissor
(73), cujo demonstrou 62,84% de inibicdo e, posteriormente, obteve-se um valor de ICs de
15,7 uM sobre a protease do ZIKV. Baseando-se nisto, este andlogo foi avaliado frente a
protease do DENV2, onde observou-se um perfil de inibig&o percentual similar ao visualizado
no ensaio com a protease do ZIKV, entretanto, este anilogo apresentou um valor de ICsp maior
para a protease do DENV2. A partir de tais observacOes, pode-se sugerir que este composto
atua sobre as duas enzimas de modo analogo, sem distincdo entre as proteases, portanto,
caracterizando um compostos nao seletivo.

Analogamente & série derivada do &cido cindmico ndo substituido, os compostos
contendo éteres como substituintes (75-78) também sdo encontrados nos derivados mais
promissores desta série. Considerando tais compostos, verifica-se que o andlogo com metoxilas
nas posicdes 5 e 6 (78) apresenta uma pobre atividade inibitdria, apenas 7,04%. A introducéo
de uma metoxila na posicao 4 (77) aumenta a atividade do composto resultante, cujo apresenta
inibicdo de 42,42%. Ademais, a transferéncia desta para a posicdo 6 (75) resulta na obtencéo
do andlogo mais promissor desta série, o qual exibe inibicdo de 99,74% da atividade da NS2B-
NS3 do ZIKV. Dessa forma, a determinacdo do valor de ICs, foi necessaria, onde obteve-se o

valor de 7,6 uM. Tendo-se em vista tal resultado, a avaliacdo deste sobre a protease do DENV2
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foi realizada, revelando uma inibicdo de 64,1%, a qual resultou em um valor de ICsp de 11 pM.
Baseando-se nas informacdes coletadas para este derivado, pode-se afirmar que este possui
baixa seletividade para distinguir entre as enzimas testadas, porém este apresenta maior
afinidade para a protease do ZIKV, o que reflete diretamente no valor de ICsp. Na sequéncia, a
substituicdo do 6-OCHgs (75) por um grupamento 6-OCH,CHjs (76) conduz & grande perca na
atividade inibitoria, resultando em um analogo que demonstra inibir apenas 37,8% da atividade
enzimatica.

Considerando os derivados hidroxilados (79-81), verifica-se que o composto uma
hidroxila na posicdo 4 (80) € o mais ativo dentre estes, cujo exibiu 76,53% de inibicdo a
concentragdo de 20 uM. Novas dilui¢des foram realizadas para este composto, onde encontrou-
se um ICsp de 15,2 uM. Porém, o composto (80) ndo demonstrou significante atividade frente
a protease do DENV2, tendo apenas 27,99% de inibicdo. Baseando-se nestas observagoes, 0
composto (80) pode ser considerado como um composto seletivo para a protease do ZIKV.
Quando esta hidroxila € deslocada para a posicdo 6 (79), observa-se uma brusca reducao da
atividade antiviral, conduzindo a um composto com inibicdo de 12,52% da atividade
enzimatica. Adicionalmente, quando uma nova hidroxila é introduzida na posicdo 5 do
composto (79), gera-se o composto (81), o qual exibe uma maior atividade do que seu precursor,
levando a uma inibicdo de 53,75% da atividade da protease do ZIKV.

Por fim, a insercdo de um grupo 6-NO, na posicédo 6 resulta na completa inativacéo da
molécula resultante (82).

De modo geral, verifica-se que esta série de compostos segue um perfil semelhante a
série do &cido cindmico ndo substituido, sendo novamente os halogénios e as alquilas (fracos
retiradores e doadores de elétrons, respectivamente) responsaveis por gerarem compostos
pobremente ativos, com excecdo do (73). Em paralelo, os analogos com substituintes alcoxilas
(fortes doadores de elétrons) apresentam a melhor atividade dentro da série. Contrariamente a
série do acido cindmico ndo substituido, o grupamento nitro (forte retirador de elétrons) é

responsavel por gerar um composto totalmente inativo.
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NS2B-NS3 dos virus Zika e Dengue.
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@]

NS2B-NS3 (20 pM)*

NUmero R ZIKV ICsy ou %inibicao DENV?2 ICso ou %inibicdo
83 6-H 20,91% n.d.
84 6-F 28,34% n.d.
85 4,6-F 15,46% n.d.
86 6-Cl 24,81% n.d.
87 4-Cl n.a. n.d.
88 6-Br 13,84% n.d.
89 6-CF3 25,01% n.d.
90 4-CHg 25,04% n.d.
91 6-CHs 26,32% n.d.
92 5,6-CHs 19,32% n.d.
93 6-C(CHs)3 9,78% n.d.
94 6-OCHs 14,2% n.d.
95 6-OCH2CHj3 47,15% n.d.
96 4-OCHs n.a. n.d.
97 5,6-OCHj3 33,4% n.d.
98 6-OH 17,48% n.d.
99 4-OH 52,18% n.d.
100 5,6-OH 43,98% n.d.
101 6-NO, 20,64 = 2,2 uM (82%) 19,6%

*: todos os experimentos foram realizados em triplicatas; SD: desvio-padrdo; n.a.: ndo ativo; n.d.: ndo

determinado.

Analisando-se os dados da tabela mostrada acima, constata-se que o andlogo ndo

substituido (83) é capaz de inibir 20,91% da atividade enzimatica da protease do ZIKV.
Similarmente, os derivados halogenados contendo 6-F (84), 4,6-F (85), 6-Cl (86), 6-Br (88) e
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6-CF3 (89) exibem valores de inibicdo aproximados entre eles, variando entre 13,84 e 28,34%.
Adicionalmente, quando um atomo de cloro é introduzido na posicédo 4 (87), gera-se um analogo
completamente inativo. Interessantemente, verifica-se que os andlogos fluorados na posicao 6
(84 e 89) fornecem os melhores valores de inibicdo dentre os halogenados, onde tais compostos
apresentam valores de inibicdo de 28,34 e 25,01%, respectivamente. Entretanto, a insercao de
dois &tomos de fldor simultaneamente, nas posi¢cdes 4 e 6 do (83), gerando o (85), conduz a
reducdo da atividade em mais de 10%, quando comparado com os compostos (84) e (89). O
analogo contendo um atomo de bromo na posicdo 6 (88) expressa significativa reducdo da
atividade (~10%), quando comparado com os compostos (84), (86) e (89).

Considerando os derivados que contém apenas alquilas como substituintes (90-93),
observa-se que o grupo metila na posicdo 6 (91) confere maior atividade (26,32%), quando
comparado aos seus analogos contendo grupos metilas nas posi¢Ges 4 (90) ou 5 e 6 (92), os
quais apresentam valores de inibicdo de 25,04 e 19,32%, respectivamente. Quando um grupo
alquila volumoso, como no caso do 6-C(CHs)s (93), é introduzido na molécula, observa-se uma
robusta reducéo na atividade.

Ao analisar os compostos contendo grupos alcéxilas (94-97), verifica-se que estes
representam os derivados mais promissores da série. Neste sentido, observa-se que um grupo
etoxila na posigéo 6 (95) expressa a melhor atividade, com 47,15% de inibicdo da NS2B-NS3
do ZIKV. Quando a etoxila é substituida por uma metoxila (94), observa-se uma acentuada
reducdo da atividade, apresentando apenas 14,2% de inibigdo. Além disso, quando esta metoxila
é deslocada para a posi¢do 4, constata-se a completa inativacdo da molécula resultante (96). Em
adi¢do, o analogo dimetoxilado nas posicBes 5 e 6 (97) apresenta a terceira maior atividade da
série, com 33,4% de inibicao.

Dentre os derivados hidroxilados (98-100), o composto contendo uma hidroxila na
posicdo 6 (98) apresenta a menor atividade dentre estes, sendo esta 17,48% de inibicao.
Adicionalmente, quando uma nova hidroxila é introduzida a posicao 5 deste composto, gerando
0 composto (100), verifica-se que ha um aumento na atividade inibitoria (43,98%). Por fim,
quando a hidroxila do composto (98) é deslocada para a posicdo 4 (99), obtém-se a melhor
atividade dentre os compostos hidroxilados, apresentando 52,18% de inibicdo da protease do
ZIKV.

Por fim, a introducdo do grupo nitro na posi¢ao 6 resulta no melhor candidato sintetizado
dentro dessa série (101). Este exibe 82,9% de inibicdo enzimatica a concentragdo de 20 uM.
Desta forma, seu valor de ICsy foi determinado como sendo 20,64 pM. Considerando-se tal

composto como sendo um andlogo moderadamente ativo, o0 mesmo foi avaliado frente a
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protease do DENV2, onde observou-se que este foi capaz de inibir apenas 19,6% da atividade
enzimatica. Dessa forma, pode-se sugerir que tal composto apresenta uma maior afinidade pela
enzima do ZIKV.

Baseando-se em todos os dados apresentados acima, é possivel afirmar que os efeitos
dos grupos doadores ou retiradores (fortes ou fracos) de elétrons é mais sutil dentro desta série.
Entretanto, o nitro (grupo fortemente retirador de elétrons), bem como alcoxilas (grupo
fortemente doador de elétrons) parecem novamente ser capazes de influenciar positivamente o

perfil bioldgico desta série.

5.3.1.4 Série dos derivados do fenilciclopropano

.....

NS2B-NS3 dos virus Zika e Dengue.

@)

% <
R=r \>—NH %
Z s

O

NS2B-NS3 (20 pM)*

NUmero R ZIKV ICs0 £ SD ou DENV2 ICs0 £ SD ou
%inibicao %inibicao
102 6-H n.a. n.d.
103 6-F 2,37% nd
104 4,6-F 19,1% n.d.
105 6-Cl n.a. n.d.
106 4-Cl 8,18% n.d.
107 6-Br 1,05% n.d.
108 6-CF3 n.a. n.d.
109 4-CHs 1,49% n.d.
110 6-CHs n.a. n.d.
111 5,6-CHjs n.a. n.d.
112 6-C(CHa)s n.a. n.d.
113 6-OCHjs 3,6% n.d.
114 6-OCH,CH3 2,01% n.d.

115 4-OCHs n.a. n.d.
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116 5,6-OCH3 n.a. n.d.
117 6-OH 3,98% n.d.
118 4-OH n.a. n.d.
119 5,6-OH 28,35 + 0,8 pM (65%) 24,11%
120 6-NO; 12,17% n.d.

*: todos os experimentos foram realizados em triplicatas; SD: desvio-padrdo; n.a.: ndo ativo; n.d.: ndo

determinado.

De modo geral, esta série de derivados pode ser considerada como sendo a mais inativa
frente a NS2B-NS3 do ZIKV e DENV2. Fato este ndo surpreendente, uma vez que esse tipo de
scaffold tipicamente esta relacionado aos compostos ativos sobre a nsP2 do CHIKV, como
descrito na fundamentagdo tedrica deste trabalho, bem como na se¢édo do planejamento racional
dos derivados sintéticos.

Inicialmente, observa-se que os compostos contendo os substituintes 6-H (102), 6-Cl
(105), 6-CF3 (108), 6-CHs (110), 5,6-CH3 (111), 6-C(CHz3)3 (112), 4-OCHs (115), 5,6-OCH3
(116) e 4-OH (118) séo completamente inativos.

