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RESUMO

O termo doencas negligenciadas refere-se a um conjunto de patologias que
acometem cerca de 1 bilhdo de individuos em todo o mundo, 0s quais vivem em
exclusdo social e pobreza, acarretando em um grande problema de saude publica
mundial. Neste sentido, a farmacoterapia frente as tripanossomiases leishmanioses e
doenca de Chagas permanecem ineficazes, especialmente frente as formas crénicas
destas. Sendo assim, em trabalho reportado recentemente por nosso grupo de
pesquisa, obteve-se o derivado LQMS83, um hibrido molecular tiofeno-tiazolidinico, em
gue este apresentou potencial inibicdo frente a cruzaina, com Clsp = 2,4 uM. Com base
nisto, prevendo contribuir diretamente com a melhoria do arsenal terapéutico
antichagasico e leishmanicida, obteve 47 novos derivados, com rendimentos entre 58-
95% grau de pureza relativo superior a 99%. Avaliacéo frente as formas amastigotas
de Leishmania amazonensis evidenciou 0os compostos promissores 5f e 7c¢, sendo
mais potentes que o farmaco-padrdo Antimoniato de meglumina e menos citoxicos
gue Anfotericina B. Em adicdo, 5f foi mais seletivo que ambas, onde 7c apresentou
maior seletividade que esta ultima droga. Simulagdes de docking molecular frente o
alvo proposto cruzaina sugerem que os derivados 1f e 7e apresentem potenciais
interagdes em detrimento a LQM83, como intera¢gdes do tipo carbono-hidrogénio e Tr-
alguil com Ala'®® e ligagdo convencional de hidrogénio com residuo de Asp“°,
respectivamente. Tais residuos podem ser a chave para obtencéo de atividades mais
potentes, onde ensaios bioldgicos frente as formas tripomastigotas e amastigotas
estdo em andamento. Por fim, os estudos envolvendo o design e obtencdo dos
compostos promissores contribuem para o desenvolvimento de novos derivados
eficazes, de baixo custo e toxicidade frente a leishmaniose e doenca de Chagas,
visando sobretudo a populacdo mais desassistida.

Palavras-chaves: 2-aminotiofen-tiazolidinicos; Trypanosoma cruzi; Docking;
Leishmania amazonensis; CPB; Cruzaina.



ABSTRACT

The term neglected diseases refers to a set of pathologies that affect about 1 billion
individuals worldwide, who live in social exclusion and poverty, resulting in a major
global public health problem. In this sense, pharmacotherapy against trypanosomiasis,
leishmaniasis and Chagas disease remains ineffective, especially when faced with
their chronic forms. Thus, in a study recently reported by our research group, the
LQM83 derivative was obtained, a thiophene-thiazolidine molecular hybrid, in which it
showed potential inhibition against cruzin, with ICso = 2.4 uM. Based on this, intending
to contribute directly to the improvement of the anti-chagasic and leishmanicidal
therapeutic arsenal, it obtained 47 new derivatives, with yields between 58-95% and a
purity in range of 99%. Evaluation against the amastigote forms of Leishmania
amazonensis showed the promising compounds 5f and 7¢, being more potent than the
standard drug Meglumine Antimoniate and less cytotoxic than Amphotericin B. In
addition, 5f was more selective than both, where 7c showed greater selectivity than
this last drug. Molecular docking simulations against the proposed target cruzain
suggest that derivatives 1f and 7e have potential interactions to the detriment of
LQM83, such as carbon-hydrogen and Tr-alkyl interactions with Ala'® and
conventional hydrogen bonding with Asp!*° residue, respectively. Such residues may
be the key to obtain more potent activities, where biological assays against
trypomastigote and amastigote forms are in progress. Finally, studies involving the
design and obtaining of promising compounds contribute to the development of new
effective derivatives, with low cost and toxicity against leishmaniasis and Chagas
disease, mainly targeting the most underserved population.

Keywords: 2-aminothiophen-thiazolidinine; Trypanosoma cruzi; Docking; Leishmania
amazonensis; CPB; Cruzain.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), doencas
negligenciadas tropicais (DNT) referem-se a um conjunto de 20 patologias de origem
bacteriana, parasitaria ou viral, que envolvem vetores, hospedeiros e ciclo de vida
complexos (BELLLERA et al., 2019; BERGLUND, 2019; BRAHMACHARI, 2019;
HOTEZ, 2020; HOTEZ; LO, 2020).

Dados do ano de 2018 demonstram que DNT acometeram cerca de 1,5 bilhdo
de individuos em 149 paises que vivem em exclusdo social e pobreza, perfazendo
11% das enfermidades totais mundial, 0 que corresponde a um grande problema de
saude publica mundial (BAILEY et al.,, 2019; FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019;
SILVA-JUNIOR, DA; SCHIRMEISTER; ARAUJO-JUNIOR, DE, 2019).

A Familia Trypanosomatidae pertence a ordem Kinetoplastida, que
compreende invertebrados parasitas obrigatorios, acometendo plantas e todas as
classes de vertebrados, principalmente o homem e os insetos (ARONSON; MAGILL,
2020; LOPEZ-VELEZ; NORMAN; BERN, 2020; ROBERTS, 2018).

Dentre estas, destaca-se a doenca de Chagas (DC), patologia causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi, perfazendo ampla incidéncia no Brasil e no mundo,
sendo endémica em 21 regibes da América latina (CORTES-SERRA et al., 2020;
DAUDA et al., 2020; MORETTI; MORTARA; SCHENKMAN, 2019a).

De acordo com a OMS, estima-se que 7 milhdes de pessoas se encontram
infectadas, além de cerca de 10600 mil 6bitos anualmente devido a esta severa
doenca (MILLS, 2020; SANTOS, E.; MENEZES FALCAO, 2020). No Brasil, a
estimativa € de que cerca de 4,6 milhdes de pessoas estejam infectadas, destacando
as regides norte e nordeste, uma vez que s&o as localidades de maior incidéncia de
infeccdes (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL; SAUDE, 2020).

Por outro lado, a leishmaniose corresponde a um complexo maior que 20
protozoarios do género Leishmania que afeta 1 bilhdo de pessoas em 92 paises e 83
territorios, chegando a 1 milhdo de novos casos por ano (ARONSON; JOYA, 2019;
ARONSON; MAGILL, 2020). Quanto as manifestacdes clinicas, a Leishmaniose
Tegumentar (LT) causa lesbes e ndédulos na pele e mucosa dos hospedeiros,
correspondendo a forma mais comum desta doenca, representando 97% dos casos

globais (90.000 por ano). Em contraste, a Leishmaniose Visceral (LV), também
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conhecida como Kala-Azar, afeta as visceras dos hospedeiros infectados (BURZA;
CROFT; BOELAERT, 2018; THAKUR; JOSHI; KAUR, S., 2020; WHO, 2020).

A farmacotarapia atual destas doencas ainda permanece restrita, com 0s
farmacos Nifurtimox e Benznidazol para doenca de Chagas (NASCIMENTO, I. et al.,
2019) e antimoniais pentavalentes, antimoniato de meglumina e estibogluconato de
sédio como tratamento de primeira escolha para leishmaniose (MARTIN-ESCOLANO,
R. etal., 2019; MELO-FILHO et al., 2019). No entanto, ambos tratamentos apresentam
diversos efeitos adversos, sendo ineficazes especialmente na fase cronica
(BHATTACHARYA et al., 2020).

Assim, cisteina proteases correspondem a potenciais alvos drogaveis em
comum a ambos parasitos, compreendendo uma classe de enzimas proteoliticas
expressas em diferentes organismos que participam da regulacdo de diversos
processos fisiologicos e patologicos (FERREIRA, L. G.; ANDRICOPULO, Adriano D.,
2017a; JUDICE et al., 2021; SIQUEIRA-NETO, Jair L. et al., 2018).

No que diz respeito a inibicdo proliferativa de amastigotas chagasicas, estudos
recentes tém demonstrado que tal fato ocorre principalmente por meio da inibicdo da
enzima cruzaina - uma cisteina protease de cunho essencial ao metabolismo do
parasito, bem como interagcdo com o hospedeiro (NASCIMENTO, I. et al., 2020).
Neste sentido, cisteina protease B (CPB) constitui importante fator de viruléncia
relacionada a todas as formas evolutivas de leishmaniose (JUDICE et al., 2021).

A partir da selecéo destes alvos, por meio de estudos computacionais, podem
ser propostas andlises de interacdes molécula-enzima, mecanismo de acdo, bem
como energia de ligacdo, indicando a possivel forma mais estavel do complexo
enzima-ligante (CHAN et al., 2019; KHANNA; RANGANATHAN; PETROVSKY, 2019;
PANTELEEV; GAO, H.; JIA, L., 2018).

Neste contexto, em trabalho reportado recentemente por nosso grupo de
pesquisa, obteve-se o derivado LQMS83, um hibrido molecular tiofeno-tiazolidinico, em
gue este apresentou potencial inibicdo frente a cruzaina, com Clso = 2,4 uM
constituindo um hit no que diz respeito ao desenvolvimento de compostos tripanocida
(SILVA-JUNIOR, E F et al., 2016).

Tendo-se em vista os resultados apresentados pelo derivado LQM83, bem
como a elevada incidéncia destas doencas no Brasil, este trabalho tem o proposito de
realizar melhorias moleculares frente tal composto, com a finalidade de se obter novos

compostos ativos, mais eficazes e de baixo custo para a populacdo mais carente.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos historicos e impactos econémicos

Descrita pela primeira vez no dia 14 de Abril de 1909 pelo médico brasileiro
Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (Carlos Chagas), a qual deu seu sobrenome, a
doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, refere-se a
uma antropozoonose que possui como vetor o parasito Trypanosoma cruzi (
subgénero Schizotrypanum) e como vetor 0 0s insetos triatomineos — popularmente
chamados de barbeiro (ARAUJO-JORGE; TELLERIA; DALENZ, 2017; CORTES-
SERRA et al., 2020; ROSE; CARVALHO, J. L.; HECHT, 2020).

No entanto, a doenca ocorre ha milhdes de anos como uma enzootia entre
animais silvestres que, devido ao avanco do homem nos ecétopos silvestres, passou
a ser transmitida de forma acidental a este (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL,
2019; MORETTI; MORTARA; SCHENKMAN, 2019b). Em adi¢cdo, resquicios
moleculares do T. cruzi foram encontrados em mumias da regido do Atacama — Chile,
constituindo indicios de que esta infeccdo humana ocorre ao menos ha cinco mil anos
A.C. (CHAO; LEONE; VIGLIANO, 2020; DIAS, J., 2011).

Relacionado aos impactos econdmicos globais desta severa doenca, dados
estimam que o0s custos giram em torno de US$ 7 bilhdes anuais, valores estes
superiores a soma do que € gasto com cancer de colo do utero (US$ 4,7 bilhdes) e
rotavirus (US$ 2 bilhdes) (LEE, B. Y. et al., 2013; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018)
Surpreendentemente, as pesquisas ressaltam que cerca de 10% desses valores
advém de EUA e Canada — areas nédo consideradas de risco para esta parasitose.

Ainda segundo Pérez-Molina; Molina (2018), estes custos globais vao além de
medicamentos, pois requer tratamentos dispendiosos como transplante de coracao,
uso de marca-passo e desfibrilador. Com isto, soma-se a despesa do estado com
aposentadorias, 806170 anos de vida ajustados por incapacidade (DALYS), além de
um impacto anual de perda de US$ 1-2 bilhdes em produtividade.

Adicionalmente, em estudo descrito por Martins-Melo et al. (2018), foi
observado que, no Brasil, dentre as DTN incidentes no pais, a DC constitui a principal
razao anos de vida ajustados por incapacidade (DALYsS), especialmente entre

homens e idosos, o0 que demonstra seu silencioso potencial debilitante e de letalidade.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/disability-adjusted-life-years
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/disability-adjusted-life-years
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2.1 Ciclo bioldgico evolutivo

Em condic¢des naturais, o parasito T. cruzi consegue infectar aproximadamente
100 espécies de mamiferos, dentre os quais, seres humanos, animais domeésticos e
silvestres e, ainda, alguns invertebrados, como os vetores triatomineos (MORETTI;
MORTARA; SCHENKMAN, 2019b).

Dentre estes, cerca de 15 géneros de Triatomineos (Reduviidae) constituem
potenciais transmissores, onde destacam-se as espécies (Figura 1): Triatoma
infestans (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Peru, Paraguai e Uruguai); Triatoma
dimidiata e Rhodnius prolixus (América central e norte da América do Sul); além de
Panstrongylus megistus, T. brasiliensis, T. pseudomaculata e T. sordida decorrentes
do Brasil, onde foram identificadas 63 das 141 espécies conhecidas (LOPEZ-VELEZ;
NORMAN; BERN, 2020; MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL; SAUDE, 2020;
WOOD; OHIO; STATES, 2019).

Figura 1 — Mapa de distribuicdo das espécies de triatomineos nas regides

Triatoma Rhodnius
dimidiata prolixus

endémicas da América latina.

Triatoma
infestans

FONTE: AUTOR, 2020. Principais espécies de triatomineos presentes na América
Latina.

Em adicao, estes insetos habitualmente se encontram em ambientes silvestre,

peridomiciliar e domiciliar. Geralmente se deparam em locais recuados e frestas nas
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paredes e telhados de moradias de barro ou ainda de alvenaria, bem como mdéveis,
malas, colchdes dentre outros, de modo que a invasdo humana em ambientes
silvestres propiciaram tais migracdes (LANA, DE; MENEZES MACHADO, DE, 2017,
MILLS, 2020).

A partir destes insetos, 0s parasitos do género Trypanosoma desenvolvem-se
no intestino baixo e no reto, se valendo deste vetor para infectar outros hospedeiros
(como o homem), subdividindo-se em 3 formas evolutivas: amastigota, epimastigota
e tripomastigota (Figura 2). Adicionalmente, a morfologia do parasito indica a presenga
de um nucleo e o cinetoplasto sempre em posi¢cdo emergente ao flagelo, de modo a
proporcionar a diferenciacédo destas (LANA, DE; MENEZES MACHADO, DE, 2017).

Figura 2 — Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi.

A

> g
e Shaxi
X C

FONTE: AUTOR, 2020. Formas evolutivas identificadas por microscopia optica,
coradas com Giemsa. Em A e B, amastigotas; Em B, epimastigotas; Em C,

Tripomastigotas metaciclicas (metaciclogénese in vitro).

Conforme a figura supracitada, as formas evolutivas do T. cruzi sédo
diferenciadas por meio de microscopia Optica, onde a forma amastigota é

caracterizada pela forma arredondada e flagelo curto, sendo a forma infectante para
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os mamiferos (Figura 4 A), além de se multiplicar por fissdo binaria (GUARNER, 2019;
LANA, DE; MENEZES MACHADO, DE, 2017).

Diferentemente desta, a forma epimastigota nao é infecciosa aos mamiferos,
de modo a ser encontrada na urina e trato gastrintestinal do inseto vetor, possuindo
flagelo livre, cinetoplasto em forma de bastdo e se multiplicando por fissdo binaria
longitudinal (GUARNER, 2019; LANA, DE; MENEZES MACHADO, DE, 2017).

A partir da forma supracitada se origina a tripomastigota, onde se encontra no
sangue periférico dos mamiferos e infectando os triatomineos no momento do repasto
sanguineo, estando presente também nas fezes e urina deste (tripomastigotas
metaciclicas — figuras 2 e 3). Além disto, ndo se multiplicam e podem se originar a
partir de amastigotas em culturas (GUARNER, 2019; LANA, DE; MENEZES
MACHADO, DE, 2017).

Figura 3 — Formas evolutivas infecciosas do T. cruzi em células e tecidos de

hospedeiros.

FONTE: AUTOR, 2020. Em A, tecido cardiaco de camundongo infectado por

amastigotas; Em B e C, célula hospedeira repleta de tripomastigotas infecciosas.

2.2 Mecanismos de transmissao

Os triatomineos sdo insetos hematéfagos, onde se alimentam de sangue

proveniente de animais endotérmicos como aves e mamiferos, de modo que possuem
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uma estrutura especifica para a ocorréncia deste fato, chamada de probdscide. Desta
maneira, tais invertebrados sdo atraidos pelo calor, CO2, umidade e odores por meio
destes animais, picando-os para promover seu repasto sanguineo (LOPEZ-VELEZ;
NORMAN; BERN, 2020; ROSE; CARVALHO, J. L.; HECHT, 2020).

Logo apoés a insercdo da probodscide, o inseto suga um volume sanguineo de
até 10 vezes sua massa corporea, em menos de 30 minutos. Neste momento,
substancias anestésicas e vasodilatadoras sdo injetadas por meio da saliva, o que
promove tal fato sem que o hospedeiro nao sinta dor e, assim, possa impedir a agao
(FIELD et al., 2017; FRANCO, J.; SCARONE; COMINI, 2018; MILLS, 2020).

Desta forma, o triatomineo defeca logo apds a picada, despejando, nesta, o
parasito em sua forma tripomastigota, que adentra ao hospedeiro por meio de
solucdes de continuidade promovidas pela insercao da probéscide, fazendo com que
haja a infeccéo por meio do parasito em questéo (Figura 4) (DOCAMPO; MORENO,
2017; GUHL, 2017).

Figura 4 — Ciclo biolégico infeccioso do parasito T. cruzi.
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FONTE: PINHEIRO, 2012.

Contudo, além da transmissdo vetorial supracitada, ha outras formas de
infeccdo por meio do parasito, conforme elencados na tabela 1, onde é citada a
transmissdo devido a transfusGes de sangue, acidentes de puncéo, recepcao de
orgaos, bem como alimentos contaminados como agai, caldo de cana, dentre outros
(FUJITA; NASCIMENTO, M. S.; ANDRADE JUNIOR, DE, 2019; GUARNER, 2019;
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MONCAYO; SILVEIRA, A. C., 2017). Em adigéo, a transmissao sexual tem sido,
reportada recentemente, contribuindo para a disseminacao desta grave enfermidade
(GOMES et al., 2019).

Tabela 1 — Periodo de incubacdo em funcé&o do tipo de transmisséo por meio do

T. cruzi.
Transmisséo vetorial 7 a 15 dias
Transmisséo transfusional 30 a 40 dias em diante
Transmisséo acidental Até 20 dias, aproximadamente
Transmisséo oral 3 a 22 dias

FONTE: MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL; SAUDE, 2020 (adaptado).

2.3 Manifestacdes clinicas das fases aguda e cronica

Alguns fatores recorrentes sdo observados durante a fase aguda da doenca,
de modo que a carga parasitaria é consideravelmente elevada durando, em média,
cerca de dois meses, sendo frequentemente assintomatica neste periodo. Em adi¢éo,
a taxa de mortalidade atualmente encontra-se abaixo de 5%, podendo haver cura
(ECHEVERRIA; MORILLO, 2019a; MILES, 2017; WOOD, 2019).

Contudo, apesar de raros, alguns sinais sistémicos podem ser apresentados:
febre moderada, cefaleia, mal estar, mialgia, diarreia, anorexia, linfadenopatia, edema
local ou generalizado, erup¢do cutdnea, miocardite, taquicardia, arritmias, além de
blogueio atrioventricular. Embora em menor propor¢cdo, meningoencefalite também
pode ser observada (ECHEVERRIA; MORILLO, 2019a; MILES, 2017; RASSI et al.,
2017; WOOD, 2019).

Quando a transmisséo é decorrida de um vetor, algumas observacdes classicos
podem ser ressaltadas (Figura 5), como o sinal de romafia (50%), que é representado
por um edema indolor, unilateral e periorbital nas palpebras, além de uma reacéo
inflamatéria na pele, chamada de chagoma (25%) (RASSI et al., 2017).

Além disso, alteracdes laboratoriais podem ser analisadas por meio de
hemograma, observa-se leucocitose de leve a moderada, com eosinofilia, linfocitose
(linfécitos atipicos) e neutropenia. No exame bioquimico, proteina C-reativa sérica

pode estar elevada, além de hipercelularidade (linfocitose), leve aumento de proteinas
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e decréscimo de glicose no liquido cefalorraquidiano, nos casos em que
meningoencefalite € observada (ROBERTS, 2018; THOMPSON; CAMACHO-
GONZALEZ, 2018).

J4 na fase cronica da doenca, manifestacfes cardiacas graves sdo mais
comuns, como altera¢cdes no ritmo cardiaco, distirbios tromboemboliticos, morte
subita cardiaca e insuficiéncia cardiaca sistoélica crénica (Figura 5), de modo que tais
fatores sdo decorrentes da presenca massiva de amastigotas no (BENZIGER;
CARMO, DO; RIBEIRO, A. L. P., 2017; GUARNER, 2019).

Neste sentido, hepatoesplenomegalia também pode ser observada nesta fase,
de modo que tal fator & resultante da desenervacdo dos plexos autondémicos
digestivos, ocasionando disturbios intestinais, dilatacdo e formacdo de megaviscera
(SANTOS, E.; MENEZES FALCAO, 2020; TZIZIK; BORCHARDT, 2018).

Figura5-Formas clinicas da doenca de Chagas em fun¢éo da carga parasitéria.

Fase aguda Forma Fase cronica

= Elevada carga indeterminada » Distiirbios
parasitaria; = Auséncia de sinais e cardiacos e

= Controle sintomas; tromboemboliticos;
imunoldgico da « Sorologia positiva; = Hepatomegalia;
replicacao « Radiografia de » Esplenomegalia

(megaviscera).

parasitaria. abdome e ECG
normais.

FONTE: AUTOR, 2020.

2.4 Diagnoéstico diferencial

O diagnéstico da doenca de Chagas é realizado em funcdo da fase em que se
encontra o paciente, de modo que possiveis sinais e sintomas, somados a exames
laboratoriais e de imagem, poderdo direcionar o método mais apropriado a ser
realizado: parasitoldgico, molecular ou sorolégico (ECHEVERRIA; MORILLO, 2019b;
MILES, 2017).
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De acordo com os métodos de diagndsticos listados na tabela 2, o exame
parasitologico, realizado por microscopia 6ptica com aumento de 400 vezes, é
consideravelmente eficaz durante a fase aguda da infeccdo, de modo a forma
tripomastigota podera ser vista em lamina a fresco, se movimentando rapidamente

por entre as hemacias, ou por gota espessa, fixado e corado por giemsa (BALOUZ,

AGUERO; BUSCAGLIA, 2017; LUQUETTI; SCHMUNIS, 2017).

Tabela 2 — Diagnostico diferencial apropriado em funcao da fase infecciosa.

Fase Infeccao Fase Transplante Reativacéao
aguda congénita crodnica de 6rgéos/ (imuno
acidentes comprometidos)

Microscopia | Adequado Adequado Inadequado Adequado Adequado
PCR Mais Mais Inadequado Mais Quantitativo é
(molecular) adequado adequado adequado mais adequado
Sorologia Positivo Adequado Mais Adequado Inadequado
anti-lgG somente até 6-9 adequado

apoés semanas

semanas

FONTE: AUTOR, 2020.

Neste sentido, caso haja consideravel indicacdo clinica de infeccdo e as
analises supracitadas sejam negativas ou para transmissao congénita, podera ser
realizado o teste de concentracdo (micro-hematocrito ou strout), onde uma amostra
de sangue é centrifugada em microcapilar e entdo, o sedimento é analisado,
apresentando eficacia de 80-90% (LOPEZ-VELEZ; NORMAN; BERN, 2020;
SANCHEZ-VEGA et al., 2020).

Em caso de reativacdo da infeccdo em pacientes imunocomprometidos
(coinfeccéo por HIV, por exemplo), tais métodos poderao ser analisados. Além disso,
na fase crénica, contudo, a analise microscopica frequentemente nao é indicada, uma
vez que h& decréscimo consideravel da carga parasitaria e, neste contexto, a forma
tripomastigota circulante dificilmente sera vista (ECHEVERRIA; MORILLO, 2019a;
ROBERTS, 2018).
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Os testes moleculares realizados através de PCR (reacdo da cadeia da
polimerase) em tempo real sdo valiosos para a deteccdo do DNA parasitario na fase
aguda, transmisséo congénita, reativacao e transplante de 6rgaos/acidentes; contudo,
na fase crénica, este ndo € indicado devido a baixa carga parasitaria. No entanto, sua
complexidade e custo ainda impede deste ser realizado rotineiramente (LUQUETTI;
SCHMUNIS, 2017; SCHIJMAN, 2018).

Adicionalmente, a analise soroldgica apresenta-se mais eficaz na forma crbnica
da doenca, onde € realizada a pesquisa de IgG por meio de testes rapidos comerciais,
geralmente com especificidade e eficacia acima de 95%; contudo, rea¢cdo cruzada
podera acontecer devido infeccdo por leishmaniose (MILES, 2017; MILLS, 2020).

Além disso, no caso de investigacdo de transmissao congénita, devido 1gG
poder ser transferido através da placenta, o teste podera ser positivo por até 9 meses
(CHAO; LEONE; VIGLIANO, 2020; LUQUETTI; SCHMUNIS, 2017; SANTOS, E.:
MENEZES FALCAO, 2020).

2.5 Prevencéo

Devido a doenca de Chagas estar atrelada principalmente a regidées em que ha
precariedade em moradias, saneamento basico e educacao, preveni-la constitui uma
tarefa ardua e diretamente relacionada a aspectos de politicas publicas, sobretudo
envolvendo medidas de melhorias em tais moradias e conscientizacao populacional
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019; MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL; SAUDE,
2020).

Sendo assim, 0 uso de inseticidas, redes de protecao, roupas de manga longa,
repelentes e limpeza frequente constituem ferramentas que podem ajudar na
prevencdo do aparecimento de triatomineos nestas moradias precarias, somadas ao
cozimento de alimentos acima de 45°C. Ainda, ao observar o inseto na moradia, é de
grande importancia ndo danifica-lo e apreendé-lo em recipiente fechado para evitar
fuga (LANA, DE; MENEZES MACHADO, DE, 2017; MILES, 2017).

Neste contexto, a triagem em bancos de sangue, bem como a vigilancia
sorolégica no pré-natal para minimizar a transmissao congénita compdem medidas
decorrentes em ambiente hospitalar (DIAS, J. C. P.; SCHOFIELD, 2017; PADILLA,
BRANDAN; BASOMBRIO, 2017).
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Contudo, ainda n&o se tem uma vacina efetiva frente a infeccdo por
tripanossomiases, de modo que, para a doenca de Chagas, a possivel patogénese
autoimune, somada a dificil perspectiva para realizacdo de ensaios clinicos,
constituem desafios para o desenvolvimento do que seria uma valiosa arma contra o
T.cruzi (BERGLUND, 2019; BIVONA et al., 2020; MILES, 2017).

2.6 Farmacoterapia atual antichagasica

Logo apos a descoberta da doenca de chagas, em 1909, diversos agentes
foram testados no intuito de descobrir um composto ativo frente a emergente
enfermidade, como fucsina arsénio, cloreto de mercurio e tartarato emeético, onde
nenhum destes demonstrou resultados promissores (RIBEIRO, V. et al.,, 2020;
ROQUERO et al., 2019). Além destes, a violeta de genciana também foi testada, onde,
contudo, atualmente é de uso exclusivo na quimioterapia profilatica em bancos de
sangue (CRISTOVAO-SILVA et al., 2019; KRATZ, 2019; RIBEIRO, V. et al., 2020;
ROQUERO et al., 2019) (Figura 6).

Figura 6 — Primeiros compostos utilizados na farmacoterapia antichagasica.

Arsénio Tartarato emético

Sal do 4cido arsanilico, chamado de atoxyl. Medicamento homeopético. Sem sucesso no
Sem sucesso no tratamento de DC. tratamento de DC.

( xm
2
3
...

Fucsina Cloreto de mercurio Violeta de genciana

Corante magenta. Sem sucesso no tratamento Utilizado como reagene laboratorial, sendo Exclusivo na quimioterapia profilatica em
de DC. toxico se ingerido. Sem sucesso no tratamento bancos de sangue.
de DC

FONTE: AUTOR, 2020.

Atualmente, a farmacoterapia antichagasica esta restrita a basicamente dois
farmacos (Figura 7): nifurtimox - Nfx (1), descoberto em 1960, com 8-10 mg/kg em 3
doses por 1-4 meses (Lampit®, Bayer); além do benznidazol - Bzn (4), em 2 doses de
5-10 mg/kg por 1-2 meses, introduzido no mercado em 1972 (Rochagan®, Roche).

Tais farmacos, no entanto, apresentam diversos efeitos deletérios, somados a
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resisténcia parasitaria (FERREIRA, L. G.; ANDRICOPULO, 2017; GODOY et al.,
2019).

Figura7-Linhado tempo dadescoberta de drogas frente a doenca de Chagas.

~5000 AC 1960/1972 2019
Surgimento DC Nfx e Bnz Fexinidazol
Resquicios moleculares Introdugio dos Estudo de fase IT
do T. ecruzi foram farmacos nifurtimox concluido em 2019 pelo
encontrados em (1960, Lampit®) e DNDi (serdo divulgados
muimias da regido do benznidazol (1072, em 2020). Novo farmaco
Atacama — Chile Rochagan®. para DC apés 50 anos ?

i @& '@ ©

Descoberta DC

Triagem de vérios
compostos  apés  a
descoberta por Carlos

Chagas.

1909

Triagem clinica

Ravuconazol (inibidor
CYP51); GNF-6702
(inibidor proteassoma);
DNDi-6148 (oxaborol).

2018/2019

FONTE; SANTOS-JUNIOR et al., 2021.

Contudo, estas drogas nitroaromaticas apenas sao relativamente efetivas na
fase aguda da doenca, sendo esta dificil de ser diagndésticada por ser geralmente
assintomatica, além do mecanismo de acdo destas nao ter sido ainda totalmente
elucidado (FRANCO, J.; SCARONE; COMINI, 2018; GODOQY et al., 2019).

Em adicéo, estas constituem pro-farmacos, de modo que, para o Nfx (1), sua
ativacdo esta relacionada a formacdo de um intermediario nitroso, seguido de
hidroxamina (2), onde uma fragmentacao aromatica da origem a um grupo nitrila de
cadeia aberta (3) (Figura 8). Assim, este grupo atua como aceptor de Michael, o que
pode formar adutos com o KDNA e grupo tiol parasitarios (FERREIRA, L. G,
ANDRICOPULO, Adriano D, 2017; FRANCO, J.; SCARONE; COMINI, 2018; GODOY
et al., 2019; PRAMANIK et al., 2019; SCARIM et al., 2018).