De modo geral, halogénios podem ser considerados como o0s substituintes mais
interessantes para este tipo de estrutura molecular, apesar de apresentarem efeitos praticamente
insignificantes. O flGor na posicao 6 (103) gera um analogo com 2,37% de inibicdo, no entanto,
qguando um novo atomo de fluor é introduzido na posicdo 4 (104), observa-se 0 aumento da
atividade em aproximadamente 8 (oito) vezes. Quando um &tomo de cloro esta presente na
posicao 4 (106), verifica-se atividade de 8,18%, diferentemente dos seus analogos (105) e (108).
No entanto, um atomo de bromo nesta mesma posicdo (107) reduz tal atividade (1,05%). A
partir destas observacdes pode-se afirmar que os halogénios na posicdo 6 desfavorecem a
atividade inibitéria. Os substituintes alquilas representam os grupamentos menos promissores
desta série, uma vez que apenas 0 4-CHs; (109) apresenta 1,49% de inibi¢do, enquanto os demais
congéneres (110, 111 e 112) sdo completamente inativos. Os derivados contendo éteres como
substituintes ndo se mostram promissores, diferentemente do observado nas séries
anteriormente discutidas. As moléculas contendo metoxilas nas posi¢des 4 (115) ou 5e 6 (116)
sdo completamente inativas. Entretanto, o anadlogo contendo metoxila na posicdo 6 (113)
apresenta baixa atividade (3,6%), a qual é reduzida com a substituicdo desta por uma etoxila
(114), resultando em 2,01% de inibicéo.

Com relacdo aos derivados hidroxilados (117-119), verifica-se que o (118) é inativo

frente a enzima do ZIKV. Contudo, quando a hidroxila € deslocada para a posicdo 6 (117),
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verifica-se uma baixa atividade (3,98%). Em contraste, quando grupos hidroxilas estdo
presentes nas posicdes 5 e 6 (119) a melhor atividade da série € observada (65,51%). Assim,
novas analises revelaram que tal composto possui um ICsp de 28,35 uM frente a NS2B-NS3 do
ZIKV. Em contrapartida, esta molécula ndo apresenta a mesma atividade frente a enzima do
DENV2 (24,11%).

Por fim, a introducdo de um grupo nitro na posicdo 6 (120) resulta em uma molécula
que apresenta baixo poder de inibicdo da atividade enzimatica, com apenas 12,17%.

Devido ao grande nimero de compostos inativos e/ou pouco ativos, a REA desta série
de moléculas apresenta-se limitada, uma vez que independentemente do grande numero de
substituintes, pouca variacdo no perfil de inibicéo foi observada. Assim, as informacdes obtidas
para esta série ndo permitem um estabelecimento seguro de parametros relacionados a
atividade. Além disso, ndo é possivel fornecer uma conexdo com os conceitos de grupos
doadores e retiradores de elétrons, uma vez que as atividades ndo sugerem tais influencias. Por
fim, acredita-se que fatores estéricos/conformacionais (devido a presenca do ciclopropano na

estrutura) podem estar influenciando a atividade destas moléculas.

5.3.2 Relacdo estrutura-atividade entre as sériesde compostos derivados do acido cinamico

A partir das informacdes observadas nas Tabelas 3-5, torna-se possivel discutir sobre a
REA entre as diferentes séries de compostos (séries 4-H, 4-terc-butila e 4-Cl), respeitando a
similaridade estrutural entre as moléculas contidas nestas (Figura 40). N&o foi possivel incluir
a derivada do fenilciclopropano nesta discussdo, uma vez que esta apresenta um esqueleto
quimico diferente das demais e, como dito anteriormente, tal série fornece limitadas

informagbes quanto a REA.
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Figura 40 — Similaridade estrutural dos derivados selecionados para REA interséries.
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.

Baseando-se na figura acima, verifica-se que a utilizacdo do &cido cindmico néo
substituido se mostra vantajoso unicamente quando o farmacéforo 1 possui um grupamento
etoxila na posicao 6 (57).

Da mesma forma, demonstra-se que a introducdo do grupo terc-butila & fenila do
farmacoforo 2 representa uma significativa modificacdo estrutural, uma vez que esta aparece
em trés analogos promissores (73, 75 e 80). No entanto, em alguns casos, a introducdo da terc-
butila reduz significativamente a atividade inibitoria, como observado para 0s andlogos (76) e
(82).

Por fim, a insercdo do para-cloro na fenila do acido cindmico fornece derivados com
maior atividade (95 e 101) do que seus correspondentes precursores, quando comparados com
os analogos contendo o grupo terc-butila (76 e 82). Adicionalmente, um promissor candidato é
gerado guando simultaneamente dois grupos retiradores de elétrons (6-NO. e 4'-Cl) séo

introduzidos na molécula, fornecendo a molécula (101).



159

5.3.3 Modifica¢Ges estruturais dos compostos mais promissores

Os compostos (73) e (75) foram considerados como 0s mais promissores devido ambos
apresentarem atividade sobre a NS2B-NS3 do ZIKV e DENV2. Dessa forma, tais compostos

foram selecionados para serem modificados quanto as regides dos farmacéforos 1 e 2.

5.3.3.1 Modifica¢des dos compostos (73) e (75)

5.3.3.1.1 Introducdo do grupo trimetoxilbenzeno (farmacdéforo 2)

Observando-se os resultados contidos nas Tabelas 3-5, verifica-se que os derivados
contendo alcdxilas como substituintes no farmacoforo 1 apresentam atividades superiores,
quando comparados aos seus demais congéneres. Neste sentido, decidiu-se adicionar metoxilas
nos compostos (73) e (75), utilizando-se um derivado trimetoxilado do acido cinamico (Figura
41). Por fim, tal modificacdo foi desvantajosa, uma vez que foram obtidos derivados (121 e
122) com alta fluorescéncia, o que impossibilitou a determinacdo da atividade bioldgica dos

mesmos, por métodos fluorimétricos.

Figura 41 — Derivados trimetoxilados dos compostos mais promissores.
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v. 12.
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5.3.3.1.2 Substituicdo do nucleo benzo[d]tiazol (farmacdforo 1)

Considerando que os compostos metilados (incluindo o 73) apresentam significantes
resultados, decidiu-se modificar o nucleo benzo[d]tiazol por um nacleo fenil-4-tiazol,
entretanto, mantendo-se apenas uma metila como substituinte na fenila (Figura 42).
Basicamente, a ideiade tal modificagao foi promover uma reducdo do fendbmeno de conjugacao
entre as duas fenilas, reduzindo o efeito ressonancia. Ademais, outros derivados do fenil-4-
tiazol contendo diferentes substituintes foram planejados, porém nenhum deles foi obtido,

devido a baixa reatividade dos mesmos.

Figura 42 — Substituicdo do nucleo benzo[d]tiazol por fenil-4-tiazol.
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FONTE: Autor, 2019. Distancias calculadas em Angstrém usando o software SPARTAN'14®
configurado com o método semi-empirico AML. llustracdo elaborada utilizando-se o software

ChemDraw® v.12.

Em seguida, os novos derivados sintetizados (123-126) foram testados frente a NS2B-
NS3 do ZIKV, exatamente como discutido anteriormente para 0S respectivos precursores
(Tabela 7). A partir dos dados obtidos, observa-se que a modifica¢do do benzo[d]tiazol por um
nacleo fenil-4-tiazol com a fenila terminal ndo substituida (123) e/ou 4'-Cl (125) gera um

composto completamente inativo. O derivado contendo o anel ciclopropano (126) apresenta
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pobre atividade sobre a enzima do ZIKV (12,1%). Por fim, observa-se que mais uma vez o
derivado do &cido 4-terc-butilcinamico (124) apresenta atividade promissora (68,56%). Dessa
forma, seu valor de ICsp foi determinado experimentalmente como sendo 14,91 pM.
Fatidicamente, verificou-se que tal andlogo era um classico caso de composto PAINS.
Adicionalmente, Devine et al. (2015) também relatou tal observacdo para esta classe de
compostos, nomeando-a de PrAT's (do inglés, Promiscuous 2-AminoThiazoles). Como
consequéncia, outros derivados contendo o nucleo fenil-4-tiazol, os quais seriam sintetizados,

foram excluidos do planejamento sintético desta tese.

.....

dos virus Zika e Dengue.

O
X

\ i\f‘?:: D

NS2B-NS3 (20 pM)*

R

NUmero X R ZIKV 1Cso £ SD ou DENV2 ICso + SD ou
%oinibicéo %oinibicao
123 3\/\3 -H n.a. n.d.
124 3\/\3 -C(CHz3)3 14,91 £ 1,14 pM 1,75%
125 3\/\3 -Cl n.a. n.d.

126 -H 12,10% n.d
‘77:\\".&;‘

*: todos os experimentos foram realizados em triplicatas; SD: desvio-padréo; n.a.: ndo ativo; n.d.: ndo

determinado.

5.3.4 Docking molecular dos compostos mais promissores

Apos a obtencdo dos resultados da avaliacao biologica dos derivados mais promissores
(57, 73, 75, 80, 101, 119 e 124) frente as proteases dos virus Zika e Dengue, um estudo
envolvendo docking molecular foi realizado com o intuito de (i) identificar o algoritmo genético

(GA) de busca mais satisfatorio para a predicao dos resultados experimentais; (ii) visualizar em
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qual regido da macromolécula tais compostos irdo preferencialmente se ligar, podendo ser no
sitio ativo ou no bolso hidrofébico (inibicdo alostérica); (iii) visualizar os residuos de
aminodcidos mais comumente encontrados nas interacbes destes andlogos com a
macromolécula alvo e, por fim (iv) avaliar as contribuicdes energéticas das interacdes
envolvidas na formacdo do complexo enzima-ligante.

Inicialmente, quatro diferentes GA's foram empregados para a obtengdo dos resultados
de docking molecular, sendo eles o CHEMPLP, GoldScore, ChemScore e ASP. Apds a
obtencdo dos resultados gerados como valores FitScore (variando entre 20,21 e 76,77), estes
foram correlacionados com os correspondentes valores de ICsy para os derivados selecionados,

obtendo-se um valor de coeficiente de correlagdo (r?) para cada GA utilizados (Figura 43).

Figura 43 — Coeficientesde correlacdo (r?) para os diferentes algoritmos genéticos (GA's)

de busca empregados nos experimentos de docking molecular.

80 1 . ChemPLP vs. ICsp 30 GoldScore vs. ICsp
+
25 - 25 |
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15 * Sériel 15 | * + ¢ + Sériel
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10 4 10
* *
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0 T T 1 0 T T T T T ]
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30 4 ChemScore vs. ICso 30 4 ASP vs. ICso

* ¢
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20 | & r?=07098 20 | r?=0,0847
15 * * Sériel 15 L—‘-_\Hi_“—‘ Sériel
—— Linear (Sériel) ' —— Linear (Sériel)
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*
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FONTE: Autor, 2019. *Graficos elaborados utilizando-se o software Microsoft Office Excel® 2016.