Por sua vez, a ativacao do Bzn (4) ocorre devido a formacao de hidroxamina e
hidroxila, de modo que um rearranjo da origem ao intermediario diidroxidiidro (5),
onde, por sua vez, sua fragmentacao esta relacionada a formacéo do produto glioxal
(6) e guanidinoacetamida (7). Neste contexto, o Bzn (4) interfere na sintese de RNA,
KDNA e proteinas, ocasionando mutacdes e citotoxicidade (Figura 8) (FERREIRA, L.
G.; ANDRICOPULO, Adriano D, 2017; FRANCO, J.; SCARONE; COMINI, 2018;
GODOY et al., 2019; PRAMANIK et al., 2019; SCARIM et al., 2018).
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Figura8—Propostade mecanismo simplificado para Nfx, Bzn e seus respectivos

metabdlitos ativos ap0s ativacao por sistemas celulares do parasito T. cruzi.
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FONTE: AUTOR, 2020.

2.6.1 Recentes avancos na farmacoterapia antichagasica
2.6.1.1 Azéis tripanocidas: posaconazol, VNI, E1224/ravuconazol

Alguns antifungicos triazélicos, inibidores da biossintese de ergosterol, estdo
sendo propostos como potenciais tripanocidas, como o posaconazol (8), VNI (9), além
do ravuconazol (11) e seu pré-farmaco E1224 (10) (Figura 9). Isto se da pelo fato do
T. cruzi depender de forma exclusiva da sintese de ergosterol endégeno, necessario
para o crescimento do protozoario, sendo potentes inibidores da enzima C14a-esterol
desmetilase (CYP51) (FIELD et al., 2017; FIGUEIREDO DINIZ, DE et al., 2018;
VERMELHO; RODRIGUES, G. C.; SUPURAN, 2019).

Figura 9 — Potenciais Inibidores da C14a-esterol desmetilase (CYP51).

(9) VNI

(1 0) E1224 ¢ (11) Ravuconazol

FONTE: AUTOR, 2020.
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Estudos demonstraram que o posaconazol (8) possui atividade tanto em
modelo in vitro quando in vivo, chegando a curar 90% dos animais infectados, sendo
menos eficaz que o Bnz (4). Contudo, apesar do farmaco ter apresentado falhas nos
aspectos de seguranca clinica, constitui um modelo promissor para o desenvolvimento
de novas moléculas bioativas, além de ser utilizado em farmacoterapias combinadas
(FRANCISCO et al., 2015; MOLINA; SALVADOR; SANCHEZ-MONTALVA, 2015).

VNI (9) constitui o primeiro inibidor da CYP51 ndo antifangico, tendo
apresentado resultado de cura tanto da fase aguda como na cronica em camundongos
infectados com a cepa Tulahuen; contudo, falhou quando a cepas eram Y e Colombian
nas duas fases (NAZARE CORREIA SOEIRO, DE et al., 2013).

Ravuconazol (11) apresentou Clso= 0,1 nM, sendo um promissor candidato a
farmaco antichagasico, de modo que o pro-farmaco E1224 (10) melhora o pefrfil
farmacocinético. Apesar disto, o farmaco apresentou problemas de seguranca clinica,

sendo entdo estudado em terapia combinada com Bzn (4) (TORRICO et al., 2018).

2.6.1.2 Nitroimidazol fexinidazol

Fexinidazol (12), desenvolvido nas décadas de 1970 e 1980 como antibidtico
de amplo espectro, foi aprovado para doenca do sono em 2018, onde seu mecanismo
de acado esta relacionado ao metabolismo por nitroredutases parasitarias, formando
espécies reativas que inibem a sintese de DNA (Figura 10) (FRANCO, J.; SCARONE;
COMINI, 2018; RIBEIRO, V. et al, 2020; VERMELHO; RODRIGUES, G. C;
SUPURAN, 2019).

Figura 10 — Nitroimidazol fexinidazol, promissor candidato a farmaco contra

doenca de Chagas.
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FONTE: AUTOR, 2020.

O farmaco esta sendo avaliado pelo DNDi, onde estudo de fase Il foi concluido

em 2019, em cinco locais da Espanha, de modo que os resultados serédo divulgados
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em 2020. Em caso de eficacia comprovada, este sera um novo farmaco para doenga
de Chagas em mais de 50 anos (DNDI, 2020a; VILLALTA; RACHAKONDA, 2019a).

2.6.1.3 Inibidores de proteassoma

O azabenzoxazol GNF6702 (13) corresponde a um inibidor de proteassoma
alostérico, ndo competitivo, ndo ativo em proteassoma mamifero, embora pouco
toxico em células deste, sendo eficaz em tripanossomiases em camundongos (DC,
doenca do sono e leishmaniose) (KHARE et al., 2016). Com eficacia oral comparada
ao Bzn (4), este candidato a farmaco encontra-se em avaliacéo pré-clinica em estudos
de toxicidade (Figura 11) (XIE et al., 2019; ZMUDA et al., 2019).

Figura 11 — Inibidor de proteassoma cinetoplastideo GNF6702.
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FONTE: AUTOR, 2020.

2.6.1.4 Oxaborois

O oxaborol AN4169 (14) foi desenvolvido pela Anacor pharmaceutical, em que
demonstrou atividade curativa de 100% em camundongos infectados com T. cruzi,
administrada por 40 dias consecutivos. Contudo, quando administrada de forma
intermitente, falhou em apresentar cura (Figura 12). Em adicdo, uma parceria da
Anacor, Universidade da Gedrgia e DNDI, esta estudando o desenvolvimento de um
novo lead oxaborol (DNDi-6148), que seja eficaz frente a leishmaniose, DC e doenca
do sono (BOCXLAER, VAN et al., 2019; DNDI, 2020b).

Figura 12 — Promissor oxaborol AN4169.
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2.6.2 Enzima cruzaina como alvo promissor no desenvolvimento de novos compostos
bioativos.

Cisteino proteases representam um grupo de alvos presentes em varios
parasitas associados as DTNs, sendo substancialmente explorados em varios estudos
de triagem virtual. Tais enzimas estdo presentes em diferentes formas de vida de
varios parasitas mediadores de DTN, participando de diversos processos biolégicos
(PARK, S. Y. et al., 2018; SIKLOS; BENAISSA; THATCHER, 2015; WARD et al.,
2019).

Em adicdo, o mecanismo catalitico das cisteino proteases envolve inicialmente
a formacdo de uma par idnico reativo, a partir dos residuos de Cys?® e His!®®,
ocorrendo a transferéncia de prétons entre eles (Figura 13) (NASCIMENTO, I. et al.,
2020). Logo apés, ocorre a acilacdo e desacilacdo da enzima, bem como a entrada
de uma molécula de agua e a formacdo de dois intermediarios tetraédricos
(FERREIRA, L. G.; ANDRICOPULO, Adriano D., 2017b; SILVA-JUNIOR, DA et al.,
2017; SILVA, D. G. et al., 2017).

Dentre estas, cruzaina (EC 3.4.22.51) — forma recombinante da enzima
cruzipaina, refere-se a uma cisteino protease lisossomal, expressa em todas as
formas evolutivas do T. cruzi, estando presente no desempenho de fungdes como
replicacdo intracelular, interacdes parasito-hospedeiro, evasdo da resposta imune,
bem como a diferenciacdo da forma epimastigota para a forma metaciclica infecciosa
(FERREIRA, L. G.; ANDRICOPULO, Adriano D., 2017a; SCARIM et al., 2018; SILVA-
JUNIOR, DA et al., 2017).

Figura 13 — Mecanismo catalitico de cisteino proteases.
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Desta forma, cruzaina constitui o alvo mais estudado em abordagens de SBDD,
onde diversos trabalhos sédo reportados na literatura direcionando compostos
bioativos inibidores desta enzima, de modo a interagir com sua triade catalitica (Figura
14): Cys?, His'®® and Asn'’® (NASCIMENTO et al., 2021) bem como os subsitios S1,
S1’, S2 e S3 (CIANNI et al., 2018; SILVA-JUNIOR, DA et al., 2017; SILVA, D. G. et
al., 2017).

Figura 14 — Triade catalitica da enzima cruzaina.
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FONTE: NASCIMENTO, I. et al. (2020); NASCIMENTO et al., (2021) (ADAPTADO).

Diversos estudos relacionando promissores inibidores da enzima cruzaina
estdo reportados na literatura, onde o inibidor K777 (15) corresponde a vinil sulfona
mais potente encontrada na literatura (Clso= 5 nM), sendo também eficaz contra as
formas amastigotas e epimastigotas, reduzindo a parasitemia sérica em modelo
animal (Figura 15) (ALAM, B.; BISWAS, 2019; FERREIRA, L. G.; ANDRICOPULO,
Adriano D., 2017Db; SIKLOS; BENAISSA; THATCHER, 2015).

Tal inibidor se liga irreversivelmente ao grupo tiol catalitico do residuo de Cys?®
por meio de uma adicdo de Michael. No entanto, ndo avancou em estudos clinicos
devido elevada hepatotoxicidade (DNDI, 2014; NDAO et al., 2014; SCARIM et al.,
2018).
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Figura 15 — Inibidor irreversivel vinil sulfona mais potente frente a cruzaina.
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FONTE: AUTOR, 2020.

Além do K777 (UCSF) (15), alguns compostos desenvolvidos para inibir a
cruzaina avancaram as pesquisas clinicas na busca pelo desenvolvimento de novos
farmacos contra a DC, de modo a destacar o SAR114137 (Sanofi) (16) , além dos
inibidores covalente-reversiveis Balicatib (Norvartis) (18), Cz007 (Merk) (19) e Cz008
(Merk) (20) (Figura 16) (CIANNI et al., 2019; VILLALTA; RACHAKONDA, 2019b;
YAMILE VARGAS-MENDEZ; KOUZNETSOV, 2019).

Figura 16 - Inibidores de catepsina K contendo grupo nitrila warhead

redirecionados para cruzaina.
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FONTE: AUTOR, 2020. Compostos inibidores da cruzaina derivados estruturais do

(17) Odanacatib em estudos pré-clinicos frente a DC.

Estas ultimas trés moléculas foram projetadas a partir do Odanacatib (Merk)

(17), um potente inibidor da catepsina K contendo um grupo warhead nitrila que foi
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retirado da fase lll contra osteoporose pdés menopausa devido ao risco de acidente
vascular encefalico (MULLARD, 2016; SIKLOS; BENAISSA; THATCHER, 2015;
SIQUEIRA-NETO, Jair L. et al., 2018).

Tal fato se da devido a semelhanca estrutural desta enzima com a cruzaina, de
modo que 0 mecanismo de acdo esta relacionado a formacdo de uma ligacdo
covalente reversivel, através de um ataque nucleofilico entre o tiolato enziméatico (Cys-
SH) e C=N, seguido da formacdo de um aduto tioimidato (CIANNI et al., 2019;
MARTINEZ-MAYORGA et al., 2015; NDAO et al., 2014).

Recentemente, Souza, M. L. De et al. (2020) reportou um estudo direcionando
abordagens computacionais para o desenvolvimento de novos inibidores reversiveis
e competitivos da cruzaina, utilizando para isto, screening virtual e docking molecular
para a selecao dos potenciais ligantes e, logo apos, sintetiza-los para testar frente a

enzima.

Figura 17 — Interacbes do composto (18) obtido através de screening virtual
(SBDD).
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FONTE: AUTOR, 2020.
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Neste sentido, os autores utilizaram a base de dados Zinc, contendo 3409091
compostos e 453539 fragmentos, culminando na sintese de 36 compostos. Assim,
(18) demonstrou ser 0 mais promissor, com 100% de inibicdo enzimatica e Clso= 0,12
KM, além de 7,5 pM frente amastigotas de T. cruzi, > 50 uM contra fibroblasto humano
e indice de seletividade > 6 (Figura 17).

2.7 Compostos heterociclicos contendo atomo de enxofre como farmacoéforo frente o

Trypanosoma cruzi.

Um dos primeiros estudos relacionando o nucleo de tiofeno planejado em frente
ao T. cruzi. foi realizado por Majumder; Kierszenbaum, (1993), onde os autores
idealizaram a substituicdo da poliamina nesse heterociclo, uma vez que esse nucleo
€ amplamente relatado na literatura como um grupo antiparasitario (JAGU; POMEL,;
DIEZ-MARTINEZ; et al., 2017; JAGU; POMEL; PETHE; et al., 2017; MARTIN-
ESCOLANO, R. et al., 2019).

Entretanto, o desenho dessa classe foi construido para possuir mecanismo de
acao de inibicdo da invasdo e multiplicacdo na célula hospedeira de mamiferos,
atuando, para isso, diretamente na inibicdo da enzima poliamina oxidase.

Assim, 2 compostos foram descritos pelos autores com tal atividade (19-20)
(Figura 18), apos a analise da porcentagem de células infectadas pelo parasita no
RHM (mioblastos cardiacos de ratos), 2 e 6,4%, respectivamente (0 grupo controle
demonstrou 17,7% de infeccao).

Além disso, foi demonstrado que apds o tratamento com (19), havia 2,3% de
parasitas / 100 RHM, enquanto que (20) o numero era de 6,6% (22,2% para 0 grupo
controle). Estudos cinéticos mostraram que a atividade inibitéria desses derivados
comeca em 15 min, atingindo niveis maximos entre 60-120 min para demonstrar

inibicdo completa da infeccéo pelos parasitas.

Figura 18 - Derivados de poliamina substituidos por N, N'-tiofeno inibem a

invasdo e a multiplicacéao intracelular de parasita.
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Apos este pioneiro estudo, Valderrama, J. A. et al. (1999) rela uma nova classe
de compostos potenciais anti-tripanossomal: Benzo[b]tiofeno-4,7-quinonas. Assim,
essa classe foi planejada tendo em vista a atividade antiprotozoaria de compostos
contendo o nucleo quinona fundido a heterociclos, relatados em varios estudos (LARA
et al., 2018; OGINDO et al., 2016; OLIMPIO DA SILVA et al., 2013). Com isto, os
autores promoveram a introducédo de duas carbonilas nas posicoes 4 e 7 do anel
benzo[b]tiofeno, mimetizando a fusdo dos anéis quinona e tiofeno, com o intuito de
explorar a atividade antiparasitaria desse heterociclo.

Neste contexto, 3 novos compostos (21-23) foram sintetizados e analisados
guanto a sua atividade tripomastigotas de T.cruzi (Figura 19), uma vez que o nucleo
da quinona é relatado na literatura como um potencial tripanocida devido a formacéo
de intermediarios de radicais anibnicos prejudiciais ao DNA pela bioreducdo do
sistema das quinonas (GHOSH et al., 2019).

Entre os compostos ativos, (22) mostrou-se 0 mais promissor, apresentando
91% de inibicdo in vitro contra a forma tripomastigota de T. cruzi, enquanto 0s
analogos (21,23) foram praticamente idénticos, com 85 e 82%, respectivamente.

Finalmente, tendo em vista os resultados acima mencionados, a insercao de
um grupo éster metilico na posicdo 2 do composto (21), gerando derivado (22),
promove um aumento razoavel na inibicdo de tripomastigotas: de 85 para 91%. No
entanto, adicionando ao mesmo tempo o substituinte metil na posicéo 3, de acordo
com o analogo (23), a porcentagem é praticamente inalterada quando comparada ao

composto de partida (21), perfazendo uma reducéao para 82%.