De modo geral, trés dos quatro GA's aplicados demonstraram resultados satisfatorios,
com valores de r? variando entre 0,7 e 0,84. Um método é considerado satisfatorio quando o
valor de r2 é maior ou igual a 0,5 (SILVA-JUNIOR; AQUINO; ARAUJO-JUNIOR, 2017).Em
contraste, o algoritmo ASP exibiu pobre perfil de predicdo (r? = 0,08) para 0os compostos

selecionados, assim, ndo possuindo validade para este estudo.
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Diante dos resultados de r? apresentado na figura acima, o GoldScore foi selecionado
como sendo o detentor do maior poder de predi¢do para esta pequena série de compostos. Neste
sentido, os valores de FitScore obtidos para os derivados analisados foram 50,24 (57), 51,11
(73), 50,61 (75), 67,47 (80), 46,5 (101), 44,51 (119) e 64,18 (124). Por fim, os dados obtidos a
partir da aplicagéo desse GA seréo profundamente discutidos nesta secéo.

Inicialmente, verificou-se que todos os derivados analisados preferencialmente se ligam
ao sitio alostérico (bolso hidrofobico) (Figura 44, A). Por meio da inspecdo visual do sitio
alostérico, percebeu-se que 0s compostos apresentam sua maior propor¢do da estrutura

molecular inserida neste bolso (Figura 44, B).

Figura 44 — Compostos 57, 73, 75, 80, 101, 119 e 124 em complexo com a NS2B-NS3 do
DENV2.

FONTE: Autor, 2019. Em (A), cluster formado pelos compostos (57, 73, 75, 80, 101, 119 e 124)
inseridos no sitio alostérico (bolso hidrofébico ou pocket) da NS2B-NS3 do DENV2 (PDB ID: 2FOM);
Em (B), aproximagdo do cluster evidenciando a orientagdo dos analogos dentro do sitio alostérico.

llustracdo elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99.

Além disso, verifica-se que estes apresentam seus nlcleos benzotiazéis orientados em
direcdo a porcdo mais profunda deste bolso, com excecdo do analogo (119), cujo apresenta uma
orientacdo invertida em relagdo aos seus analogos (Figura 45). Tal fato, muito provavelmente
esta relacionado a presenca do anel ciclopropano na estrutura deste, o qual promove uma tor¢do
na regido central da molécula e, entdo, impede a entrada desta no sitio de ligacdo de modo

similar aos demais compostos.
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Figura 45 — Visualizagio do composto 119 inserido no bolso hidrofobico da NS2B-NS3 do
DENV2.

FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99.

Apos a identificacdo dos sitios envolvidos nos complexos destes compostos, dar-se-a
foco nas interagdes entre os atomos dos ligantes e os residuos de aminoacidos provenientes de
cada sitio. Além disso, uma relacdo entre as interacfes comumente observadas sera discutida,
a qual sera utilizada para classificar tais interagdes como vantajosa ou desvantajosa.

De modo geral, os compostos (57, 73, 75, 80, 101, 119 e 124) interagem com diversos
aminoacidos em seus respectivos sitios de ligacao, variando entre 10 e 15 residuos, tais como
Leu76, Trp83, Leu85, Gly148, Leul49, Asnl52, Vall54 e Alal64 (Figura 46).

Iniciando-se pelo o composto (57), observa-se que este composto interage com 10
amino&cidos no sitio alostérico da NS2B-NS3 do DENV2. Em adicdo, o composto (57) realiza
suas correspondentes interagdes somente por meio de interacdes hidrofobicas, ou seja, ndo ha
interacOes de hidrogénio presentes, bem como, eletrostaticas. Interessantemente, verificou-se
que tal composto interage com o residuo Asnl152, o qual também foi observado para os demais
compostos que se ligam no sitio alostérico enzimatico. Por fim, tal residuo interage com a regido
do nudcleo benzotiazol do composto (57), juntamente com os residuos Lys74, Leu76, Alal64,
Alal66 e Asnl67, enquanto os demais residuos envolvidos interagem com restante da

molécula.
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Figura 46 — Interacdes para o composto 57 inseridos no sitio alostérico da NS2B-NS3 do
DENV2.
LYS74

VAL154 LEU7S
— S
/ AN
ALA166
LE123
ASN1IS2
v ALAS4

FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools v. 1.5.6.

De maneira geral, o derivado (73) possui 0 maior nimero de interagdes com o sitio
alostérico, 15 aminoacidos envolvidos. Assim como observado para o composto (57), ndo ha a
presenca de interacfes de hidrogénio, apenas interacdes hidrofébicas. Entretanto, o analogo
(73) apresenta uma interacdo exclusiva, onde o residuo Lys73 esta envolvido. Este interage
hidrofobicamente com a fenila derivada do acido 4-terc-butil cindmico (Figura 47).
Adicionalmente, pode-se sugerir que a interacdo com este residuo favoreca a estabilidade do
complexo, aumentando a valor de FitScore para este composto (0 mais alto dos compostos

analisados).
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Figura 47 — Interacdes para o composto 73 inseridos no sitio alostérico da NS2B-NS3 do
DENV2.

LYS74 Lys73
TRP83
LEU76
T
\( THR12G
~
m ..... \
’ ASN152 VAL154 1
__________
™~ THR1(S
ave ALA164
- - I
ER23
LE165
N
VALI4T

FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools v. 1.5.6.

Ja o composto (75) apresenta 13 aminoacidos envolvidos em suas interacdes. Em
contraste aos analogos anteriores, este derivado apresenta uma interacdo de hidrogénio, a qual
ocorre entre o par de elétrons do nitrogénio do tiazol (funcionando como aceptor) e um dos
hidrogénios do residuo Asn152 (funcionando como doador). Além disso, foi observado que
esta interacdo ocorre a uma distincia de 2,38 A. Em adigdo, dois aminoacidos sdo
exclusivamente observados no complexo (75)-N2B-NS3, sendo eles Met49 e Vall55.
Baseando-se nisto, € possivel sugerir que tais residuos atuem como auxiliares na estabilizacdo
deste complexo. Entretanto, estes ndo parecem prover a mesma eficiéncia que o Lys73 para o
(73), onde observa-se que a fenila derivada do &cido 4-terc-butil cindmico aparentemente esta

mais livremente localizada, ou seja, menos envolvida em interagdes (Figura 48).
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Figura 48 — Interacdes para o composto 75 inseridos no sitio alostérico da NS2B-NS3 do
DENV2.

MET49
[
LEV7S / LYST4
TRFP83
ASN152 =
s i :.' VAL154 .' j; VALSS
A :/"" ' ALA164

ILE186

FONTE: Autor, 2019. llustragdo elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools v. 1.5.6. As

interacbes de hidrogénio estdo representadas como pontos na cor verde.

O anélogo (80) interage com 10 aminoacidos no sitio alostérico (Figura 49). Este
composto apresenta tanto interacGes hidrofobicas quanto de hidrogénio. Neste sentido,
verificou-se que o par eletronico do nitrogénio do anel tiazol atua como um aceptor de ligacéo
de hidrogénio, interagindo com o hidrogénio do residuo Asn152 a uma distancia de 2,09 A.
Adicionalmente, observou-se uma outra interagdo de hidrogénio, sendo a Alal64 atuando como
um aceptor e a 4-OH sendo o doador, com distancia de 2,03 A. Por fim, percebe-se que a regio

da fenil terc-butila é estabilizada pelos aminoacidos Thr118, 120, lle123 e Val154.
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Figura 49 — Interacdes para o composto 80 inseridos no sitio alostérico da NS2B-NS3 do
DENV2.

ASN152
< VAL154

LEUKXS ‘ ALA164

LE123
GLY#MS8

ALA166

FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools v. 1.5.6. As

interacdes de hidrogénio estdo representadas como pontos na cor verde.

O anélogo (101) € o derivado com o segundo maior nimero de interacdes envolvidas
em seu complexo, 14 aminoécidos no total. Assim como os compostos (57) e (73), este ndo
possui interacdes de hidrogénio, apenas hidrofobicos como seus congéneres sintéticos. Os
residuos Ala 166 e 167 interagem hidrofobicamente com a ligacdo dupla entre carbonos (C=C)
da acrilamida. Além disso, observa-se que a fenila derivada do acido 4-clorocindmico esta mais
livremente acessivel ao solvente do que os compostos anteriormente discutidos (Figura 50).

Assim, acredita-se que tal liberdade diminui a estabilidade deste complexo formado.

Figura 50 — Interacdes para o composto 101 inseridos no sitio alostérico da NS2B-NS3 do
DENV2.
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools v. 1.5.6.
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Por fim, o derivado (119) apresenta o segundo menor nimero de interacdes envolvidas
em seu complexo, sendo apenas 12 aminoacidos. Assim como a maioria dos andlogos
analisados, o composto (119) ndo apresenta interacdes de hidrogénio. Como discutido
anteriormente, o anel ciclopropano promove uma tor¢do na regido proxima a fenila terminal,
dessa forma, impedindo a entrada deste composto em uma orientacdo semelhante aquela
observada para os demais compostos. Tal torcdo promove a interacdo hidrofébica entre o anel
ciclopropano e a Leu76. Além disso, a diferente orientacdo deste derivado dentro do bolso
hidrofobico permite que uma interacdo do tipo 7—x stacking (em forma de T) seja possivel entre
a fenila terminal e o sistema aromatico do Trp83 perpendicularmente posicionado. Por fim,
definitivamente a inversdo da orientacdo deste composto contribui de forma negativa, o que
resultou no menor valor de FitScore dos compostos estudados por docking molecular (Figura
51).

Figura 51 — Interacdes para o composto 119 inseridos no sitio alostérico da NS2B-NS3 do
DENV2.

VALME = VALMT -
¥ \\\ A
LEU149 A"‘:: 2 ' LER3
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, EU78 R \?
TRP83 :
/ LYS74

FONTE: Autor, 2019. llustragéo elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools v. 1.5.6.

O derivado contendo o fenil-4-tiazol como farmacoforo 1 (124) interage com 12
aminoacidos no sitio alostérico da NS2B-NS3 (Figura 52). Na inspecdo visual, ndo foram
observadas interacdes de hidrogénio, ou seja, este composto basicamente interage via interagdes
hidrofébicas. Adicionalmente, verifica-se que os residuos Thr118, lle123, Val152 e 155 séo

responsaveis por estabilizar a regido da fenil terc-butila (farmac6foro 2). Em contraste, 0s
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aminoacidos Lys74, Glu88, Asn152, Alal64, 1le165, Alal66 e Asn167 atuam na estabilizacdo

do fenil-4-tiazol (farmaco6foro 1).

Figura 52 — Interacdes para o composto 124 inseridos no sitio alosterico da NS2B-NS3 do
DENV2.
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software AutoDock Tools v. 1.5.6.

Obviamente, todas as informagfes descritas quanto as vantagens e desvantagens de
determinadas interacdes supracitadas sdo apenas especulac¢des, baseadas na inspecao visual dos
complexos formados. Desse modo, torna-se indispensavel uma maior exploracdo dos dados
energéticos gerados durante o docking molecular, afim de se obter informacdes mais
consistentes e precisas, uma vez que a analise completa destas esta relacionada ao surgimento
de novos analogos com promissoras propriedades farmacologicas (SENTHILKUMAR et al.,
2016).

Na tabela 8, diferentes parametros relacionados as interacdes entre os ligantes e o alvo
macromolecular estdo expressos, bem como suas respectivas contribuicdes energéticas que
culminam nos correspondentes valores de FitScore. Basicamente, os parametros levados em
consideracdo sdo interagdes de hidrogénio inter- e intramoleculares (Hb_inter e Hb_intra,

respectivamente) e Van der Waals intermoleculares (Vdw_inter).
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Tabela 8 — Parametros energéticos relacionados a obtencdo dos valores de FitScore para
os analogos 57, 73, 75, 80, 101, 120 e 124.