Figura 19 - Compostos anti-tripanossoma derivados de nafto [2,3-b] tiofen-4,9-
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FONTE: AUTOR, 2020.

quinonas.



44

Um novo composto antitripanossoma seletivo e potencial foi relatado em 2000
por Du et al. (2000), planejado por triagem virtual usando o banco de dados ACD97
por DOCK4.0.1, sendo os derivados ativos obtidos (24-26) (Figura 20). Assim, 0s
autores relataram a estrutura tiofen-2-arilureia como potencial inibidor da enzima

cruzaina.

Figura 20 - Derivados tiofen-2-arilureia inibidores de cruzaina.

FONTE: AUTOR, 2020.

Entre os derivados sintetizados, a tioureia (25) mostrou ser a que apresentou
maior potencial de inibidor da cruzaina, com Clso = 2,7 UM, sendo que para 0s seus
analogos ureicos (24,26) os valores permaneceram praticamente idénticos: 3 e 3,1
UM, respectivamente. Além disso, foi demonstrado por ensaios de docking que a
tioureia (26) interage com os residuos de aminoéacidos Gly?3, Cys?> Gly®®, constituindo
a triade catalitica da enzima estudada pelos autores (DU et al., 2000).

Apés os estudos de Valderrama, J. A. et al. (1999), conforme discutido acima,
Pessoa-Mahana et al. (2002), do mesmo grupo de pesquisa, publicou uma
continuacdo deste estudo relacionando a atividade antiprotozoaria de quinonas
acopladas ao anel de tiofeno.

Dessa forma, o grupo obteve um novo analogo ao composto (23) pertencente
a essa classe, onde também foi analisado como inibi¢cdo in vitro contra a forma
tripomastigota de T. cruzi. Com isso, o derivado (27) contendo heterociclo de piridina
3-metilada fundido ao anel quinona, em relacdo ao composto (23), mostrou 74% de
inibicdo. No entanto, essa modificacdo demonstrou uma reducao na porcentagem de
inibicdo entre esses derivados (de 82% para 74%), favorecida pela insercdo do

heterociclo piridina (Figura 21).
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Figura 21 - Composto anti-tripanossoma de quinonas contendo anel de tiofeno.
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ApoOs este estudo, apenas 7 anos depois foi relatado um estudo contendo
heterociclo de tiofeno com atividade anti-chagas. No entanto, um estudo publicado por
Neres et al. (2020) utilizou a técnica de descobrimento de drogas bioativas a partir de
triagem virtual, idealizando como alvo a enzima trans-sialidase do parasita em
questéo.

Essa enzima foi relatada como alvo porque € de suma importancia para o
parasita na modulacdo da resposta imune do hospedeiro, onde a interacdo de
compostos carregados negativamente com a triade da arginina (Arg3®, Arg?*°> e Arg3!4)
culmina na reducéo da invasdo do microrganismo (FREIRE-DE-LIMA et al., 2015;
GALLANT et al., 2018; NERES et al., 2020).

Com isso, 0 grupo apresentou 4 novas moléculas (28-30), obtidas por essa
metodologia, nas quais estas se mostraram potenciais inibidores enzimaticos: 79, 84
e 87%. Em vista desses resultados, pode-se observar que o (28) € o Unico nesta série
gue possui 2 cargas negativas, o que pode contribuir para uma menor inibicdo contra

a trans-sialidase, conforme explicado no paragrafo acima (Figura 22).

Figura 22 - Inibidores da trans-sialidase proveniente de T. cruzi desenhados por

meio de triagem virtual.
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Além disso, o composto (30) tem a maior inibicdo, enquanto é o Unico que
contém um substituinte éster no anel tiofeno. Esse fato pode estar relacionado a
hidrélise desse grupo, gerando apenas no meio fisioldgico um &acido carboxilico
desprotonado, aumentando a carga negativa geral da molécula (Figura 23).

Seguindo a linha de pesquisa de desenvolvimento de compostos inibidores
enzimaticos através de estudos in silico, Eberle et al. (2011) publicou estudo em 2011
relatando um novo alvo promissor para compostos bioativos antiprotozoarios, a
enzima tripanotiona redutase (TR) de T. cruzi.

Esse fato se deve ao fato de que a referida enzima é essencial ao parasita
Trypanosomatidae em relacdo ao metabolismo redox, além de estar ausente no
homem, o que configura seletividade nos compostos (EBERLE et al., 2011; SCARIM
et al., 2018).

Dando continuidade, os inibidores da TR foram projetados com base no
composto BTCP (31) por meio de modelagem molecular utilizando o programa
MOLOC, onde os compostos foram submetidos a ensaios de acoplamento na enzima
estudada (codigo PDB: 1BZL), culminando em 2 compostos potenciais (Figura 23):
(32) e (33).

Segundo os autores mencionados, sugere-se que o heterociclo do benzotiofeno
seja essencial para que os analogos resultem no efeito farmacodinamico inibitério,
uma vez que se projeta para o sitio Z da enzima. Além disso, o anel imidazol pode
interagir com o residuo Glu!8, bem como a piperazina protonada interage com Glu?6®.

Com isto, 0 analogo (32) demonstrou Ciso= 2,33 pM frente a amastigotas do
parasito em questdo, com Kic= 0,51 uM perante TR, enquanto que para o derivado

(33), os valores foram de 52,2 uM e 1,1 UM, respectivamente.

Figura 23 - Inibidores da tripanotiona redutase contendo anel benzotiofeno.
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Os estudos sobre o desenvolvimento de inibidores da enzima cruzaina por meio
de derivados de tiofenos s6 foram retomados apdés 13 anos de um dos primeiros
estudos relatados na literatura (DU et al., 2000), em que WIliggers et al. (2013)
desenvolveram novos compostos ndo peptidicos por triagem virtual, resultando no
composto (34), sendo potencialmente mais ativo como inibidor em comparacdo com
o farmaco padrédo bzn (4): Clso = 10,6 pM frente a 64,3 puM, respectivamente (Figura
24).

Figura 24 - Derivado acetamidotiofeno potencialmente inibidor da cruzaina
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FONTE: AUTOR, 2020.

Assim, os autores sugerem, por meio de analise REA, que a regido derivada
do grupo 2-acetamidotiofeno-3-carboxamida (34) é essencial para a atividade
inibitéria, uma vez que realiza 2 interagGes de hidrogénio: uma com a-N de Gly®® (3,15
A) e outra com a-oxigénio de Asp?®! (3,08 A).

Apobs 3 anos deste estudo, nosso grupo de pesquisa desenvolveu em 2016 uma
nova classe de compostos ativos contra a enzima cruzaina e T.cruzi - tiofeno-2-
iminotiazolidina, sendo planejada pela técnica de hibridacdo molecular, onde a
hibridacdo de farmacoforos demonstrou resultados positivos quando utilizados no
planejamento de moléculas bioativas contra tripanossomiase (CARDONA-G; YEPES;
HERRERA-R, 2018).

Dessa forma, os autores sintetizaram um grupo de moléculas contendo os
heterociclos tiofeno e tiazolidina, onde foi sugerido por ensaios de acoplamento
molecular que o derivado (35) interage com os sitios S1 e S2 simultaneamente: 0
grupo tetra-hidrobenzotiofeno esta em S1 (baixa hidrofobicidade) e o anel fenil em S2

(alta hidrofobicidade). Além disso, o atomo de enxofre hibridizado em sp® do
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heterociclo tiazolidina interage via dipolo-dipolo com o residuo Gly®® em S3, onde o
derivado apresentou ligacéo teérica de energia de -7,39 kcal - mol* (Figura 25).
Finalmente, o referido derivado demonstrou atividade inibitoria de 2,4 uM e 97%
de inibicdo da cruzaina, enquanto que na forma amastigota foi de 9,7 uM e 53,07%
de inibicdo; ainda, para a forma tripomastigota foi inativo. Assim, os fatores fisiol0gicos
inerentes as formas do parasita estudado podem estar relacionados a essas

diferencas entre a atividade enzimatica e intracelular.

Figura 25 - Inibidor da classe tiofen-2-iminotiazolidina com base na hibridagéo
molecular.
Sitio S3
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FONTE: AUTOR, 2020.

2.7.1.1 Obtengéo sintética de tiofenos

Tiofeno refere-se a um heterociclo de cinco membros, aromatico, composto por
um atomo de enxofre e quatro carbonos, sendo descoberto em 1882 por Victor Meyer,
como um contaminante do benzeno comercial. O nome tiofeno deriva da palavra
grega theion, que se refere ao enxofre (JI RAM et al., 2019; YANG, Yudong; KADAM,;
YOU, 2019).

Sinteticamente, este heterociclo pode ser obtido a partir de diferentes
abordagens, como proveniente de compostos carbonilicos; alcenos, alcinos, dienos e
diinos; ceteno ditioacetais; reacdes de contracdo e expansao de anéis (BEL ABED;
BLUM, 2018; CHEN, L. et al., 2018; JI RAM et al., 2019).

Dentre estes, a insercdo de um grupo amina na posicdo 2, constituindo o
heterociclo 2-aminotiofeno foi sugerido por Gewald em 1960 (GEWALD, K, 1976;
GEWALD, Karl; SCHINKE, 1966), de modo que diversas maneiras de sintetizar este
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ndcleo sao reportadas na literatura (Esquema 1) (ABAEE et al., 2017; AVULA et al.,
2017; SHAO; KALDAS; YUDIN, 2017; TAYEBEE et al., 2012).

Esquema 1 — Obtencao sintética do nucleo 2-aminotiofeno.
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Neste sentido, tal heterociclo substituido constitui um importante bloco sintético
presente em varios compostos bioativos, bem como farmacos disponiveis no mercado
atualmente (Figura 27) (ARCHNA; PATHANIA; CHAWLA, 2020; BOZOROQV et al.,
2017; KERI et al., 2017; PATHANIA; KUMAR, R.; RAWAL, 2019).

Observando sua relevancia no ambito da quimica medicinal, diversos farmacos
disponiveis no mercado foram desenhados contendo o heterociclo tiofeno, para
variadas doencas, como cancer, dor e inflamacéo, fungos, acéo a nivel central, dentre
outros, conforme elencados na figura 26 (BOZOROV et al., 2017; NASCIMENTO, I. et
al., 2019).
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Figura 26 — Farmacos disponiveis no mercado contendo o nucleo tiofeno.
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2.7.2 Compostos bioativos contra T. cruzi contendo o heterociclo tiazolidina

Heterociclo tiazolidina tem sido reportado na literatura em diversos trabalhos
de grande relevancia cientifica como sendo um importante ndcleo presente no
desenho de compostos bioativos frente o parasito T. cruzi (DAS, D.; SIKDAR,;
BAIRAGI, 2016; KRYSHCHYSHYN et al.,, 2019; PATHANIA; NARANG; RAWAL,
2019; SCARIM et al., 2019; TUNCEL et al., 2019).

Neste contexto, em dois estudos publicados por Alvarez et al. (2014, 2015),
foram reportadas 4 novas moléculas promissoras contra amastigotas de T. cruzi
dentre 82 sintetizadas ao total, planejadas a partir da restricdo conformacional de
tiossemicarbazonas N-substituidas. Deste modo, as moléculas apresentaram valores
de Clso= <0,24 uM (36), <0,25 uM (37), <0,21 pM (38), além de 0,7 uM (39), sendo o

composto (37) o mais promissor frente as formas amastigotas (Figura 27).
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Figura 27 — Tiazolidinas bioativas contra amastigotas de T. cruzi.
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Apoés estes estudos, Kaiser et al. (2015) utilizou um conjunto de 400 compostos
presentes no projeto Malaria box, reposicionando-os para amastigotas de T. cruzi
(Tulahuen C12). Com isto, foram selecionadas 21 compostos potenciais, de modo que
o derivado (40) demonstrou ser 0 mais promissor, com Clso= 0,16 uM e indice de
seletividade >200 (Figura 28), contribuindo com a busca de novos compostos

potenciais que sejam ativos contra a doenga de chagas.

Figura 28 — Composto (40) reposicionado para amastigotas de T. cruzi.
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Além deste, outro estudo de grande relevancia envolvendo a sintese de
tiazolidina antitripanossoma foi reportado por Costa, L. B. et al. (2016), de modo que
0s autores analisaram 50 compostos a partir das técnicas de bioisosterismo néo-

classico, triagem de auto-rendimento (HTS), bem como 3D-QSAR (Figura 29).
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Figura 29 — Derivados planejados a partir do bioisosterismo nao-classico, HTS

e 3D-QSAR.
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Neste sentido, os autores demonstraram 4 compostos promissores frente a
amastigotas do parasito em questdo, de modo que o derivado (41) se destaca como
0 mais potencialmente ativo, com Clso= 0,79 uM (Figura 30). Em adicao, este derivado
se diferencia por apresentar 2 atomos de -Cl (grupo eletro-retirador) nas posicdes

meta e para-fenil, respectivamente.

Figura 30 — Novos derivados tiazolidinicos planejados por bioisosterismo néo-

classico.
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Posteriormente a este estudo, 0 mesmo grupo de pesquisa promoveu novas
modificacbes a partir da técnica de bioisosterismo nao-classico, onde os autores
planejaram e sintetizaram 23 novos analogos, sendo testado frente as formas
tripomastigotas de T. cruzi (Figura 31) (BARBOSA et al., 2017).

Sendo assim, 0s autores chegaram a 2 compostos potencialmente ativos,
apresentando Clso= 1,2 uM (45) e 1,6 uM (46). Em adigéo, foi identificado que os
derivados agem através do mecanismo de inducao de apoptose do parasito, sem inibir
a cruzaina, promovendo novos direcionamentos mecanisticos para derivados
tiazolidinicos.

Seguindo este contexto, 0 mesmo grupo reportou, mais recentemente, uma
série de 22 compostos planejados a partir do bioisosterismo ndo-classico (Figura 32),
onde os derivados foram analisados quanto suas atividades perante formas
tripomastigotas de T.cruzi (CARDOSO, M. V. De O. et al., 2019).

Dentre estes, o composto (47) foi 0 mais promissor, com Clso= 2,6 UM, onde os
demais apresentaram 4,1 uM, de modo que a citotoxicidade de (47) foi pouco maior
gque o derivado (48). Contudo, apesar do derivado (48) ter sido o de menor
citotoxicidade, o composto (47) demonstrou ser o de maior indice de seletividade, com
um valor de 95,1, o que sugere maior seguranga para compostos que sejam analogos

a esta molécula promissora.

Figura 31 — Recentes avangos no desenvolvimento de tiazolidinas frente doencga

de Chagas.
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2.7.2.1 Obtencao sintética do heterociclo tiazolidina

No que diz respeito a obtencéo sintética do heterociclo tiazolidina, este pode
ser produzido a partir de diversos grupamentos, como tiouréias, tiocarbamatos,
tiossemicarbazonas, tiocianatos (MORAES, T. De et al., 2016; PATHANIA; KUMAR,
R.; RAWAL, 2019; TUNCEL et al., 2019).

Desta forma, consiste num método de importante eficacia e simplicidade a
obtencdo do heterociclo tiazolidinona 4-substituido, em que se é utilizado como
material de partida as tiossemicarbazonas, bem como acidos a-haloacéticos, em que
havera a ciclizagdo da regido tioamida das tiossemicarbazonas através deste agente
dieletrofilico (Esquema 2) (CHADHA et al., 2015; HAVRYLYUK et al., 2016).