Parametros Energéticos (kcal-mol™)

Composto FitScore Hb_inter Hb_intra Vdw_inter
57 50,24 0,0 0,0 32,72
73 51,11 0,0 0,0 39,39
75 50,61 -2,74 0,0 38,92
80 67,47 -2,80 0,0 48,17
101 46,5 0,0 0,0 36,15
120 44,51 0,0 0,0 37,01
124 64,18 0,0 0,0 34,44

FONTE: Autor, 2019. Valores energéticos obtidos utilizando-se o Gold® v. 5.4.0.

A partir das informag0es expressas na tabela acima, pode-se observar que a contribui¢do
energética mais significativa estd relacionada as interaces hidrofobicas/Van der Waals entre
os ligantes e seus correspondentes sitio de ligacdo (Vdw_inter), com valores variando entre
32,72 e 48,17 kcal-mol. Neste sentido, o analogo (80) apresenta o maior valor de Vdw_inter
(48,17 kcal-mol?), o que é totalmente plausivel, uma vez que este composto apresenta um
grande nimero de aminoacidos envolvidos em interacdes hidrofébicas em seu respectivo sitio
de ligacdo. Contrariamente, o derivado (57) apresenta o menor valor de Vdw_inter (32,72
kcal-mol?), o que esta relacionado ao seu reduzido nimero de interacdes hidrofébicas (10
aminoacidos).

Em geral, nenhum dos compostos avaliados apresenta interages de hidrogénio
intramoleculares (Hb_intra), o que resulta em nenhuma influéncia sobre a determinagdo dos
valores finais de FitScore.

Em adicéo, verifica-se que apenas os compostos (75) e (80) apresentam interagcdes de
hidrogénio intermoleculares (Hb_inter) durante a formagdo de seus respectivos complexos
ligante-macromolécula. Por fim, tais interacdes contribuem com -2,74 e -2,8 kcal-mol para
estabilizacdo final do complexo, respectivamente. Evidentemente, o composto (80) € melhor

estabilizado, uma vez que apresenta duas interacGes de hidrogénio.



172

5.3.5 Determinacdo experimental do sitio de ligacdo dos analogos ativos frente a NS2B-NS3

Ap0s a determinacdo dos valores da porcentagem de inibicdo e dos respectivos valores
de 1Cs, bem como, das informagdes geradas pelo docking molecular, necessita-se validar
experimentalmente o sitio de ligacdo para tais compostos. Basicamente, esta etapa tem a
finalidade de confirmar se os compostos sdo inibidores classicos (ou seja, que se ligam no sitio
ativo) ou ndo classicos (que se ligam a um sitio alostérico) (BRECHER et al., 2017), como
previsto pelo docking molecular anteriormente discutido. Apds a obtencdo dos resultados
experimentais, foi revelado que os compostos sintetizados nesse trabalho sdo inibidores
alostéricos da protease NS2B-NS3 do ZIKV e DENV2, uma vez que ndo foi verificada a
formacdo de um platd (o que indicaria uma competi¢do pelo o sitio ativo) durante a obtengdo
das curvas de inibigdo, em funcdo do tempo e das diferentes concentragbes do substrato e do
inibidor (Figura 53).

Tal resultado corrobora perfeitamente com os dados obtidos por docking molecular, bem
como ¢ reforcado por Brecher e coautores (2017), os quais desenvolveram estudos que
verificaram que inibidores ndo-competitivos ndo se ligam a conformacdo aberta da NS2B-NS3
do DENV2 (PDB ID: 2FOM).

Figura 53 — Curvas de inibicdo para os compostos promissores em funcdo tempo e

concentragao.
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FONTE: Autor, 2019. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas. O composto (119) foi utilizado
como modelo para representacdo deste gréfico. Ilustracdo elaborada utilizando-se o software Microsoft
Office Excel® 2010.
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5.4 Resultados Relacionados ao Virus Chikungunya

5.4.1 Desenvolvimento do protocolo virtual para o planejamento de compostos ativos frente
ao CHIKV

5.4.1.1 Minimizacdo energética dos inibidores

Os métodos AM1 e B3LYP/6-31G(d) podem prever comprimentos e angulos de
ligagdes com valores acurados, em diferentes funcdes organicas. Entretanto, os métodos semi-
empiricos (por exemplo, o AM1) possuem uma baixa capacidade em predizer valores
energéticos para conformacdes de menor energia (SILVA-JUNIOR; ARAUJO-JUNIOR;
AQUINO, 2017). As diferencas entre as conformacbes (em RMSD) foram determinadas apds
todos os inibidores (total de 31) terem sido minimizados por ambos os métodos (ver Volume 2,
pagina 353).

Em geral, nenhuma correlagéo significante foi observada entre os resultados obtidos.
No entanto, algumas informacdes interessantes puderam ser derivadas a partir dos valores de
RMSD, considerando as estabilidades energéticas das conformacgdes. Foi possivel verificar que
0 composto (S11) é o mais estavel dos inibidores, de acordo com dados obtidos por B3LYP/6-
31G(d) (Figura 54, A). Adicionalmente, foi verificado que o composto (S15) demonstra uma
conformacgédo similar em ambos os métodos de calculos tedricos (Figura 54, B). Com relacdo
aos resultados obtidos por B3LYP/6-31G(d), verificou-se que o composto (S14) exibe a
conformacdo mais estavel para este nivel de teoria, na qual é adotada uma conformacao

completamente diferente daquela obtida por AM1 (Figura 54, C).
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Figura 54 — Sobreposicdo das conformacgdes para o inibidores S11 (A), S15 (B) e S14 (C)
obtidas por aplicacdo dos métodos AM1 (rosa) e B3LYP/6-31G(d) (azul).
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FONTE: Autor, 2019. As conformacdes obtidas por AM1 estdo mostradas em rosa, enquanto as obtidas

por B3LYP/6-31G(d) estdo em azul. llustracdo elaborada utilizando-se o software PyMol® v.0.99.
5.4.1.2 Simulagdes de dindmica molecular

Inicialmente, a enzima nsP2 do CHIKV foi submetida a duas diferentes simulagdes de
MD, em duas temperaturas diferentes (300 e 310 K), onde a estabilidade do sistema foi
monitorada em fungdo do tempo. As novas estruturas tridimensionais da protease nsP2 (uma
em 300 K e a outra, 310 K) foram validadas. A validacéo das conformacGes das cadeias laterais
dos aminoacidos contidos nestes modelo tridimensionais foi realizada por analise dos gréaficos
de Ramachandran (Figura 55), os quais representam a distribui¢do dos angulos diedros Phi (¢)

e Psi (y) dos aminoacidos glicina (Gly) e prolina (Pro) na enzima (LOVELL et al., 2003).
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Figura 55 — Graficos uni- e tridimensionais de Ramachandran para a distribuicdo dos

angulos diedros Phi (¢) e Psi (y) dos aminoacidos glicina e prolina nas temperaturas de

300 K (A) e 310 K (B).
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FONTE: Autor, 2019. Gréaficos de Ramachandran elaborados usando o web software RAMPAGE®

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).

Os graficos de Ramachandran foram usados como método de validacdo para a protease
a 300 e 310 K. Paraa nsP2 gerada a 300 K (Figura 55, A), 91% dos residuos estdo nas regides

mais favoraveis (azul escuro); 7,4% estdo localizados nas regides permitidas (laranja escuro) e
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1,6% estdo localizados nas regides proibidas (pontos em vermelho). Com relagédo a nsP2 gerada
a temperatura de 310 K (Figura 55, B), observou-se que 89,4% dos residuos estao localizados
nas regides mais favoraveis (azul escuro); 9,3% estdo em regides permitidas (laranja escuro) e
1,3% estdo localizados nas regides proibidas (pontos em vermelho).

Os pontos no quadrante superior-esquerdo indicam que o modelo contém tanto
estruturas em alfa-hélice, quanto folhas-beta (NAJIBI et al., 2017). Tal informacdo &
confirmada quando observa-se o grafico tridimensional de Ramachandran (rever Figura 55),
onde € demonstrada uma grande concentracdo de aminodcidos no interior deste quadrante.
Baseando-se nisto, pode-se concluir que ambos os modelos gerados (300 e 310 K) sdo altamente
confiaveis e seguros (BURKOFF et al., 2016; NAJIBI etal., 2017).

5.4.1.2.1 Andlise da estabilidade estrutural da nsP2 (300 e 310 K) por RMSD

As coordenadas de cada ponto em ambas as simulagdes foram comparadas com as
coordenadas extraidas da estrutura cristalografica obtida no PDB. Entdo, os graficos de RMSD
foram gerados a partir das coordenadas dos atomos de C, na estrutura do PDB e, separadamente,
nas conformacdes apos simulacdes a 300 e 310 K (Figura 56). Para a estrutura a 300 K, observa-
se que esta apresenta grande estabilidade durante todo o tempo de simulagdo (100 ns), com um
valor médio de RMSD igual a 0,5 nm. Baseando-se nesse valor, pode-se sugerir que a simulacdo
de MD a 300 K forneceu uma estrutura com grande estabilidade (NAJIBI et al., 2017). Ja para
a nsP2 a 310 K, observa-se o contrario, onde sdo exibidas muitas flutua¢cGes durante o tempo
de simulacdo. O sistema a 300 K atingiu o equilibrio ap6s aproximadamente 20 ns. Em

contraste, o sistema a 310 K pode ser considerado com equilibrado ap0s 75 ns.
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Figura 56 — Flutuacdes dos valores de RMSD durante as simulacGes de dinamica

molecular (100 ns) a temperatura de 300 K (preto) e 310 K (vermelho).
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software XmGRACE®

Os valores de RMSD para o sitio ativo (Cys1013, His1083 e Trpl1084) foram
determinados paraambas as estruturas (300 e 310 K) e, estes, comparados a estrutura do arquivo
PDB original (Figura 57). Adicionalmente, verificou-se que o sitio ativo a 300 K apresenta uma
conformacdo similar & estrutura do PDB, com um valor de RMSD de 0,7 A. Adicionalmente,
um desvio significante foi observado quando o sitio ativo a 310 K e a estrutura original do PDB

foram comparadas, exibindo um RMSD de 2,44 A.

Figura 57 — Comparacdo entre os sitios da nsP2 apds simulagdes de dinamica a 300 K (A)

e 310 K (B).
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FONTE: Autor, 2019. Carbonos em cinza, estrutura original do PDB. llustracdo elaborada utilizando-

se o0 software PyMOL® v.0.99.
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Com relacdo a diade catalitica (Cys1013 e His1083, rever Figura 57), uma alteracdo nos
valores da distancia entre o0 &tomo de enxofre da cisteina e o &tomo de nitrogénio da histidina
foi observada. De acordo com Nguyen e colaboradores (2015), a distancia suficientemente
necessaria para ocorrer a transferéncia do préton (geracéo do par idnico) é 4,8 A. Na estrutura
do PDB, a distancia observada entre estes atomos é de 4,02 A. Apos as simulagbes de MD a
300 K, tal distancia foi aumentada para 4,36 A, provavelmente devido a alta torcdo da
orientacdo adotada pelo o residuo Cys1013, em comparacao a estrutura PDB. Considerando
estes residuos & 310 K, uma aproximagao entre estes atomos foi observada (4,12 A), devido &
rotacdo de 180° no residuo His1083. Além disso, estas variagcdes esperadas na distancia entre
os residuos da diade catalitica estdo diretamente relacionadas ao aumento da temperatura
(CAPRILES; DARDENNE, 2007).