Contudo, faz-se de suma importancia para a eficacia sintética deste nucleo a
utilizacdo de solvente polar num pH basico, utilizando-se para isto bases como acetato
de sodio anidro ou piridina. Tal fato se da por conta do grupamento imino formado ser
vuneravel a hidrdlise acida (CHADHA et al., 2015; JI RAM et al., 2019; NANJAN et al.,
2018).

Esquema 2 - Obtencdo de tiazolidinonas a partir da ciclizacdo de

tiossemicarbazonas por acidos a-haloacéticos
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FONTE: AUTOR, 2020.

Além desta, a ciclizacdo de Hantzsch constitui importante metodologia para a
obtencao de tiazois (Esquema 3 ), onde, a partir da utilizacdo desta via, pode-se obter
os produtos idealizados de forma simples, rapida, com rendimentos elevados e pouca
formacéao de subprodutos, favorecendo a purificacdo da reacdo (CARDOSO, M. V. De
O. et al., 2019; PRAJAPATI, N. P. et al., 2019; SCARIM et al., 2019; TUNCEL et al.,
2019).

Desta forma, esta abordagem utiliza como substrato a-bromocetonas, em que

estes dieletrofilos funcionam como agentes ciclizantes de metil ou feniltioamidas, em
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solvente protico polar (etanol, principalmente), obtendo-se o heterociclo tiazol 3,5-
substituido (CARDOSO, M. V. De O. et al., 2019; PRAJAPATI, N. P. et al., 2019;
SCARIM et al., 2019; SILVA-JUNIOR, DA et al., 2017; TUNCEL et al., 2019).

Esquema 3 - Ciclizagcdo de Hantzsch para obtencao de tiazéis.
(0]

N x A, )
R 44 :' - f
I K '
NH, .-~ Solvente polar

X= halogénio

FONTE: AUTOR, 2020.

Figura 32 — Farmacos disponiveis no mercado contendo o heterociclo tiazolidina

em suas estruturas.
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Desta forma, diversos farmacos sao elencados na figura 32 contendo o

heterociclo tiazolidina, demonstrando sua grande relevancia para a quimica medicinal
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de diversas doencas, como antibioticos, anticancer, doencas a nivel central, antivirais,
antifangico, antiparasitario, dentre outros (KAUR, Ramandeep et al.,, 2017,
KRYSHCHYSHYN et al., 2019; MORAES, T. De et al., 2016; NANJAN et al., 2018;
PATHANIA; NARANG; RAWAL, 2019).

2.8 Ciclo bioldgico e aspectos patologicos relacionados as leishmanioses

Dentre estas patologias negligenciadas, leishmanioses caracterizadas por
serem um complexo de doencas infecciosas causadas por mais de 20 protozodrios
do género Leishmania spp., transmitidas pelo inseto flebotomineo mosquito-palha
(Lutzomyia spp.) (ARONSON; JOYA, 2019; ARONSON; MAGILL, 2020; SERAFIM, T.
D.; INIGUEZ; OLIVEIRA, F., 2019).

Como manifestacdes clinicas, podem causar lesdes e nodulos na pele e
mucosa (Leishmaniose Cutanea — LC, forma mais comum), bem como atingir as
visceras (Leishmaniose Visceral — LV, também conhecida por kala-azar), forma mais
grave, causando perda de peso, hepatoesplenomegalia, além de levar a 6bito. Ainda,
Leishmaniose cutaneomucosa (LCM) corresponde a forma mais debilitante desta
doenca (CORTES, S. et al., 2020; F. et al., 2018; MATHEW,; NEGI, 2019; MUSA et
al., 2019).

Desta forma, havendo parasito no sangue periférico, o vetor ira se reinfectar no
momento do repasto e logo apds, da mesma forma, transmiti-lo a um individuo que
nao esteja infectado. No entanto, vale ressaltar que ndo existe casos reportados, até
os dias atuais, de transmisséo de individuo-individuo de LV (KEVRIC et al., 2015;
ROBERTS, 2018; SANTOS-VALLE et al., 2019).

O ciclo infeccioso ocorre no momento do repasto, o0 vetor ingere macrofagos
contendo a forma amastigota (Figura 33) do parasito, sendo entdo liberadas no
intestino deste. Logo apds, a forma amastigota multiplica-se sob a forma de
promastigotas (Figura 33), que irdo infectar o hospedeiro vertebrado no momento em
gue for picado pelo mosquito. Novamente, as promastigotas infectam os macrofagos,
multiplicando-se sob a forma de amastigotas, fazendo com que haja rompimento
destes, e, assim, liberando-as (Figura 33) (KEVRIC et al., 2015; ROBERTS, 2018;
SANTOS-VALLE et al., 2019).



Figura 33 - Ciclo biolégico do parasito Leishmania spp.
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Dentre as manifestacdes clinicas, ocorre comumente no individuo acometido

pelo parasito em sua forma inicial: palidez cutanea, febre normalmente por menos de

guatro semanas e, principalmente, hepatoesplenomegalia (Figura 34a). No entanto,

na fase crbnica da infeccdo, o individuo acometido apresenta manifestacdes clinicas

mais severas, ocasionando diversas lesdes cutaneomucosas, febre persistente,

imunossupressao devida linfadenopatia, podendo levar a 6bito (Figura 34b).

Figura 34 - Manifestacdes clinicas decorrentes da infec¢cdo por leishmanioses.

FONTE: KEVRIC et al., 2015; BRASIL, 2019 (ADAPTADO). Em a, manifestagcbes

clinicas na fase aguda; em b, lesdes cutaneomucosas causadas pela LV.
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As leishmanioses afetam cerca de 1 bilhdo de pessoas em 92 paises e 83
territérios, com ocorréncia anual de aproximadamente 700000 a 1 milhdo de novos
casos. Destes, leishmaniose visceral corresponde a 95% dos casos (entre 50000 a
90000 novos casos anuais), de modo que mais que 95% destes casos foram
reportados, em 2018, provenientes de Brasil, China, Etiopia, india, Iraque, Quénia,
Nepal, Somdlia, Sudao e Sudéo do Sul (WHO, 2020).

2.8.1 Farmacoterapia atual frente as leishmanioses

Os farmacos de escolha para o tratamento das leishmanioses sdo antimoniais
pentavalentes, como antimoniato de Meglumina e Estibogliconato de sédio. Estas
drogas sdo usadas desde os anos 1940, apresentando importante toxicidade
cardiovascular, além ja terem sido reportados casos de resisténcia (listados na Figura
35) (ANSARI, M. Y. et al., 2017; MACHADO, P. De A. et al., 2019; ZULFIQAR,;
SHELPER; AVERY, 2017).

Figura 35 - Linha do tempo do descobrimento das drogas antileishmania.
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Como tratamento de segunda escolha, observa-se anfotericina B e
pentamidina, de modo que o uso deste Ultimo é limitado devido sua toxicidade, além
da Paromomicina e Miltefosina, em que tais farmacos sdo administrados,
especialmente, em casos de resisténcia. Porém, assim como 0s antimoniais,
apresentam importante toxicidade em sua administragdo, além de possuirem baixo
indice terapéutico (listados na Figura 36) (BEKHIT, A. A. et al., 2018; CARIDHA et al.,
2019; HEFNAWY et al., 2017).

2.8.2 Enzima cisteina protease B (CPB) como alvo promissor no desenvolvimento de

candidatos a farmacos leishmanicida

Assim como em outros parasitos (como o T. cruzi, por exemplo), cisteina
proteases (CPs) encontradas em espécies de Leishmania spp. desempenham
funcdes cruciais no processo infeccioso, 0 que representa importante alvo para o
desenvolvimento de moléculas bioativas eficazes (MATOS et al., 2020; RAWAT et al.,
2021). Neste sentido, CPs séo responséaveis por mais de 90% de toda a atividade de
proteases no parasito, sendo as mais caracterizadas CPA, CPB e CPC, pertencentes
ao cla CA, familia C1 (SIQUEIRA-NETO, Jair L. et al., 2018).

Dentre estas, CPB demonstra suma importancia para processos regulatorios
no parasito, de modo a alterar a sinalizacao de macréfagos do hospedeiro (elevando
a transcricao de IL-12), bem como regula o fator de viruléncia GP63 (BRANDT et al.,
2016; SIQUEIRA-NETO, Jair L. et al., 2018). Além disso, foi observado que esta
enzima também modula os niveis de proteinas do parasito (CASGRAIN et al., 2016),
com uma triade catalitica caracterizada por residuos de Cys!®3, His?®® e Asn30®
(LASAKOSVITSCH et al., 2003) (Figura 36).
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Figura 36 — Modelo estrutural da enzima CPB, demonstrando local de ligacdo do

substrato no sitio ativo.
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FONTE: BRANDT et al., 2016 (ADAPTADO).

Neste sentido, esta enzima representa alvo drogavel promissor para o
desenvolvimento de novos inibidores eficazes. Assim, Folquitto et al., (FOLQUITTO et
al., 2017) publicou relevante estudo demonstrando o planejamento de novos
derivados benzoxazdéis e avaliacdo em amastigotas de Leishmania amazonensis,
direcionados a enzima CPB como alvo. Dentre os derivados avaliados, destaca-se
composto 4b, que apresentou inibicdo enzimética com ICso: 0.0103 uM, enquanto o
inibidor padréo E64 apresentou 1.7821 uM. Por outro lado, ndo foi possivel determinar

o valor de I1Cso para amastigotas de L. amazonensis (Figura 37).

Figura 37 — Derivado benzoxazol ativo frente CPB de L. amazonensis.

(0]
FONTE: AUTOR, 2021.

2.9 Planejamento de compostos bioativos por meio da modificacdo molecular

2.9.1 Bioisosterismo

Dentre as estratégias de planejamento de moléculas bioativas, o bioisosterismo

corresponde a uma técnica versatil e consagrada, a qual se baseia na permuta de um
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ou mais fragmentos estruturais, como grupos funcionais ou anéis aromaticos, sendo
empregada em uma vasta quantidade de compostos ativos e farmacos disponiveis no
mercado, como duloxetina (antidepressivo), atenolol (anti-hipertensivo) tenoxicam e
isoxicam (anti-inflamatérios) (CHEN, X. et al., 2020; LEITE, F. H. A. et al., 2016; LIMA,
L. M.; BARREIRO, 2017; SILVA, Elany Barbosa DA et al., 2017).

Deste modo, as modificagcdes estruturais estdo envolvidas na busca por
melhoramentos das respostas farmacocinéticas e/ou farmacodinamicas de um
determinado composto bioativo, fornecendo dados importantes quando potenciais
grupos a serem estudados, bem como das possiveis interacdes de um receptor,
sobretudo quando nao se ha informacdes ou modelos estruturais correspondentes a
este (CHEN, X. et al., 2020; LEITE, F. H. A. et al., 2016; LIMA, L. M.; BARREIRO,
2017; SILVA, Elany Barbosa DA et al., 2017).

Neste sentido, diversos trabalhos foram publicados relacionando planejamento
por meio desta técnica com compostos promissores frente variadas enfermidades,
como HIV (CHEN, X. et al., 2020), dor e inflamacao (PARK, S. R. et al., 2018), agentes
antibacterianos (SEGRETTI, N. D. et al., 2016).

Além destas abordagens, o planejamento a partir do bioisosterismo também
vem sendo aplicado no desenvolvimento de compostos bioativos frente a doenca de
Chagas (amastigotas de T.cruzi), onde citam-se os trabalhos de (SILVA, F. T. et al.,
2016), onde os autores sintetizaram o derivado (50) e Massarico Serafim et al. (2014),
culminando no derivado (51) (Figura 38).

Figura 38 — Derivados bioativos frente amastigotas de T. cruzi planejados por

meio da técnica de bioisosterismo.
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2.9.2 Hibridizagcado molecular

A hibridacdo molecular consiste numa das recentes e mais utilizadas técnicas
de obtencdo de moléculas advindas da quimica medicinal, referindo-se numa
metodologia de planejamento pela qual une-se numa s6 molécula duas unidades
farmacoforica, com o objetivo de potencializar a acdo farmacoldgica que se deseja
(FELIX et al., 2016; JACOMINI et al., 2016; MASOOD et al., 2017; SHARMA, R. et al.,
2014).

Esta unido pode ser feita de algumas formas: unindo dois compostos bioativos
(ou mais), bem como fusdo destas duas estruturas, sem espacador; unido de dois
compostos bioativos por meio de um espacador flexivel ou rigido. Podem ser, ainda,
referentes a grupamentos farmacoféricos: a simples unido de dois grupos
farmacoforicos de 2 farmacos, sem espacador, ou ainda a unido por meio de um
espacador flexivel ou rigido (JACOMINI et al., 2016; MASOOD et al., 2017; NEPALI
et al., 2014) (JACOMINI et al., 2016; MASOOD et al., 2017; NEPALI et al., 2014).

Desta forma, segundo Nepali et al. (2014) as drogas hibridas séo,
normalmente, planejadas com o intuito de se reduzir possiveis efeitos adversos
associados aos farmacos, bem como potencializar o efeito terapéutico num alvo
bioldgico.

Ainda segundo o autor, a associacdo hibrida também remete interacdes em
varios alvos com apenas uma molécula, o que reduz as chances de potenciais
resisténcias aos farmacos, além de tornar menores 0s riscos de interactes
medicamentosas.

Assim, a hibridacdo molecular perfaz uma estratégia racional e de obtencao de
novos produtos, nas mais diversas classes quimicas, consistindo hum novo conceito
de planejamento e desenvolvimento de produtos eficazes e com um maior
direcionamento ao alvo requerido (JACOMINI et al., 2016; KRYSHCHYSHYN et al.,
2019; MASOOD et al., 2017).

Recentemente, diversos trabalhos foram reportados na literatura,
demonstrando a efetividade e versatilidade desta técnica no desenho de moléculas
bioativas para diferentes doencas, como agentes antibacterianos (NAVEEN et al.,
2020), inibidores da enzima urease (WAHID et al., 2020), bem como alzheimer
(TRIPATHI, A. et al., 2019) e doenca do sono (KRYSHCHYSHYN et al., 2019).
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Relacionado ao desenvolvimento de moléculas antitripanossoma, Coa et al.
(2015) reportou na literatura um estudo demonstrando a atividade do compostos (52)
planejado a partir da unido dos farmacoforos quinolina e hidrazona, resultando numa
atividade promissora contra amastigotas de T. cruzi, conforme pode ser observado na
figura 39. Além disso, 0 composto demonstrou concentragdo citotdxica superior a 11

vezes mais, contribuindo para seu perfil de seguranca.

Figura 39 — Composto bioativo frente amastigotas planejado por meio de
hibridagdo molecular.
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2.9.3 Rigidificagcdo molecular (restricdo conformacional)

Restricdo conformacional tem sido utilizada recentemente pela quimica
medicinal como sendo uma potencial alternativa frente o desenvolvimento de novos
derivados perante varias doencas, como HIV (SANG et al., 2019), agentes
antibacterianos (ARMSTRONG et al., 2020), anticancer (PAVANA et al., 2018).

Diversos estudos demonstraram que a restricdo conformacional de compostos
constitui numa virtual estratégia de aumento de suas atividades farmacoldgicas, haja

vista que esta técnica eleva a energia rotacional numa determinada ligacdo que
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poderia ter rotacao livre (PAVANA et al., 2018; RASHID et al., 2016; ZHENG; TICE;
SINGH, S. B., 2017).

Desta forma, a restricdo promove uma melhor interacéo farmacodinamica entre
ligante e alvo, uma vez que, restringindo possiveis rotacées na molécula, promove
maior rigidez na por¢ao farmacoférica que poderia ndo interagir com grande eficacia
com o alvo farmacoldgico, bem como auxilia na reducédo da citotoxicidade de tais
compostos (FANG, Z. et al., 2014; PAVANA et al., 2018; WIPF; SKODA; MANN, 2015;
ZHENG,; TICE; SINGH, S. B., 2017).

No que diz respeito ao desenvolvimento de novos derivados antitripanossoma,
Moreira et al. (2014) publicaram estudo em que foi avaliada a influéncia da rigidificacéo
da tiossemicarbazona em varios derivados, ciclizando sua regido tioamida para obter
o heterociclo tiazolidina.

Com isto, foi concluido que tal estratégia elevou a seletividade dos compostos
frente ao parasito T. cruzi, produzindo compostos mais efetivos e menos téxicos.
Conforme pode-se observar na figura 40 a atividade frente a formas tripomastigota e
epimastigota foi elevada de Clso= 17,3 uM e 119,5 uM referente ao composto de
conformagcao livre (53) para 1,2 uM e 4 pM para o composto de conformagao restrita
(54).

Figura 40 — Derivado tiossemicarbazonico de conformagéo livre e tiazolidinico

(conformacaéo restrita).
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Seguindo com a aplicacédo da restricdo conformacional, Moraes, T. De et al.
(2016) demonstraram o aumento da atividade tripanocida de alguns derivados
tiossemicarbazonicos, em que estes foram rigidificados em sua regido tioamida com
varios dieletrofilos, produzindo moléculas com maior seletividade frente T. cruzi, além

de reduzi a citotoxicidade destes, conforme se observa na figura 41.
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Desta forma, foi apresentada, para o composto nao-rigidificado (55), uma
toxicidade de 34,94 puM. No entanto, para os compostos rigidificados (56,57), foi
elevada a uma concentracao > 100 pM, tornando-o menos toxico, o que demonstra o
potencial desta estratégia ndo s6 no aumento da atividade biologica, mas também da
promissora possibilidade de reducéo de toxicidade de derivados tiossemicarbazoénicos

e tioamidas.

Figura 41 - Potencial redugdo da toxicidade dos derivados
tiossemicarbazénicos rigidificados.
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[Redugéo da citotoxicidade]

2.10 Planejamento de compostos bioativos por meio de modelagem molecular

O planejamento de farmacos a partir de estratégias computacionais (CADD)
esta dividido em duas grandes abordagens: planejamento de farmacos baseado na
estrutura dos ligantes (LBDD), quando se possui informacdes acerca da estrutura dos
compostos bioativos, bem como suas atividades biologicas; além do planejamento de
farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD), onde esta fundamentado na
estrutura do alvo bioquimico em que os compostos estdo direcionados (KHANNA,;
RANGANATHAN; PETROVSKY, 2019; PANTELEEV; GAO, H.; JIA, L., 2018;
SANTOS-VALLE et al., 2019).

Estes métodos in silico, bem como estudos de quimica combinatoria e de HTS
promovem consideravel melhoramento na capacidade de descoberta de novos
compostos promissores, podendo compreender o mecanismo de acdo a nivel
molecular(BELLLERA et al.,, 2019; BERGSTROM; LINDMARK, 2019; PRIETO-
MARTINEZ et al., 2019). Com isto, tais abordagens auxiliam na diminui¢c&o de custos
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por reduzir o quantitativo de compostos a serem sintetizados e testados, além de
reduzir possiveis falhas devido as propriedades fisico-quimicas no planejamento,
podendo compreender o mecanismo a nivel molecular (KATSILA et al., 2016;
KHANNA; RANGANATHAN; PETROVSKY, 2019; PRIETO-MARTINEZ et al., 2019)
Neste contexto, CADD constitui uma ferramenta essencial para o
desenvolvimento de novas moléculas bioativas frente a DTN, de modo que tal
abordagem resultou no planejamento do descobrimento dos farmacos Saquinavir
(antiviral), Zanamivir (antiviral), Norfloxacina (antimicrobiano), Dorzolamida
(antiglaucoma), bem como Oximorfona (analgésico narcético em triagem clinica)
(Figura 42) (HONGMAO, 2016; PRIETO-MARTINEZ et al., 2019; WILTGEN, 2019).

Figura 42 — Promissores hits obtidos ou reposicionados por meio de estratégias
de CADD.

.............................................

 Diferentes abordagens
: com o auxilio de CADD :

..................................................................................................................................................

oo
No Mg 0, WNH a H
| P d 0 S/
OH —
/N N/
N* OH cl o
OH }

Cl Triclabendazol

/ O
Fore?” _ Cr0gg

Isotretinoina =0

O=UJ—Z

Zinc13359679 Paroxetina

Cl

X, é@o
Hu o @

] .
Sertaconazol Plronarldlna H3CJ Nequimed125

.................................................................................................................................................

FONTE: AUTOR, 2020.



67

Além destes farmacos, CADD pode ser aplicada no desenvolvimento de novos
compostos ativos contra a doenca de chagas, frente a diferentes alvos, onde esta
abordagem demonstrou ser bastante promissora, onde diversos compostos foram
apresentados como potenciais frente esta severa enfermidade (Figura 43) (CORTES-
RUIZ et al., 2018; LOPEZ-LOPEZ et al., 2020).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Sintetizar novos derivados 2-iminotiofen-tiazolidinicos planejados com
potencial atividade frente ao parasito Trypanosoma cruzi e Leishmania

amazonensis.

3.1.1 Objetivos especificos

e Sintetizar derivados 2-iminotiofeno-tiazolidinicos com modificacdes estruturais
especificas em torno do composto LQM83.

e Avaliar a viabilidade celular (citotoxicidade) através do ensaio de MTT;

e Auvaliar, in vitro, a atividade antichagasica dos derivados frente a macrofagos

infectados com formas amastigotas de Trypanosoma cruzi;

e Avaliar, in vitro, a atividade dos novos derivados frente a inibicdo da enzima
cruzaina (especifica para o parasito);

e Avaliar, in vitro, a atividade leishmanicida dos derivados frente a macrofagos
infectados com formas amastigotas de Leishmania amazonensis;

e Avaliar, in vitro, a atividade dos novos derivados frente a inibicdo da enzima
CPB (especifica para o parasito);

e Analisar mecanismo de acdo das moléculas mais ativas, através de modelos

computacionais de ancoragem molecular (docking).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1  Secao experimental

4.1.1 Cromatografias

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de
Silica Gel 60 F254 (MERCK®) de 0,25 mm de espessura. Para a visualizagéo destas
e interpretacdo dos resultados, fez-se utilizacdo de luz emissora de radiacdo
ultravioleta (UV) no comprimento de onda (A) de 254 nm. Para cromatografia em
coluna classica, utilizou-se silica gel 60 (230-400 Mesh, MERCK®), em gradiente

isocratico com sistema eluente pré-determinado para respectiva reacao.

4.1.2 Pontos de Fusao

Para a determinacdo dos pontos de fusdo, fez-se utilizacdo do equipamento
MSTecnopon®, modelo PFMII Digital, em tubos capilares contendo cada uma das

amostras individualmente.

4.1.3 Caracterizacéao estrutural por RMN de 'H e 13C.

Os espectros de RMN *H e 13C foram obtidos através do equipamento Briker®,
modelo Avance DRX 600s MHz — UltraShield®, do Nudcleo de Analises de Produtos
por Ressonancia Magnética Nuclerar — IQB/UFAL, direcao do Prof. Dr. Edson Bento.
Foi utilizado DMSO-ds como solvente analitico. Referente aos espectros, 0s
deslocamentos quimicos (&) foram computados em partes por milhdo (ppm), onde foi
empregado tetrametilsilano (TMS) ou os solventes DMSO-ds / CDCIz como referéncia
interna. As constantes de acoplamento (J) inerentes aos sinais de RMN de tH foram
computadas em Hertz (Hz) e as multiplicidades dos sinais foram instituidas da
seguinte maneira: singleto (s), singleto largo (sl), dubleto (d), duplo dubleto (dd),

tripleto (t), quarteto (qg), quinteto (qi), sexteto (sex), septeto (sep), e multipleto (m).
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4.1.4 Andlise do grau de pureza relativo

A analise do grau de pureza relativo dos respectivos compostos foi feita por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de luz ultravioleta a 254
nm (CLAE/HPLC-UV), utilizando o equipamento Shimadzu ©®, modelo SIL-20AHT,
além de coluna C-18 Supelco Discovery®, 25 cm x 4.6 mm, 5 uM, utilizando como fase
movel isocratica MeOH 100% (grau HPLC) e acetato de etila como diluente (grau
HPLC).

4.2  Planejamento racional dos compostos 2-iminotiazolidinicos

Apos a andlise bibliografica nas bases literarias que abordam o assunto, optou-
se por planejar moléculas com regifes estruturais preditas em diversos estudos

relevantes realizados in silico e in vitro, com o intuito de

4.2.1 Seleg¢ao do composto hit LQM83

De acordo com os avancos publicados pelo Laboratério de Quimica Medicinal,
Silva-Junior et al. (2016) reportou o planejamento e sintese de 20 novos derivados
hibridos tiofeno-tiazolidinas, contendo o grupo espacador imina aplicando, para isto,
a técnica de restricdo conformacional na regido tioamida.

Com isto, o composto hit LQM83 demonstrou ser o melhor inibidor planejado
pelo grupo de pesquisa frente a enzima cruzaina (SILVA-JUNIOR et al., 2017),
interagindo com os residuos criticos Gly?3, Cys?®, Gly®°, apresentando Clso= 2,4 UM e
97% de inibicdo desta (Figura 43). Em adicéo, este derivado promoveu Clso= 9,7 uM
frente amastigotas de T. cruzi, com 53,07% de inibicdo, além de nédo ser ativo perante
as formas tripomastigotas do parasito em questéao.

Desta forma, o estudo culminou num derivado inédito, com um desenho de
hibridacdo de heterociclos até entdo ndo estudados, promovendo um derivado
promissor a analisado, de forma a realizar possiveis modificagdes estruturais com o
intuito de se obter novos compostos bioativos frente a amastigotas, tendo a enzima

cruzaina como o alvo direcionado para estes.
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Figura 43 — Diagrama 2D das interacfes entre LQM83 e a enzima cruzaina.
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FONTE: AUTOR, 2022. Diagrama gerado a partir do programa Discovery Studio
Visualizer v20.1.0.19295. PDB utilizado: 1AIM. O derivado apresentou fitscore de
57.9720 calculado com a fungdo ChemPLP (software GOLD®).

4.2.2 Aplicacéo das técnicas de bioisosterismo classico (monovalente e extenséo da

cadeia alquil) e nao classico (grupos funcionais).

A partir do derivado LQM83, diversas modificagdes foram planejadas com base
em diferentes abordagens da técnica de bioisosterismo, com o intuito de produzir
novos analogos potencialmente ativos e avaliar interacBes promissoras com o sitio
ativo enzimatico (CHEN, X. et al., 2020; LIMA, L. M.; BARREIRO, 2017).

Neste contexto, 0 bioisosterismo classico monovalente foi utilizado inicialmente
para promover substituicbes na regido do anel fenil, com a finalidade de explorar

interag@es hidrofébicas, bem como grupos de caracteristicas basicas neste fragmento
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da molécula com o subsitio S2 da cruzaina, inserindo substituintes: 3-Cl, 4-Cl, 3,4diCl,
4-OH, 4-CHs, 4-OCHs (Figura 44) (NASCIMENTO, |. et al., 2020; SILVA-JUNIOR, E.
F. et al., 2016; SILVA-JUNIOR, DA et al., 2017).

Figura 44 — Aplicacao do bioisosterismo monovalente no anel fenil do hit LQM83,

el
s

gerando a série la-f.
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-
?Z< : Cl
: OH
.

FONTE:AUTOR, 2020.

Além disto, trabalhos recentes encontrados na literatura tém reportado tais
grupamentos substituintes do anel fenil-tiazolidina como sendo potenciais para
interacbes essenciais, em compostos contendo tal fragmento molecular, para a
elevacao da atividade inibitéria frente cruzaina e/ou formas amastigotas do parasito
estudado neste trabalho (MORAES, T. De et al., 2016; OLIVEIRA FILHO, DE et al.,
2017; ROCHA, D. A. et al., 2018).

Figura 45 — Planejamento das séries 2a, 3a e 4a com base no bioisosterismo

monovalente (extensao da cadeia alquil).
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R=H, 3-Cl, 4-Cl, 3,4diCl, 4-OH, 4-CH3, 4-OCH3

FONTE: AUTOR, 2020.

Logo depois, planejou-se aplicar, com base na série la-f, modificacdes

estruturais em torno da regiao alila, a partir da abordagem de bioisosterismo classico
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monovalente (extensao da cadeia alquil), dando origem a 4 novas séries: 2a-g (benzil),
3a-g (etil), 4a-f (fenil) (Figura 45), com a finalidade de observar potenciais interacdes
hidrofobicas entre os novos derivados e a enzima em questao.

Tendo-se em vista a abordagem de bioisosterismo nédo-classico, visando
avaliar a influéncia dos grupos amida, nitrila e &cido carboxilico em detrimento do
grupo éter etilico na posicéo 3 do anel tiofeno, planejou-se tais modificacbes em torno
das séries 5a, 6a e 7a-g, respectivamente. Para tanto, manteve-se conservada a

regido alil do composto hit LQMS83.

Figura 46 — Aplicacdo do bioisosterismo néo-classico para o planejamento das

séries ba, 6a, 7a-g.
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FONTE: AUTOR,2020.

Com isto, o grupo amida na posicdo 3 do anel tiofeno foi observado em
interacdes de compostos bioativos frente a cruzaina (WIGGERS et al., 2013); o grupo
nitrila constitui consideravel warhead promissor no desenvolvimento de inibidores de
cisteino proteases (ABRANYI-BALOGH et al., 2018; NDAO et al., 2014; OHNISHI et
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al., 2019; SILVA, D. G. et al., 2017); além do acido carboxilico ser um derivado da
hidrélise do grupo éster intracelularmente junto ao T. cruzi, avaliando se os derivados
da série 1la-f, bem como LQMS83 poderdo ser uma pro-droga e/ou a influéncia deste

grupo perante a enzima cruzaina (Figura 46).

4.3 Procedimentos reacionais

4.3.1 Procedimento geral de sintese dos derivados 3-substituidos-4,5,6,7-

tetraidrobenzo[b]tiofen-2-amina.

Os derivados 3-substituidos-4,5,6,7-tetraidrobenzol[b]tiofen-2-amina foram
utilizados como compostos de partida para das demais séries, sintetizados a partir da
reacdo de Gewald (ABAEE et al., 2017; BOZOROV et al., 2017; GEWALD, K, 1976;
GEWALD, Karl; SCHINKE, 1966).

Com isto, em um baldo de fundo redondo, foram adicionados em 20 mL de
etanol absoluto, 1mmol do correspondente ciano (cianoacetamida, cianoacetato de
etila ou malononitrila), Immol de trietilamina, 1Immol de cicloexanona e 1mmol de
enxofre elementar. A mistura reacional foi posta sob agitacdo a 0 °C por overnight,
permitindo-se atingir temperatura ambiente, sendo constatado seu término via CCD
analitica.