5.4.1.3 Docking molecular dos inibidores na nsP2

Tipicamente, o docking molecular utiliza algoritmos que podem prever as poses de um
inibidor ligado a um sitio ativo com precisdo (VISWANATHAN et al., 2014). Quando um
grande nimero de compostos é ranqueado, empregando-se diferentes fungbes de pontuacao
para a determinacdo das poses de menor energia, pode-se obter resultados como maior
confiabilidade (CAMBRIDGE CRYSTALLOGRAPHIC DATA CENTRE, 2015).
Considerando isto, quatro funcOes de pontuacdo diferentes (CHEMPLP, GoldScore,
ChemScore e ASP) foram incorporadas em 12 diferentes metodologias, as quais foram
aplicadas para prever a melhor correlagdo com os valores de ECsp obtidos experimentalmente.
Na tabela 10, o coeficiente de correlagéo (r?) é mostrado para cada metodologia aplicada para
o conjunto de inibidores da nsP2. Adicionalmente, a influéncia individual de cada parametro,
tais como (@) ionizacdo ou nado-ionizacdo; (b) minimizacdo energética inicial (AM1 ou
B3LYP/6-31G(d)); (c) simulagdes de MD & 300 ou 310 K; (d) melhor fungdo de pontuagéo

para docking molecular foram profundamente discutidas, baseando-se na tabela 10.
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Tabela 10 — Coeficiente de correlagdo (r?) calculado para cada metodologia aplicada a

identificacdo da melhor correlacdo com os dados experimentais de inibicdo da nsP2.

Valor de r?

Método CHEMPLP GoldScore ChemScore ASP
Al 0,69 0,57 0,39 0,41
A2 0,76 0,60 0,09 0,68
A3 0,64 0,38 0,32 0,36
Ad 0,62 0,53 0,57 0,63
A5 0,72 0,59 0,08 0,67
A6 0,67 0,30 0,62 0,66
B1 0,71 0,59 0,39 0,41
B2 0,75 0,59 0,19 0,42
B3 0,65 0,38 0,35 0,37
B4 0,63 0,58 0,58 0,63
B5 0,71 0,63 0,11 0,64
B6 0,64 0,31 0,60 0,73

(@) Influénciada lonizagdo

Considerando os dados contidos na tabela acima, verifica-se que ndo diferenca
significativa entre os compostos ionizados (métodos Al-A6) e ndo ionizados (metodos B1-B6).
Embora, algumas informacBes adicionais podem ser derivadas a partir desta analise. Os
compostos ionizados e ndo-ionizados demonstraram o mesmo valor médio de r?, sendo este
igual a 0,68, empregando-se a funcdo de pontuacdo CHEMPLP. Além disso, este valor sugere
uma grande contribuicdo para o valor final de r?. Em contraste, as funcdes GoldScore e
ChemScore exibiram o maior valor médio de r? (0,51 e 0,37, respectivamente) para 0s
compostos ndo-ionizados, quando comparados aos ionizados (0,49 e 0,34, respectivamente).
Por fim, a funcdo ASP mostrou um melhor valor médio de r? para os compostos ionizados
(0,56), enquanto que apresentou um valor médio de r? igual a 0,53 para os compostos néo-
ionizados. Todos estes valores médios de r? foram obtidos através da soma dos valores
individuais r? e, entdo, divididos por 6 (nimero de metodologias para cada fungdo de pontuagao

utilizada).
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(b) Influénciada Minimizagao Energética Inicial

Na Figura 58, é possivel observar que as funcbes CHEMPLP e GoldScore foram
capazes de predizer os melhores valores médios de r? (0,7 e 0,52, respectivamente) para os
inibidores inicialmente minimizados com o B3LYP/6-31G(d), utilizando-se as metodologias
Al-A3 e B1-B3. Contrariamente, as funcdes ChemScore e ASP demonstraram melhor valor
médio de r? para o conjunto de inibidores inicialmente minimizados com o AM1, aplicando-se
0s métodos A4-A6 (r> médio de 0,42 e 0,65, respectivamente) e B4-B6 (r> médio de 0,43 e
0,66, respectivamente). Por fim, é possivel sugerir que o B3LYP/6-31G(d) é o melhor método
para minimizacdo energética inicial, usando-se a funcdo de pontuacdo CHEMPLP. Entretanto,
o tipo de minimizacdo energética inicial ird depender do tipo de fungdo de pontuacdo que sera
aplicada ao conjunto de dados.

Figura 58 — Valores médios de r? para a minimizagdo energética inicial usando diferentes
metodologias e a relacdo delas como as fun¢des de pontuacéo.
A) Fun¢des CHEMPLP ¢ GoldScore

. 0.7
_A—

0.7
0.6

0.52

A—
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

pr——> m A1-A3 (DFT CHEMPLP)
m A1-A3 (DFT GoldScore)

m B1-B3 (DFT CHEMPLP)

05 m B1-B3 (DFT GoldScaore)

0.52
S
0.47 a— mA4-A6 (AM1 CHEMPLP)
A
A4-A6 (AM1 GoldScore)
m B4-B6 (AM1 CHEMPLP)
B4-B6 (AM1 GoldScore)
_ = - b




181

B) Fun¢des ChemScore e ASP
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FONTE: Autor, 2019. Todos os valores médios de r2 foram calculados por meio do somatério de cada

r2 individual e dividido por 3 (nimero de metodologias por fungdo de pontuagdo empregada).

(c) Influénciadas Funcdes de Pontuacéo e Simulagdes de MD a 300 e 310 K

Considerando os dados da Tabela 10, verifica-se que as metodologias envolvendo a
nsP2 & 310 K (A3, A6, B3 e B6) demonstram um baixo poder de predi¢do, com valores médios
de r? iguais a 0,65; 0,34; 0,47; 0,51 (médias para A3-A6) e 0,64; 0,34; 0,47;0,55 (médias para
B3-B6), para as funcbes CHEMPLP, GoldScore, ChemScore e ASP, respectivamente. De
acordo com estes resultados, a estrutura da nsP2 obtida por simulagbes de DM a 310 K
demonstram ser uma interessante alternativa como controle negativo, devido seu baixo poder
de predicdo, o qual pode estar relacionado com as diferentes orientacGes observadas para 0s
residuos do sitio de ligacdo a 310 K, como discutido anteriormente.

Em adicdo, é possivel observar que a fungdo ChemScore foi o algoritmo mais fraco em
prever uma correlacdo com os dados experimentais, como valores de r? variando entre 0,08
(A50 e 0,62 (A6). Além disso, esta fungdo de pontuacdo demonstrou um valor médio de r? de
0,35 (menor do que o valor observado a 310 K). A funcdo GoldScore apresentou valores de r?
variando entre 0,36 (A6) e 0,63 (B5), e um r> médio de 0,5. Adicionalmente, a funcdo ASP
mostrou valores de r? variando entre 0,36 (A3) e 0,67 (A5), com um valor médio de r? de 0,55.
Neste sentido, as fungbes GoldScore e ASP podem ser consideradas como fungbes com
qualidade intermediaria em prever a correlacdo entre os valores de FitScore e ECs. A fungédo

CHEMPLP demonstrou ter a melhor habilidade em prever a correlacdo com os dados
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experimentais, com valores de r? variando entre 0,63 (B4) e 0,76 (A2), e um valor médio de r?
de 0,68. Baseando-se nestes resultados, as metodologias com os maiores valores de r?
observados foram A2 e B2 (0,76 e 0,75, respectivamente), usando-se a fungdo CHEMPLP. Tais
resultados reforcam ainda mais que a ionizacdo dos inibidores da nsP2 tem baixa influéncia
sobre a predicdo das atividades. Comumente, a fungdo CHEMPLP tem exibido altas taxas de
sucesso na predicdo de conformagOes ligantes (poses) e correlagdo com dados experimentais
em estudos de screening virtuais, resultados confirmados por diversos ensaios de validacdo
(CAMBRIDGE CRYSTALLOGRAPHIC DATA CENTRE, 2015).

A funcdo CHEMPLP forneceu valores de FitScore variando entre 35,71 e 64,27. Com
relacdo as diferentes classes de compostos quimicos dos inibidores, constatou-se que 0s
derivados datiazolidina/rodanina apresentam a mais alta afinidade paraesta enzima do CHIKV,
com um valor médio de FitScore igual a 55,76. Em sequéncia, as acrilamidas e
tiossemicarbazonas também apresentaram boa afinidade, com valores medios de 54,99 e 52,03,
respectivamente. Adicionalmente, os fenilciclopropanos e ureias tém exibido uma afinidade
intermediéria, como valores médios de 49,85 e 43,48, respectivamente. Por fim, os oxadiazobis
apresentaram a menor afinidade pela nsP2, com um valor médio de 36,31.

Mais detalhes podem ser derivados a partir dos resultados de docking molecular dos
inibidores e a sitio ativo da nsP2 (pocket 4) (Figura 59, A). A funcdo CHEMPLP foi capaz de
prever que todos os inibidores estdo localizados parcial ou completamente inseridos no pocket
4, préximo ao residuo Cys1013. As acrilamidas demonstram que a amida (bem como,
acilidrazona) se localizam no gargalo do pocket 4, cujo separa ambos 0s sistemas aromaticos.
Em adicéo, os grupos terc-butila presente neste tipo de inibidores encontram-se orientados em
sentido oposto a Cys1013 (Figura 59, B). Exatamente o mesmo perfil de ligacdo é observado
para os derivados com acilidrazona acopladas a fenilciclopropanos, corroborando com o fato
de que asacilidrazonas preferencialmente irdo se ligar aregido do gargalo, deixando os sistemas
aromaticos volumosos em sentido oposto a Cys1013 (Figura 59, C). Por fim, as tiazolidinas
encontram-se parcialmente localizadas no interior do pocket 4, com o anel tiazolidinico (ou

rodanina) permanecendo do lado oposto do residuo Cys1013 (Figura 59, D).
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Figura 59 — Conjunto de inibidores em complexo com o sitio ativo da nsP2 do CHIKV.
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FONTE: Autor, 2019. Em (A), todos os inibidores complexo ao pocket 4. Derivados das acrilamidas
(B); ciclopropanoacilidrazonas (C); e tiazolidinas/rodaninas (D). A localizacdo da Cys1013 esta

marcada em amarelo. llustracdo elaborada utilizando-se o software PyMOL® v. 0.99.

Com relacdo as interacdes observadas para os inibidores, interacdes de hidrogénio e
hidrofdbicas sdo as mais comuns. Neste sentido, foi assumido que a distancia maxima parauma
interacdo de hidrogénio é 3,5 A, e uma distancia de 4,0 A para contatos hidrofobicos
(FERREIRA DA SILVA-JUNIOR etal., 2017; NGUYEN; YU; KELLER, 2015).
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Ap0s os experimentos de docking molecular, um grafico gerado contendo a frequéncia
com que alguns residuos de aminoacidos sdo observados em intera¢Ges entre os inibidores e o
sitio ativo (Figura 60).

Figura 60 — Frequéncia de visualizacao de residuos do sitio ativo da nsP2.
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FONTE: Autor, 2019. Gréafico elaborado utilizando-se o software Microsoft® Office Excel
2007.