Dando continuidade, a solucdo foi submetida a uma particao liquido:liquido
(acetato de etila:H20 destilada), evaporada a seco sob vacuo a fase organica e, por
fim, recristalizada em MeOH:H2O destilada, produzindo os compostos (58-60)

(Esquema 4).

Esquema 4 — Obtencao dos compostos (58-60) utilizando a sintese de Gewald.

( N\

(58)

SN

N AN R o
J . é J s, EtOH, 0°C _ Of\&wz %NHZ (59)
R S

Overnight
g < ®

FONTE: AUTOR, 2020.
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4.3.2 Procedimento geral de sintese dos derivados N-alquil-3-substituido-4,5,6,7-

tetraidrobenzo[b]tiofen-2-amina.

Dando continuidade, em 20 mL de etanol absoluto, foi adicionado 1 mmol de
(58,59 ou 60), além de 1,2 mmol do correspondente isotiocianto (etil, alil, fenil ou
benzil) (Esquema 5). Com isto, a solugdo foi mantida sob agitagcdo constante a
temperatura ambiente, durante overnight. Apds o fim da reacao constatado via CCD
analitica, a mistura reacional foi adicionada agua destilada, rendendo os derivados
(DAS, D.; SIKDAR; BAIRAGI, 2016; SILVA-JUNIOR, E. F. et al., 2016; TUNCEL et al.,
2019).

Esquema 5 — Método de obtencdo dos derivados intermediarios N-alquil-3-

substituido-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofen-2-amina.

R, R,
=R,
| D—nn, + $7 EtOH, 25°C | D—nn
S ] - S NH
Overnight S>/_ R,

(61) R4= COOELt; Ry= alil;
(62) R4= COOELt; Ry= etil;
(63) R4= COOEt; Ry= benzil;
(64) Ry= COOEt; Ry= fenil;
(65) Ry= CONHy; R,= alil;
(66) R4= CN; R,= alil.

FONTE: AUTOR, 2020.

4.3.3 Procedimento geral de sintese dos derivados 2-iminotiofeno-3-tiazolidina (2a-g,

3a-g, 4a-f, 5a-g, 6a-q).

Os derivados hibridos 2-iminotiofeno-3-tiazolidina foram obtidos a partir dos
intermediarios N-alquil-3-substituido-4,5,6,7-tetraidrobenzol[b]tiofen-2-amina, onde
estes foram submetidos a rigidificacdo conformacional por meio do agente dieletrofilo
2-bromoacetofenona substituidas (CARDOSO, M. V. De O. et al., 2019; DAS, D.;
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SIKDAR; BAIRAGI, 2016; KRYSHCHYSHYN et al., 2019; PATHANIA; NARANG;
RAWAL, 2019; SCARIM et al., 2019; SILVA-JUNIOR, E. F. et al., 2016; TUNCEL et
al., 2019).

Desta forma, foi adicionado 1 mmol do correspondente intermediario
supracitado num tubo selado, contendo 3 mL de etanol absoluto, bem como a 2-
bromoacetofenona requerida, onde a solucao foi agitada sob 85°C por 40 minutos.

Logo apos constatado o término da reacdo via CCD analitica, foi adicionada
agua destilada gota-a-gota, de modo a observar turbidez da mistura reacional. Com
isto, o tubo foi resfriado a 0°C por overnight, onde o sélido obtido foi entéo filtrado e
seco sob vacuo, rendendo os derivados requeridos 2-iminotiofeno-3-tiazolidinicos

(Esquema 6).

Esquema 6 — Procedimento geral para obtencdo dos derivados hibridos 2-

iminotiofeno-3-tiazolidinicos.

%N; BI\J\OR EtOH, 85°C I \>
s NH. + AL LA N/
S, R 40min ° S%N

(1a-f) R4= COOEt; R,= alil;

(2a-g) Ry= COOEt; R,= etil;

(3a-g) Ry= COOEt; R,= benzil;

(4a-f) Ri= COOELt; Ry= fenil;

(5a-g) Ry= CONH,; R,= alil;

(6a-g) Ry= CN; R,= alil. Rs=H, 3-Cl, 4-Cl, 3,4diCl, 4-OH, 4-CH;, 4-OCHs.

FONTE: AUTOR, 2020.

4.3.4 Procedimento geral de sintese dos derivados 2-iminotiofeno-3-tiazolidina (7a-g).

Para obtencdo dos acidos carboxilicos na posicdo 3 do heterociclo tiofeno,
partiu-se da série 1la-g, bem como do hit LQM83, de modo estes compostos foram
submetidos a uma hidrdlise basica do grupamento éster etilico.

Desta forma, com base na metodologia descrita por Flood et al. (2017) os
derivados a supracitados foram solubilizados em 3mL de etanol absoluto em tubo de

microondas de 10 mL, seguido da adicdo de 1mL de solu¢do de NaOH (P.V. 20 %),
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onde a solucao foi submetida a irradiacdo em microondas a 85°C, com poténcia de 50
watts.

Quando finalizada a reacéo, constatada via CCDA, foi adicionado gota-a-gota
HCI (3M) sob agitacdo magnética, por 10 minutos, até formar todo o precipitado. Por
fim, a solucado foi resfriada a 0°C, onde os produtos requeridos foram filtrados e

secados a vacuo (Esquema 7).

Esquema 7 - Procedimento geral para obtencdo dos derivados &cidos
carboxilicos (7a-g) mediante hidrdlise basica.

O O// O ol
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|R=H, 3-Cl, 4-Cl, 3,4diCl, 4-OH, 4-CHj, 4-OCHs,

FONTE: AUTOR, 2020.

4.4 Avaliacao bioldgica frente a promastigotas e amastigotas de Leishmania

amazonensis

4.4.1 Manutencao de parasitos e macrofagos

Parasitos da  espécie Leishmania  (Leishmania) amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8), foram mantidos in vitro na sua forma promastigota em meio
Schneider suplementado [20% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina] (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA), pH 7, a 26 + 1 °C em incubadora Biochemical Oxigen Demand (BOD)
(Eletrolab EL202, S&o Paulo, Brasil) e repicadas semanalmente.

A linhagem celular de macr6fagos murinos RAW 264.7 foi conservada em
frascos de cultura celular de 750 cm? (Corning Glass Workers — New York — USA) em
meio DMEM suplementado (10 % de SFB, 1% de antibiético - 100 U/mL de penicilina
e 100 ug/mL estreptomicina) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), pH 7, a 37 °C, 5 % de
CO2 com 80 % de umidade. Os repiques foram realizados ap0s as células atingirem
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a confluéncia, caracterizada pela formagdo de uma monocamada de células em torno

de 48 h a 72 h apds o acondicionamento.

4.4.2 Preparo das substancias avaliadas

Para os testes in vitro, foram preparadas solugbes-estoque das substancias
nas concentragbes de 40 mg/mL em dimetilsulfoxido — (DMSO) (Mallinckrodt
Chemicals, St. Louis, EUA). Para cada teste a solugcéo-estoque foi diluida nos meios

de cultura apropriados até atingir as concentracdes finais desejadas.

4.4.3 Atividade antipromastigota

A inibicdo do crescimento de formas promastigotas foi avaliada com base em
Nunes et al. (2021). Formas promastigotas em fase logaritimica de crescimento foram
cultivadas em placas de 96 pocos (1 x 108 parasitos/pogo) contendo 100 pL de meio
Schneider suplementado, em triplicata, contendo concentracbes seriadas das
substancias-teste (25 a 1,56 uM). As placas foram incubadas em BOD a 26 °C por 72
h. Apés o periodo de tratamento, 10 yL de MTT (5 mg/mL) foram aplicados em cada
poco para estabelecer a avaliacdo colorimétrica da inibicdo de crescimento. Em
seguida a placa foi novamente incubada por mais 4 h, seguidamente recebendo a
adicao de 50 pL de solugéo de dodecil sulfato de sédio (DSS) a 10 % (p/v em agua
destilada) para a solubilizacdo dos cristais de formazan. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro de microplacas a 540 nm (modelo Biosystems ELx800, Curitiba,
PR, Brasil). O controle negativo foi realizado com meio Schneider suplementado e

contendo 0,2 % de DMSO, considerado como 100 % de viabilidade das leishmanias.

4.4.4 Atividade antiamastigota

Macrofagos, na concentracdo de 1 x 108 células/mL de meio DMEM completo,
foram adicionados a placas de cultura com 24 pogcos contendo laminulas estéreis
redondas de 13 mm. As placas foram incubadas a 37°C e 5% de CO:z por 3 h para a
adeséo celular. Apos este periodo, o meio foi aspirado e um novo meio foi adicionado

contendo formas promastigotas de L. amazonensis em fase estacionaria de
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crescimento, na proporcdo de 10 promastigotas para 1 macrofago em cada poco.
Apo6s 3 h de incubacdo a 37°C e 5% de CO2, o meio foi aspirado para remover
macrofagos e promastigotas livres e realizadas trés lavagens com PBS pré-aquecido
a 37°C. Em seguida, 1 mL de DMEM completo foi adicionado em cada pogo contendo
concentracbes seriadas de 0,78 a 25 puM das substancias-teste em triplicata. As
culturas foram entdo incubadas a 37°C e 5% de CO:z por 72 h, ao final do qual as
laminulas foram removidas, fixadas e coradas com Panético rapido (Laborklin®,
Parana, BRA) e montadas em laminas permanentes com o uso de Entelan® (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA). Para cada laminula, 300 macréfagos e o numero de
amastigotas em cada macréfago foram quantificados por microscopia Optica com
aumento de 1000 x. O controle negativo foi realizado com meio DMEM completo a
0,5% de DMSO.

4.4.5 Citotoxicidade em macréfagos

Em uma placa de 96 pocos foram colocados 100 pL de meio DMEM
suplementado e 1 x 10° macréfagos RAW 264.7 por pogo. Ap6s 4 h de incubacéo a
37 °C e 5 % de CO:2 para adesao celular foram realizadas trés lavagens com PBS
estéril. Em seguida, foram adicionados 100 pL de meio DMEM suplementado
contendo diferentes concentragdes das substancias (200 a 1,56 pM) e incubados por
um periodo de 72 h. No final do periodo foi aplicado 10 pyL de MTT (5 mg/mL) e
incubado por mais de 4 h. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e adicionado 100
ML de DMSO em todos os pogos. Apos 30 min de agitagao, a leitura foi realizada a
540 nm em uma leitora de placa. Meio DMEM suplementado e contendo 0,5 % de
DMSO foi usado como controle negativo e considerado como 100 % de viabilidade de
macrofagos (NUNES et al., 2021).

4.4.6 Andlise estatistica

As diferentes concentracfes médias sobre formas promastigotas (Clso) e
macrofagos (CCso) foram calculadas por regressédo nao linear. Para comparacdes

entre grupos foram realizadas as andlises de variancia ANOVA seguida pelo teste de
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Tukey através de um programa estatistico, tomando-se o valor de p < 0,05 como nivel

maximo de significancia estatistica.

4.5 Modelagem in silico

4.5.1 Dados computacionais

Os estudos de docking molecular foram realizados em notebook Dell®, modelo
5000, processador Intel® 15-5200U, CPU 2,2 GHz, memdria RAM 4Gb e plataforma
operacional Windows 10 pro 64 bits. As simulacées de dinamica molecular
relacionadas as enzimas foram realizadas em workstation Dell®, modelo T3600 6C,
processador Intel® Xeon E5-1660, CPU 3,3 GHz, memoéria RAM 16Gb e plataforma

operacional Linux®.

4.5.2 Modelagem por homologia

Pelo fato de ndo haver estrutura cristalografica da cisteina protease da
Leishmania amazonensis (CPLa), optou-se entdo pela modelagem comparativa e
assim a construgdo do modelo baseado nos estudos de Freitas et al. (2018) e Fuijii
(2018). Inicialmente, a sequéncia de aminoacidos referentes a requeria cisteina
protease foi obtida na base de dados National Center for Biotechnology Information
Search database (NCBI, (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), sob o codigo AAP21894,

constituida de 353 aminoacidos. Logo apés, foi realizada uma busca de proteinas com

identidade estrutural por meio do servidor Basic local alignment search tool (BLAST,
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

Neste sentido, a busca demonstrou 100 sequéncias homologas, de modo que
a que apresentava o melhor alinhamento foi com a cruzaina do T. cruzi (PDB: 1AIM),
utilizando-a como molde. O modelo foi construido por meio do web-software Swiss-

Model (https://swissmodel.expasy.org/) e validado por meio do grafico de

Ramachandran gerado pelo web-software SAVES (https://saves.mbi.ucla.edu/). Por

fim, o modelo gerado foi alinhado com o PDB original (1AIM) por meio do software
PyMol e calculado o valor de Root Mean Square deviation (RMSD) para a validagéao
final do modelo.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://swissmodel.expasy.org/
https://saves.mbi.ucla.edu/
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4.5.2 Simulacdo de dindmica molecular da enzima cruzaina

A simulacdo de dindmica molecular da cruzaina foi realizado seguindo a
metodologia proposta por OLIVEIRA (2018). A estrutura cristalografica da cruzaina foi
obtida através da base de Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein
Data Bank — RCSB PDB, cédigo 1AIM (https://www.rcsb.org/structure/3106).

A escolha o PDB foi realizada apds um protocolo de validacdo por re-docking
(sesséo 4.5.3). A simulacdo dinamica foi realizada através do software GROMACS®

(http gromacs://www..org/), em que foram removidas as moléculas de agua co-

cristalograficas, e adicionados os atomos de hidrogénio. Utilizou-se entdo o campo de
forca CHARMM36, adicionando a enzima em uma caixa cubica de 1 nm em condi¢des
fisiologicas neutras.

Assim, foram adicionadas 9064 moléculas de agua e 13 ions de sédio pelo
método SPC (Single Point Charge) para a distribuicdo das moléculas através do
sistema. Apds o sistema solvatado e montado, € necessério garantir que nao ocorram
problemas estéricos e nem geometria inadequada, sendo necessaria uma
minimizacao da energia do sistema. Logo apds a minimizac¢éo, solvente e ions foram
equilibrados ao redor da proteina. Esse equilibrio foi conduzido em duas fases: NVT
(Nimero de particulas, volume e temperatura constante) e NPT (Numero de
particulas, pressao e temperatura constante).

Os equilibrios NVT e NPT foram realizados a uma temperatura de 300K e
pressdo de 1 bar (para na NPT) a 100 ps. Com o sistema bem equilibrado a
temperatura e pressao desejados, realizou-se entdo a simulacdo dinamica a 100 ns.
Ao finalizar a simulacéo, foi gerado o grafico de RMSD através do software Xmgrace®,
sendo comprovada a estabilidade da enzima nas condi¢des propostas pela simulacéo.
Apés a simulacao da dindmica molecular, foi realizada uma anélise dos clusters do
arquivo gerado pela dinamica através do software Chimera® em que foi escolhido
aguele que apresentou maior representatividade. Por fim, realizou-se a validagao da
dindmica molecular através da obtencdo do grafico de Ramachandran por meio do

web-software SAVES® para comprovacéo da estabilidade da enzima.