Considerando a figura acima, constata-se que 14 aminoacidos estdo envolvidos nas
interacdes dos inibidores e a nsP2. Todos os 31 inibidores analisados sdo capazes de interagir
com os aminodcido do pocket 4. De acordo com Jadav e colaboradores (2012 e 2015), os
aminoécidos mais importantes na interacdo com inibidores sdo Tyr1047, Trp1084 e Asp1126.
Embora, os mais frequentemente observados para o conjunto de inibidores analisados foram
Alal046 e Trp1084, ambos presentes em 78% das interacdes destes inibidores. Em adicéo, os
aminoacidos Cys1013, Ser1048, Tyr1078 e 1079 foram observados com alta frequéncia na
formagdo dos complexos, sendo 53, 56, 75 e 65%, respectivamente. Os residuos Tyr1047 (6%),
Val1051 (6%) e Thr1268 (6%) demonstraram baixa frequéncia na formagdo dos complexos.
Interessantemente, o residuo His1083 (3%) que, frequentemente aparece associadoa atividade
anti-CHIKV de inibidores da nsP2 (BASSETTO et al., 2013; JADAV et al., 2012, 2015), ndo
demonstrou significante influéncia nos estudos por docking. Além disso, pode ser sugerido que
somente a diade cataliticando é responsavel pelas atividades observadas nos ensaios bioldgicos.
Claramente, existe a participacdo de outros aminoacidos, 0s quais irdo atuar em sinergismo,

resultando na inibicdo da nsP2. Por fim, constata-se a presenca de aminodcidos que ndo
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pertencem a nenhum dos pockets, sdo eles Alal010 (3%), Asn1011 (31%), Leu1240 (4%) e
Thr1268 (9%). Estes, muito provavelmente, estdo associados as regides circundantes ao sitio
de ligagdo e, por sua vez, ndo exercem influéncia sobre a atividade biologica dos compostos.
Baseando-se no fato de que a His1083 apresenta uma minima influéncia na inibicdo da
nsP2, torna-se possivel sugerir que a His1083 desempenha um papel fundamental na
desprotonacdo da Cys1013, como discutido anteriormente. Entdo, o S-nucletfilo (Cys1013)
poderia estar envolvido no mecanismo de inibicdo via ligacdo covalente, provavelmente por
um ataque a um grupo eletrofilico presente em alguns dos inibidores selecionados. Em geral, o
mecanismo covalente de cisteino proteases elucidado por QM sdo bem descritos na literatura
(ARAFET; FERRER; MOLINER, 2015, 2017; ARAFET etal., 2014, 2017; MENDEZ-LUCIO
et al., 2012). Considerando estas informagdes, decidiu-se investigar a importancia da
desprotonacdo da Cys1013, bem como a possivel existéncia de um mecanismo covalente de

inibicdo, usando diferentes niveis de teoria.

5.4.1.4 Investigacdo de mecanismo ndo covalente e covalente de inibicdo da nsP2 por
mecéanica quantica (QM)

Normalmente, a predicdo das energias livres de ligagdo podem ser consideradas como
um desafio para o docking molecular em estudos de screening virtual (AWOONOR-
WILLIAMS; WALSH; ROWLEY, 2017; NGUYEN; YU; KELLER, 2015; SILVA-JUNIOR
et al., 2017a). Baseando-se nisto, os célculos de QM podem fornecer valores acurados de
energia livre de Gibbs (4G) para a formagdo dos complexos (SILVA-JUNIOR et al., 2017a).

O composto (127) foi selecionado como um inibidor de referéncia para ser analisado em
nivel quantico, considerando seu excelente perfil biologico, ECsp: 3,2 £ 1,8 uM, ECg: 11 £ 4
uM, CCsp: 101 £ 50 uM, SI: 32, e inibigdo maxima: 100 % a concentracdo de 12,5 uM, de
acordo com resultados obtidos por Giancotti e coautores (2018), bem como por Bassetto e
colaboradores (2013a). Inicialmente, o sitio de ligacdo para o composto (127) foi extraido a
partir dos estudos de docking (Figura 61), e este foi usado como ponto de partida para a
determinacdo dos mecanismos de inibicdo ndo-covalente (A4Gnzo-covalente) € COvalente
(4Gcovalente), usando os funcionais B3LYP, M06 e wB97X-D.
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Figura 61 — Sitio de ligacédo para o composto de referéncia usado para predizer os valores

de AGnao-covalente e AGcovalente.

Tyr1079

FONTE: Autor, 2019. llustragdo elaborada utilizando-se o software PyMOL® v.0.99.

Com relacdo a Figura 61, é possivel verificar que o composto (127) interage apenas com
0s aminoacidos do pocket 4, o que pode explicar os resultados experimentais dos ensaios
bioldgicos utilizando este composto (BASSETTO et al., 2013; GIANCOTTI et al., 2018;
TARDUGNO et al., 2018).

Os métodos B3LYP, M06 e »B97X-D, com nivel de teoria 6-31G(d), foram capazes
de prever valores de 4Gnzo-covalente de -7,18; -16,35 e -20,86 kcal mol-1, respectivamente (Figura
62). Em geral, 0 método B3LYP/6-31G(d) previu pobremente um valor de 4Ghao-covalente,
sugerindo uma baixa afinidade entre o composto (127) e a enzima nsP2. Em contraste, 0s
funcionais modernos, como wB97X-D/6-31G(d) e M06/6-31G(d) (AWOONOR-WILLIAMS;
WALSH; ROWLEY, 2017), foram excelentes para predizer valores de AGnao-covalente,
corroborando com os resultados experimentais (GIANCOTTI etal., 2018; TARDUGNO et al.,
2018). Além disso, esses dois métodos podem ser considerados confiaveis e comparaveis entre
Sil.
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Figura 62 — Perfil energético previsto para 0 mecanismo nao covalente de inibicdo da
nsP2.
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FONTE: Autor, 2019. Grafico elaborado utilizando-se o software Microsoft® Office Excel 2007.

Basicamente, interacdes ndo-covalentes pelas quais um composto se liga ao seu alvo
ocorrem através de modos candnicos, tais como interacGes de hidrogénio, dispersdode London
e interagdes dipolo-dipolo (AWOONOR-WILLIAMS; WALSH; ROWLEY, 2017). Além
disso, esses tipos de interagbes sdo bastante fracas, levando & ligagBes reversiveis
(AWOONOR-WILLIAMS; WALSH; ROWLEY, 2017). Em contraste, compostos contendo
grupos quimicos reativos especificos podem se ligar a seus alvos por um modo mais forte, como
uma ligacdo covalente (ARAFET; FERRER; MOLINER, 2017; AWOONOR-WILLIAMS;
WALSH; ROWLEY, 2017). Em geral, um aminoacido apropriado, por exemplo Cys, Ser, Thr,
Lys, His, pode atuar como um nucledfilo e atacar um grupo eletrofilico em um potencial
inibidor. Em alguns casos, a ligagdo covalente formada € fortemente exergbnica, levando a
inibicdo irreversivel. Por outro lado, quando essa ligacao covalente € fracamente exergonica,
esta pode ser reversivel em alguns casos (ARAFET et al., 2017; AWOONOR-WILLIAMS;
WALSH; ROWLEY, 2017).

O mecanismo catalitico das cisteino proteases depende dos residuos Cys e His. Neste
sentido, € necessario que o grupo —SH do residuo de Cys seja polarizado fortemente, finalmente
levando a formacdo do par de ions altamente nucleofilico (ARAFET; FERRER; MOLINER,
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2015, 2017; ARAFET etal., 2014, 2017; RAMAKRISHNAN etal., 2017; TURK etal., 1998).
Esse par idnico é formado devido a diferenca entre os valores de pKa desses dois aminoacidos.
Assim, o equilibrio entre o estado protonado e desprotonado do residuo Cys é deslocado em
direcdo ao estado desprotonado, cujo € reativo frente a grupos eletrofilicos (ARAFET et al.,
2017; AWOONOR-WILLIAMS; WALSH; ROWLEY, 2017). Adicionalmente, as simulag0es
de MD revelaram que este par idnico estd a uma distancia de 4,35 A, entre o atomo de S
(Cys1013) e o atomo de N (His1083), corroborando com os resultados obtidos por Strauss e
coautores (1992). Com base nisto, a formacdo do par idnico Cys(S)1013/His(H*)1083 é um
parametro interessante a ser analisado usando DFT/B3LYP, M06 e wB97X-D com nivel de
teoria 6-31G(d) (Figura 63), considerando que esta etapa é o ponto de partida para a inibicao
através de um potencial mecanismo covalente (ARAFET; FERRER; MOLINER, 2015;
AWOONOR-WILLIAMS; WALSH; ROWLEY, 2017; MLADENOVIC etal., 2008).

Figura 63 — Coordenada de reacdo para a formagcdo do par idnico Cys(S
)1013/His(H")1083 na nsP2.
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FONTE: Autor, 2019. Grafico elaborado utilizando-se o software Microsoft® Office Excel 2007.

Na Figura 63, a coordenada de reacdo para a formacdo do par i6nico Cys(S-
)1013/His(H*)1083 foi dividida em um processo de trés etapas, considerando T = 0 como
Cys1013 e His1083 em estados neutros (ponto de partida); TS como intermediario da
transferéncia do préton; e T = 1, quando o par iénico é completamente formado. E possivel

verificar que todos os funcionais previrama transferéncia do préton em condigdes fisioldgicas,
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com valores de barreira limitantes similares (TS = A4G¥), variando entre 22,44 e 24,3 kcal mol-
1 Além disso, estes valores de AG* sdo semelhantes aos valores de AG* obtidos por Arafet e
colaboradores (2017), em simulagdes envolvendo QM/MM de outras cisteino proteases, onde
verificaram que este tipo de transferéncia de proton ocorre com uma barreiraenergética de 18,5
kcal mol™.

Com relacdo ao T =1, o método MO6 previu um par de ions com estabilidade muito
préxima as espécies Cys1013/His1083 neutras, com um valor 4Geoyalente de -1,03 kcal molt.
Em contraste, os funcionais B3LYP e wB97X-D foram capazes de prever um perfil de energia
similar, com valores de AGcovalente iguais a -20,11 e -22,91 kcal mol?, respectivamente.
Finalmente, o Cys(S)1013/His(H*)1083 formado é mais estavel do que a espécie neutra
Cys1013/His1083. Este fato corrobora com estudos potenciométricos experimentais
envolvendo cisteino proteases realizados por Lewis e coautores (1976), cujo mostraram que 0
residuo de Cys existe preferencialmente como um anion tiolato (-S°), em pH fisiolégico. Aléem
disso, Han e colaboradores (1999) desenvolveram um estudo QM/MM do sitio ativo de algumas
cisteino proteases, onde concluiram que o par iénico se torna mais estavel do que sua forma
neutra no ambiente proteico. Finalmente, este fato é reforcado em estudos recentes
desenvolvidos por Arafet e coautores (2015; 2017a; e 2017b) usando calculos de QM/MM para
obter o mecanismo atomistico para diferentes cisteino proteases.

O composto (127), um derivado da acrilamida, exibe uma excelente afinidade para o
local de ligacdo da enzima nsP2, confirmado pelo valor de AGnzo-covalente. ASSIM, decidiu-se
investigar um possivel mecanismo de inibicdo covalente, resultante da reatividade dos
compostos de acrilamida, cujo sdo considerados como eletrofilos moderadamente reativos
(AWOONOR-WILLIAMS; WALSH; ROWLEY, 2017). Neste sentido, as adi¢Bes de tio-
Michael sdo em geral fracamente exergbnicas, entdo estas podem ser frequentemente
reversiveis (ARAFET etal., 2017; AWOONOR-WILLIAMS; WALSH; ROWLEY, 2017).

Em geral, a adicdo do tipo tio-Michael envolve uma desprotonacdo do grupo tiol
(Cys1013) para formar o anion tiolato (Cys(S)/His(H*), a formacdo de um intermediario
enolato (TS) e a protonacdo do enolato para formar os produtos tioéter (P1e P1') (AWOONOR-
WILLIAMS; WALSH; ROWLEY, 2017; BREUNING et al., 2010; PREVITI et al., 2017).
Assim, o hipotético mecanismo covalente de inibicdo para o composto (127) no sitio de ligacdo
da nsP2 (Figura 64) foi explorado em nivel quantico, usando métodos DFT tais como B3LYP ,
wB97X-D e M06, com 6-31G(d) como nivel de teoria.



Figura 64 — Mecanismo covalente de inibicdo da nsP2 (hipotético).
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lustracdo elaborada utilizando-se o software ChemDraw® v.12.

Em relagdo a Figura 64, a transferéncia do préton ocorre do grupo S'-H! (Cys1013) para
o N! (His1083) a uma distancia de 3,63 A, levando a formac&o de tiolato. Subsequentemente,
0 anion tiolato (-S) realiza um ataque nucleofilico no 4&tomo C; do sistema «, f-insaturado
(C4=C,—~(C'=0")NH) da acrilamida, com uma distancia de 3,59 A. Este ataque nucleofilico gera
um centro estereogénico no Cg, cujo e responsavel por deslocar a densidade eletrénica para o
atomo O, levando a formacdo da espécie enolato (TS), com uma barreiraenergética de 80,46,
77,24 e 74,56 kcal mol™, previsto pelos métodos M06, B3LYP e wB97X-D, respectivamente.
Neste sentido, o funcional wB97X-D/6-31G(d) forneceu uma barreira de baixa energia e,
consequentemente, o TS mais estavel, corroborando com os resultados obtidos por Smith e
coautores (2013), onde foi mostrado que 0 wB97X-D prediz intermediarios estaveis em adicoes
do tipo tio-Michael. Adicionalmente, ambos os residuos Cys1013 e His1083 estdo envolvidos
no TS. Nesta etapa, o intermediario enolato € estabilizado por uma interacéo de hidrogénio (C—
O.--H-NY, com uma distancia de 2,01 A. Finalmente, o tioéter pode ser encontrado como um
tautomerismo entre as formas alcool (P1) e cetona (P1") (equilibrio ceto-endlico), apos a
abstracdo do H* pelo anion O Assim, o derivado ceto-tioéter (P1') é extremamente mais
estavel, com valores de 4G de -322,93; -337,13 e -337,62 kcal mol?, resultantes dos célculos
usando MO06, wB97X-D e B3LYP, respectivamente. Em contraste, o derivado alcool tioéter
(P1) é menos estavel, com valores de -113,64, -122,93 e -124,39 kcal mol?, usando MO6,
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B3LYP e, wB97X-D, respectivamente. Como consequéncia, o produto deste mecanismo
provavelmente sera mais encontrado como um derivado ceto-éter do que um derivado endlico.
Finalmente, esses calculos de DFT foram capazes de prever o diagrama de energia A4Gcovalente
para este hipotético mecanismo de inibicdo covalente (Figura 65, A). Além disso, um perfil de
ligacdo esquematico para a formacgdo de um complexo covalente entre o inibidor (127) e a nsP2
(4Gcovalente) foi comparado com o perfil ndo-covalente (4Gnao-covalente), DM como com os valores
de AG* (Figura 65, B). Basicamente, é possivel verificar uma alta diferenca entre os valores de
energia 4Gnzo-covalente € 4Geovalente, SUgErindo uma excelente estabilidade do produto tioéter, no
mecanismo covalente. No entanto, valores elevados de barreiras (4G*) foram observados,
variando entre 80,46 e 74,56 kcal mol. De acordo com estudos de QM/MM desenvolvidos por
Arafet e coautores (2015; 2017a; e 2017b), os valores de AG* podem variar entre 5,8 e 29,5
kcal molt. Além disso, esses altos valores de AG* sugerem que a reacdo serd um processo
extremamente endotérmico, caracterizando um processo ndo realistico. Em sentido, é possivel
sugerir que o sitio de ligacdo nsP2 ndo pode realizar um mecanismo covalente, de modo que os
derivados da acrilamida podem inibir a enzima apenas com base em modos de intera¢Ges ndo-

covalentes.

Figura 65 — Comparagdo entre as duas coordenadas de reacdo: ndo-covalente (A) e

covalente (B).
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FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software Microsoft® Office Excel
2007.

Por fim, todos os dados gerados a partir da criagdo e aplicacdo deste novo protocolo
virtual e aqui descritos foram agrupados e organizados na forma de artigo cientifico, cujo texto
final encontra-se submetido a Nature Scientific Reports até a data de defesa desta tese de

doutorado.

5.4.1.5 Aplicacdo do novo protocolo virtual a série de inibidores racionalmente planejados

Ap0s a criacdo do protocolo virtual direcionado a exploracéo de informagfes quimicas
quanto aos inibidoresda nsP2 do CHIKV encontrados na literatura, decidiu-se aplicar o mesmo
no estudo dos compostos finais sintetizados nesta tese.

O protocolo criado e estabelecido nesta tese revelou que os compostos sintetizados
podem ser considerados como promissores, uma vez que o CHEMPLP revelou que estes
apresentam valores de FitScore entre 46,75 e 61,31, 0s quais sdo superiores aos valores de
FitScore usados para construir o respectivo protocolo.

Em geral, os derivados do acido cinamico ndo substituidos (45-63) apresentam valores
de FitScore entre 51,43 (58) e 61,31 (55); os derivados do acido 4-terc-butilcinamico (64-82)
apresentam uma faixa de FitScore entre 46,75 (68) e 56,2 (71); os derivados do &cido 4-
clorocindmico (83-101) apresentam valores de FitScore entre 51,83 (85) e 56,64 (95); e 0s
derivados do fenilciclopropano (102-120) exibem valores de FitScore entre 48,65 (114) e 58,61
(112).
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Adicionalmente, os compostos trimetoxilados (121 e 122) apresentaram valores de
FitScore promissores, sendo 52,67 e 53,18, respectivamente.

Por fim, os analogos do fenil-4-tiazol (123-126) apresentam valores de FitScore
elevados, estando entre 54,99 (123) e 57,93 (126).

De modo geral, pode-se afirmar que os derivados do acido cindmico 4-clorocindmico
(83-101) representam a classe de compostos mais promissores, uma vez que esta apresenta a
menor variacdo entre os valores minimo e maximo de FitScore (4 = 4,81); sequida pela classe
dos acidos 4-terc-butilcindmicos (64-82), cujo apresenta 4 = 9,45.

Apos a determinacdo dos valores de FitScore, a inspecdo visual dos complexos entre 0s
compostos finais e o sitio ativo da nsP2 foi realizada. Desse modo, uma grafico de frequéncia
de visualizacéo dos residuos de aminoacidos envolvidos na interacdes de tais compostos como
este alvo foi gerado (Figura 66). Ao analisar-se o grafico abaixo é possivel constatar que 0s
residuos mais frequentemente observados sdo Cys1013 (98%), Ser1048 (100%), Trp1084
(100%) e Leu1205 (99%). Fato interessante quanto comparados com os dados obtidos através
de compostos previamente publicados e utilizados para gerar o protocolo virtual utilizado, onde
observa-se que o residuo Cys1013 esta presente em 53% das intera¢cGes com inibidores da nsP2;
enquanto que o Trp1084 é encontrado em 78% destas. Em contraste, o residuo His1083 (22%)
apresenta maior frequéncia de interagdo para 0s compostos racionalmente planejados.
Baseando-se nestas informacdes, acredita-se que 0s compostos planejados e sintetizados
provavelmente sdo compostos mais potentes do que aqueles encontrados na literatura e
descritos na fundamentacdo tedrica deste trabalho, uma vez que os residuos Cys1013, His1083
e Trp1084 sdo observados majoritariamente nas interacdes destes compostos. Tais residuos sdo
frequentemente associados a atividade anti-CHIKV através da inibicdo da enzima nsP2
(BASSETTO etal., 2013; GIANCOTTI etal., 2018; JADAV et al., 2015; TARDUGNO etal.,
2018).

Em adig&o, alguns residuos de aminodcidos ndo pertencentes aos pockets da nsP2 foram
observados nas interacbes dos compostos sintetizados, similarmente aos compostos
encontrados na literatura. Entretanto, os compostos racionalmente planejados apresentam uma
alta frequéncia em complexos, sendo estes Trp1014 (79%), Lys1016 (84%), Val1053 (10%) e
Aspl1085 (12%). Estes, ndo foram observados nas interacdes dos compostos utilizados para
criar o protocolo virtual empregado nestas analises. Por fim, tais residuos sdo de regides
adjacentes ao pocket 4, os quais devem ter sido detectados devido o software Gold ser capaz de
analisar um espaco circundante de até 10A, tendo-se o ligante como ponto central
(CAMBRIDGE CRYSTALLOGRAPHIC DATA CENTRE, 2015).
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Figura 66 — Frequéncia de visualizac¢&o de residuos do sitio ativo da nsP2 em complexacao

com o0s compostos racionalmente planejados.
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FONTE: Autor, 2019. Grafico elaborado utilizando-se o software Microsoft® Office Excel 2007.

Por fim, foi observado que todos os derivados racionalmente planejados e sintetizados
tém afinidade pelo pocket 4 da nsP2, como os compostos ativos anteriormente descritos na

fundamentacdo tedrica (Figura 67).

Figura 67 — Compostos racionalmente planejados em complexo com a enzima nsP2 do

Chikungunya virus.

FONTE: Autor, 2019. llustragdo elaborada utilizando-se o software PyMOL® v.0.99.
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5.4.1.6 Avaliacdo da atividade bioldgica dos analogos frente a enzima nsP2 do Chikungunya

virus

Como combinado entre os grupos de pesquisas, AK-Schirmeister e AK-Bodem, o0s
novos compostos sintetizados foram enviado a Wirtzburg em Agosto de 2018, para que 0s
testes mencionados na secdo de materiais e métodos pudessem ser realizados. Entretanto, até a
data de defesa desta tese de doutorado, nenhum dado referente aos ensaios biologicos
envolvendo os compostos finais sintetizados e a atividade anti-CHIKV (através da inibicdo in
vitro da enzima nsP2, bem como de células infectadas com o virus) foi liberado pelo o grupo
AK-Bodem. Contudo, quando os resultados forem liberados, estes serdo analisados e
devidamente discutidos quanto a potencial atividade dual dos compostos. Por fim, tais
resultados serdo agrupados aos dados experimentais envolvendo DENV e ZIKV apresentados
anteriormente e, entdo, serdo submetidos ao Journal of Medicinal Chemistry, da Editora

American Chemical Society.



197

CONCLUSOES




198

6 CONCLUSOES

Diversas estratégia inerentes ao campo da quimica medicinal tém sido utilizadas para o
planejamento racional de diversos inibidores de proteases virais. Considerando isto, a
hibridizacdo molecular foi aplicada como técnica para a obtengdo dos derivados racionalmente
planejados, conectando-se o0 nucleo benzo[b]tiazol com os &cidos cindmico e
fenilciclopropandico, por meio de uma amida atuando como linker. Assim, um total de 82
(oitenta e dois) compostos foram sintetizados com rendimentos excelentes. Em seguida, estes
foram avaliados biologicamente frente aos alvos biomacromoleculares previamente
selecionados. Em geral, verificou-se que 7 (sete) destes compostos hibridos se mostraram
promissores, sendo o melhor candidato o inibidor (75), com valores de ICsy de 7,6 e 11 uM para
as proteases do Zika e Dengue, respectivamente.

Apesar dos dados obtidos pelo grupo AK-Schirmeister coordenado pela Prof®. Dr?,
Tanja Schirmeister, onde foi verificado que derivados do nucleo benzo[b]tiazol contendo
hidroxilas apresentam atividade superior aos demais substituintes, nesta tese constatou-se que
os derivados contendo alcoxilas no farmacoforo 1 sdo mais promissores que 0s demais.
Ademais, o grupo terc-butila na posi¢do para do farmacéforo 2 pode ser considerado como o
mais significativamente importante para a atividade bioldgica, uma vez que este grupo esta
presente em 3 (trés) candidatos promissores (73, 75 e 92), fato confirmado na REA inter-séries.
Em geral, os derivados do &cido fenilciclopropandico exibem as atividades mais baixas frente
a NS2B-NS3. Acredita-se que o ciclopropano contribui negativamente para esta classe de
compostos, uma vez que tal estrutura esta mais relacionadaa atividade anti-CHIKV. Entretanto,
um derivado hidroxilado (119) desta série exibiu moderada atividade, com ICsp de 28,35 uM.

A substituicdo do farmacoforo 2 para-terc-butila por um derivado trimetoxilado €
responsavel por gerar compostos extremamente fluorescentes (121 e 122), os quais
inviabilizaram os ensaios bioldgicos, tornando-se impossivel determinar os valores de inibicdo
dos mesmos, considerando-se a metodologia adotada nesta tese. Quanto & substituicdo do
farmacéforo 1 por um nicleo fenil-4-tiazol, observou-se que esta apenas é vantajosa para 0
derivado contento a para-terc-butila como farmacoforo 2 (124), cujo exibiu ICsp de 14,9 uM.
Ainda assim, demonstrando atividade semelhante ao seu precursor (73), entretanto, com
seletividade para a NS2B-NS3 do ZIKV.

Com relacdo as simulagdes de docking molecular, quatro algoritmos genéticos (GA)
foram utilizados para predizer a correlacdo entre os valores de FitScores e 0s ICsy. A partir

destas, verificou-se que 3 (trés) GA's foram capazes de predizer uma excelente correlagéo (r?>
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0,5) entre os dados, com valores de r? 0,7 (ChemScore) e 0,84 (GoldScore). Em adicéo,
observou-se que os residuos de aminoacidos mais frequentemente envolvidos na interacédo
ligante-enzima sdo Leu76, Trp83, Leu85, Glyl48, Leuld49, Asnl52, Vall54 e Alal64. As
interacOes de Van der Waals representam o tipo de interacdo quimica que mais influencia
positivamente a atividade dos compostos no sitio de ligacdo. Por fim, as simula¢des de docking
molecular foram capazes de prever que 0s compostos mais promissores se ligam no sitio
alostérico de inibicdo. Tal fato, foi confirmado experimentalmente por determinacdo das curvas
de inibicdo destes.

Com relacdo a elaboracéo do protocolo virtual para planejamento de inibidores da nsP2
do CHIKV, foi observado que a minimizacdo de energia usando o nivel de teoria DFT
B3LYP/6-31G(d) contribui positivamente para o valor final de r?. As simulacdes de MD a 300
e 310 K foram capazes de fornecer estruturas 3D confiaveis para a enzima nsP2. Os residuos
Cys1013, His1083 e Trp1084 da estrutura nsP2 a 300 K estdo ligeiramente torcionados, em
comparacdo com a estrutura nsP2 do PDB. Verificou-se que a fungdo de pontuacdo do
CHEMPLP forneceu os melhores valores de r? nas anélises de docking molecular. Dentre as
metodologias testadas, 0 método A2 pode ser considerado como o protocolo virtual mais
satisfatério para explorar compostos ativos contra nsP2. O melhor protocolo virtual (r?> = 0,76)
segue rigorosamente as etapas: (1) minimizacdo energeética inicial usando B3LYP/6-31G(d);
(2) as simulagdes de MD da nsP2 devem ser realizadas a 300 K; (3) o docking molecular deve
ser realizado usando 0 CHEMPLP como funcdo de pontuacgéo; (4) todos os valores do FitScore
devem ser superioresa 35,71; e (5) os residuos Cys1013, Alal046, Ser1048, Tyr1078, Asn1079
e Trp1084 devem ser observados em interagdes entre o inibidor e nsP2. Com relacdo aos estudos
de DFT envolvendo os métodos B3LYP, M06 e wB97X-D, verificou-se que a formacdo de
tiolato (Cys(SY)) é plausivel e que o par idnico é estavel em condi¢es fisiologicas. No entanto,
esta espécie reativa ndo é capaz de realizar um ataque nucleofilico em um aceptor de tipo-
Michael, como as acrilamidas. Por fim, todas as informacOes obtidas através do
desenvolvimento deste protocolo inédito contribuirdo para a identificagdo e planejamento de
novos inibidores potenciais da enzima nsP2, assimcomo para 0s avangos da quimica medicinal.

De modo geral, as novas moléculas planejadas demonstraram afinidade superior aquelas
observadas para a construcao do protocolo virtual utilizado neste trabalho, sendo os andlogos
do &cido cindmico os mais promissores, enquanto agentes anti-CHIKV. Adicionalmente,
verificou-se que o residuo Cys1013 é exibido em 98% dos complexos formados entre 0s

respectivos compostos e a nsP2.
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7 PERSPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos apos aplicacéo do novo protocolo virtual parao estudo de
compostos anti-CHIKYV, sao esperados excelentes resultados de atividade biologica para os
derivados sintetizados, uma vez que estes foram planejados de modo racional.

Para os derivados que apresentarem perfil de fluorescéncia similar aos compostos (121)
e (122), a possibilidade de aplicacao de tais moléculas como potenciais sondas sera considerada
em estudos mais direcionados a determinacdo de tal propriedade.

Quanto as perspectivas para este trabalho como um todo, tanto para os resultados
bioldgicos envolvendo os virus ZIKV/DENV e CHIKV, a técnica de Titulacdo Isotérmica por
Calorimetria (do inglés, Isothermal Titration Calorimetry) serd empregada para a determinagao
da energia livre de Gibbs e, consequentemente, determinacao da eficiéncia de ligacdo. Por fim,
todos os dados experimentais contidos nesta tese de doutorado serdo organizados na forma de
artigo cientifico e submetido ao Journal of Medicinal Chemistry, da editora American Chemical
Society (ACS).
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APENDICE A —Mini-projetos: Mecanica quantica (QM) aplicada ao estudo de estruturas

heterociclicas com potenciais atividades bioldgicas

Baseando-se em meétodos computacionais, um estudo computacional de compostos
promissores foi realizado. Neste, caracteristicas quimicas foram exploradas e comparadas com
dados experimentais. Os resultados foram escritos e publicados no Journal of Chemical and

Pharmaceutical Research, ambos em 2016 (Figuras 1A e 2A, respectivamente).

Figura 1A - Mecanica quantica aplicada ao estudo de indois e analogos.
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Figura 2A - Mecanica quéantica versus cristalografia de raio-X.
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APENDICE B - Mini-projeto: Aplicacdo da Relacdo Estrutura-Atividade Quantitativa
(QSAR) ao estudo de piridazinonas com atividade anti-PDE4.

As técnicas de 3D-QSAR e modelagem farmacoférica foram aplicadasao um conjunto
de compostos previamente sintetizado (DE ARAUJO-JUNIOR et al., 2015). Os resultados
obtidos foram publicados no International Journal of Pharma and Drug Development, em 2017
(Figura 1B).

Figura 1B - 3D-QSAR e modelagem farmacoférica aplicada a inibidores da PDE4.
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APENDICE C - Mini-projeto: Aplicacdo de docking molecular no estudo de inibidores da
p-Secretase na doenca de Alzheimer

Diversos inibidores da enzima f-secretase foram previamente selecionados e extraidos
de trabalhos previamente publicados. A partir destes, um protocolo virtual foi criado e
desenvolvido para a identificagdo de compostos ativos e ndo ativo. O objetivo principal deste
era fornecer um método de screening virtual rapido e eficaz. Tal protocolo foi publicado no
Current Computer-Aided Drug Design, em 2017 (Figura 1C).

Figura 1C - Docking molecular aplicado ao estudo de inibidores da f-secretase.
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APENDICE D - Revisdo: Aplicacdo de QM no estudo de metabolismo de farmacos

O Editor-Chefe, Dr. Michael Sinz, do Current Drug Metablism, da editora
BenthamScience®, ficou sabendo das atividades cientificas envolvendo o correspondente autor
desta tese e diversos métodos computacionais aplicados ao estudo de compostos ativos, entdo
convidou-o para contribuir em um volume especial da revista. Dessa forma, o texto intitulado:
Quantum Mechanical (QM) Calculations Applied to ADMET Drug Predicition: A Review, foi
publicado no volume 18 de 2017 (Figura 1D).

Figura 1D - Calculos de QM aplicados ao metabolismo de farmacos e/ou compostos ativos.
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APENDICE E - Projeto: Sintese, atividade biolégica e modelagem molecular de novos
inibidores da enzimas cruzaina e rodesaina dos Trypanosoma cruzi e T. rhodesiense,

respectivamente.

O correspondente autor desta tese iniciou seu respectivo periodo de doutoramento em
um projeto direcionado a obten¢do de compostos ativos frente & enzima cruzaina do T. cruzi.
Assim, um protocolo virtual foi criado e desenvolvido para auxiliar na sele¢do de compostos
promissores, o qual foi publicado (Figura 1E) no Current Computer-Aided Drug Design, no
ano de 2017. Baseando-se nas atividades cientificas do autor desta tese, o Prof. Goutam
Brahmachari (india), no papel de Editor da Elsevier®, convidou-o para contribuir em livro
especial da editora. Tal convite rendeu o capitulo intitulado: Anti-Trypanosomatid Heterocyclic
Compounds of Natural Origin and Inspired by Nature (Oficialmente langado em 1° de Abril,
2019). Por fim, esse projeto continuou a ser desenvolvido no AK-Schirmeister (Mainz,
Alemanha), onde um derivado tioureico complexado ao Paladio(ll) (Figura 2E) apresentou
significante atividade em ensaios biol6gicos frente & rodesaina do T. rhodesiense, a
concentragdo de 10 uM (resultados ndo publicados).

Figura 1E - Triagem virtual de compostos ativos frente a cruzaina do Trypanosoma cruzi.
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Figura 2E - Composto hit frente a rodesaina do Trypanosoma rhodesiense.
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