4.5.3 Docking molecular


https://www.rcsb.org/structure/3I06
http://www.gromacs.org/
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Inicialmente, faz-se necessario validar o protocolo de triagem para a escolha
da estrutura cristalografica e funcédo de pontuacdo mais adequados. Assim, realizou-
se um re-docking para o célculo de RMSD em cada uma das fun¢cdes de pontuacao
disponiveis no software GOLD® (ChemPLP, GoldScore, ChemScore e ASP) em 26
estruturas cristalograficas da enzima cruzaina disponiveis na base de dados Protein
Data Bank (PDB). O PDB id 1AIM foi selecionado do mapa de calor gerado pelo
Microsoft Excel® usando o algoritmo ChemPLP (RMSD de 0,238) como o
procedimento mais apropriado. Este protocolo est4d seguindo o0s descritos
anteriormente por nosso grupo de pesquisa (NASCIMENTO et al., 2021,
NASCIMENTO et al., 2022).

A enzima foi submetida a simulacées MD a 100 ns para obtencédo da forma
nativa (conformacdo mais estavel). Paralelamente, foram geradas 10 conformacdes
para cada ligante por meio do software MarvinSketch®, em que a mais estavel foi
otimizada geometricamente utilizando o software ArgusLab® pelo método semi-
empirico AM1 (Austin Model 1). Para o docking, hidrogénios foram adicionados e uma
regido de 6 A em torno do ligante co-cristalizado foi selecionada usando a eficiéncia
méaxima do algoritmo. Assim, 10 poses de ligacéo foram geradas para cada ligante, e
a pose de valor de pontuacédo de ajuste mais significativo foi escolhida. Por fim, os
diagramas 2D das interacdes realizadas com o sitio catalitico foram gerados através
do software Discovery Studio® e as figuras das superficies hidrofébicas foram geradas

pelo software Chimera®.

4.5.4 Estudos de farmacocinética in silico

Estudos de farmacocinética in silico foram realizados para os derivados mais
promissores obtidos apos os ensaios bioldgicos frente a promastigotas e amastigotas
de L. amazonensis, bem como ensaios de docking molecular frente a enzima
cruzaina. Neste sentido, as andlises de semelhanca de drogas in silico foram
realizadas usando a ferramenta de web-software Swissadme (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017) (http://www.swissadme.ch/), obtendo célculos de ADMET - abreviacéo

de absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade, bem como se estes

séo inibidos pela P- glicoproteina (P-gp). Esses dados correspondem a parametros
importantes no processo de design e desenvolvimento de medicamentos (FERREIRA,
L. L. G.; ANDRICOPULO, Adriano D., 2019b; JIA, C.-Y. et al., 2020).


http://www.swissadme.ch/
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéo dos compostos de partida (58-60) utilizando a sintese de Gewald.

Os compostos heterociclos 2-aminotiofenos foram obtidos a partir da sintese
de Gewald, sem dificuldades nas etapas de sintese e purificacdo, de modo que os
parametros reacionais se perfizeram consideravelmente satisfatorios. Contudo, houve
troca da base morfolina pela base trietilamina, o que proporcionou uma melhora
consideravel no rendimento dos produtos requeridos.

Desta forma, os produtos (58) e (60) foram previamente sintetizados pelo grupo
de pesquisa a partir da metodologia de Silva-Junior, E. F. et al. (2016). Com base
nisso, o composto (59) foi entdo sintetizado e caracterizado, sendo utilizado como

material de partida para este trabalho.

5.1.1 Mecanismos reacionais

O mecanismo reacional envolvendo a sintese de Gewald consiste numa reacao
one-pot contendo trés componentes basicos: uma carbonila cetbnica (neste caso, a
cicloexanona foi utilizada); uma nitrila ativada (cianoacetamida, cianoacetato de etila
e malononotrila), além do enxofre elementar.

Inicialmente, ocorre a ativacdo do componente nitrila a partir da captura de um
préton a-ciano, de modo a proporcionar a condensacao entre o derivado nitrilico e a
carbonila cetdnica via Knoevenagel-Cope, ocorrendo, logo apés, a liberagdo de uma
molécula de agua.

Posteriormente, a base trietilamina (neste caso, houve troca da morfolina,
presente a grande maioria dos trabalhos reportados na literatura envolvendo a
formacao de produtos por meio da sintese de Gewald, pela trietilamina, presente em
alguns trabalhos (ABAEE et al., 2017; BOZOROQV et al., 2017)) desprotona o grupo
metileno a-nitrila para, em seguida, ocorrer a adicdo do enxofre (S-nucledfilo).

Finalmente, acontece um ataque intramolecular nucleofilico a nitrila,
favorecendo a ocorréncia de tautomerismo amino-iminico, dando origem ao anel 2-

amino tiofeno (Esquema 8).
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Esquema 8 — Proposta de mecanismo simplificado envolvendo a obtencéao dos

compostos (58-60).
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FONTE: AUTOR, 2020.

5.1.2 Caracterizagcédo por RMN H e13C

Apds a obtencéo dos produtos, observou-se que a caracterizagao estrutural por
meio de *H envolve um sinal multipleto para 4H em torno de 1,65-1,70 ppm, bem como
2 tripletos em torno de 2,44 e 2,57 ppm, referentes aos 4 metilenos do cicloalquil ligado
ao anel tiofeno. Ainda, pode-se observar um singleto largo para 2H em
aproximadamente 6,90 ppm, referente ao NH2 dos heterociclos formados.

Neste contexto, a caracterizagao por 13C se deu por conta de 4 sinais entre 22-
26 ppm, referentes aos mesmos metilenos supracitados. Em adi¢do, observa-se o

carbono ligado ao grupo -NHz em torno de 159 ppm.

5.1.2.1 2-amino-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato de etila (58)

o [
(6]

[ d—nm,
S
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e Aspecto: Amarelo cristalino; MM: 225,08 g/mol; rendimento: 98%; PF: 134-135;
Rf: 0,50 (Hex/AcOEt 8:2).

e RMN H e 13C: (SILVA-JUNIOR, E F et al., 2016).

5.1.2.2 2-amino-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxamida (59)

0
NH,

[ Y,
S

e Aspecto: Solido amarelo palido; MM: 196.0607 g/mol; rendimento: 85%; PF:
163-165 °C; Rf: 0,50 (Hex/AcOELt8:2).

e RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): = 1.65-1.70 (m, 4H, CH2); 2.44 (t, 2H, J
=5.92 Hz, CH2); 2.57 (t, 2H, J = 5.92 Hz, CH2); 6.90 (sl, 2H, NH>).

e RMN 23C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 23.01 (CH2); 23.20 (CH2); 24.50 (CH2);
26.38 (CH2); 107.99 (Cq); 116.01 (Cq); 130.49 (Cq); 159.43 (C-NH2); 168.31
(C=0) (Anexo A).

5.1.2.3 2-amino-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (60)

N
/)
| —nm,
S

e Aspecto: Amarelo cristalino; MM: 178,0565 g/mol; rendimento: 98%; PF: 143-
146; Rf: 0,50 (Hex/AcOEt 8:2).

e RMN H e 3C de acordo com Silva-Junior, E F et al., (2016).

5.2 Obtencdo dos derivados N-alquil-3-substituido-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofen-2-

amina.

Esta série de compostos intermediarios foram obtidos com base na literatura
disponivel (SILVA-JUNIOR, E. F. et al., 2016), com rendimentos satisfatorios e sem

problemas nas etapas de purificacdo, adquirindo os compostos (61-66).
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5.2.1 Mecanismo reacional

O mecanismo para obtencédo destes compostos envolve um ataque nucleofilico
da amina da posicdo 2 dos compostos (58-60) ao carbono sp do requerido
isotiocianatos N-substituido. Logo apds, enxofre sp? se comporta como uma carbonila,
de forma a restabelecer a ligac&o dupla, onde a carga negativa ira, entao, se deslocar
para o nitrogénio vicinal que, por sua vez, ird abstrair o préton do nitrogénio
responsavel pelo ataque nucleofilico inicial, de forma a estabilizar a molécula formada

(Esquema 9).

Esquema 9 — Mecanismos reacionais envolvendo a obtencdo dos compostos
(61-66).

R R
R \ ’3
Of\gii}“z + s&c//w | é\lj
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(61) Ri= COOELt; Ry= alil;
(62) Ri= COOELt; Ry= etil;
(63) Ri= COOELt; Ry= benzil;
(64) Ri= COOEt; R,= fenil;
(65) Ri= CONH,; Ry=alil;
(66) Ri= CN; R,= alil.

FONTE: AUTOR, 2020.

5.2.2 Caracterizacdo por RMN 1H e 13C

Para a caracterizacdo espectroscopica desta série, observou-se no RMN 1H o
mantimento do padrdo de sinais demonstrado na secdo 5.1.2, além dos sinais
caracteristicos dos substituintes n-isotiocianatos. Contudo, um sinal contundente para
a formacao do requerido produto foi observado no RMN 13C, com um sinal em torno

de 170 pmm, referente ao carbono C=S da tioureia gerada.
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5.2.2.1 2-(3-aliltioureido)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato de etila (61)
o [

(0]

|\NH

S }—NH
g

!

e Aspecto: Sélido amorfo marrom palido; MM: 324.10 g/mol; rendimento: 82%;
PF: 173-174 °C; RF: 0,50 (Hex/AcOEt 8:2).

e RMN *H e 13C de acordo com Silva-Junior, E F et al., (2016).

5.2.2.2 Etil-2-(3-etiltioureido)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (62)

o [

O

| N—NH
S
'

e Aspecto: Sdlido amarelo palido; MM: 312,0966 g/mol; rendimento: 85%; PF:
182-185 °C; RF: 0,50 (Hex/AcOEt 8:2).

e RMN !H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.30 (t, 3H, J = 7.55 Hz, CHs alquil);
1.30 (t, 3H, J = 7.06 Hz, CHs éster); 1.70-1.71 (m, 4H,CH2); 2.55-2.56 (m,
2H,CH>); 2.68-2.70 (m, 2H,CH>); 3.41-3.45 (m, 2H,CH2 éster); 4.28 (q, 2H,CH:2
alquil); 9.40 (s, 1H, NH); 11.47 (s, 1H, NH) (Anexo B).

5.2.2.3 Etil 2-(3-benziltioureido)-4,5,6,7-tetraidrobenzol[b]tiofeno-3-carboxilato (63)

o

o
S >/-—NH
0
e Aspecto: Solido amarelo palido; MM: 374,1123 g/mol; rendimento: 89%; PF:

195-197 °C; RF: 0,50 (Hex/AcOEt 8:2).

e RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-de): 8= 1.13 (t, 3H, J = 7.31, CHa); 1.69-1.74
(M, 4H, CH2); 2.55-2.57 (m, 2H,CHz); 2.68-2.71 (m, 2H,CH2); 4.27 (g, 2H,J =
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7.34 Hz, CH:éster); 4.68 (d, 2H,J =5.14 Hz, CH2 benzil); 7.25-7.29 (m, 1H,Har);
7.32-7.37 (m, 4H,Har); 9.88 (s, 1H, NH); 11.56 (s, 1H, NH).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 14.57 (CHs); 22.90 (CH2); 22.99 (CHy2);
24.05 (CHy); 26.37 (CH2); 47.90 (NCHy2); 60.68 (OCH2); 111.41 (Cq); 125.39
(CH ar);127.59 (Cq); 128.18 (CH ar); 128.81 (CH ar); 130.19 (Cq); 138.55 (CH
ar); 150.88 (Cq); 166.18 (C=0); 178.21 (C=S) (Anexo C).

5.2.2.4 2-(3-feniltioureido)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato de etila (64)

o [

0]

|\NH

S >/-—NH
g

Aspecto: Solido amorfo branco; MM: 360.10 g/mol; rendimento: 98%; PF: 199-
200 °C; Rf: 0.50 (Hex/AcEOt 8:2);

RMN *H e 13C de acordo com Silva-Junior, E F et al., (2016).

5.2.2.5 2-(3-aliltioureido)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxamida (65)

O

NH,
C(KNH
S
r z
\

Aspecto: Solido amarelo palido; MM: 295,0813 g/mol; rendimento: 90%; PF:
177-180°C; RF: 0,50 (Hex/AcOEt 8:2).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 1.70-1.73 (m, 4H, CH2); 2.57-2.59 (m,
2H,CHy2); 2.64-2.67 (m, 2H,CH>); 4.07 (s, 2H, CH2CH=CH2); 5.11 (d, 1H,J =
9.88 Hz, CH2.CH=CHy); 5.18 (d, 1H, J= 16.39 Hz, CH2CH=CH>); 5.82-5.88 (m,
1H, CH); 6.95 (s, 1H, NH); 7.05 (s, 1H, NH); 9.13 (s, 1H, NH); 11.56 (s, 1H, NH)
(Anexo D).
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5.2.2.6 2-(3-aliltioureido)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (66)
I
| N—NH
S S>/-—NH

!

e Aspecto: Solido amorfo branco; MM: 277,0707 g/mol; rendimento: 95%; PF:
177-179 °C; RF: 0.50 (Hex/AcEOt 8:2);
e RMN !H e 3C de acordo com Silva-Junior, E F et al., (2016).

5.3 Obtencéo dos derivados hibridos 2-iminotiofeno-3-tiazolidinicos — séries (1a-6a)

Para a obtencdo dos hibridos 2-iminotiofeno-3-tiazolidinicos foi aplicada a
metodologia até entdo utilizada, descrita por Silva-Junior, E. F. et al. (2016). Desta
forma, para a ciclizacdo da regido tioamida pelo dieletrofilo 2-bromoacetofenona
substituido, foi-se aplicada uma proporcao equimolar, sob 85°C, em banho de 6leo,
com 15 mL de solvente EtOH por overnight.

No entanto, ap6s 24h de reacao, a analise por CCD demonstrou, apesar do
consumo total do regente limitante, a formagcédo de véarios subprodutos, ndo sendo
possivel, assim, a purificagdo de algum produto para caracterizagao.

Desta forma, apO0s busca na literatura, observou-se que alguns trabalhos
mantinham a proporcdo equimolar com relacdo a 2-bromoacetofenona substituida.
Contudo, utilizavam o tempo de 2 horas sob irradiacao por ultrassom, com 25 mL de
isopropanol como solvente (OLIVEIRA FILHO, DE et al., 2017) ou, ainda, 1 hora a
temperatura ambiente, utilizando 20 mL do mesmo solvente (MORAES, T. De et al.,
2016). No entanto, ambas metodologias ndo se aplicaram, onde as reacfes para
obtencdo dos produtos 2-iminotiofeno-3-tiazolidinicos apresentaram diversos
subprodutos, inviabilizando a purificagéo para caracterizacao.

Idealizou-se, entdo, apds tentativas sem sucesso de reducdo de temperatura
para 60°C ou ambiente, em consonancia com o aumento do tempo reacional, a
formacao dos produtos requeridos ocorreu de forma otimizada em tubo selado com
apenas 3 mL de solvente EtOH, haja vista sua facilidade em solubilizar os reagentes
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e, ainda, possuindo menor toxicidade e sendo mais acessivel, além de manter a
proporcao equimolar.

Assim, ap6s 40 minutos de reacédo, foi analisado por CCD que havia total
consumo dos reagentes, concomitantemente com a formac&do de produto, a
metodologia mais adequada para formacao desta classe de produtos. Com isto, ap0s
adicionar agua destilada gota-a-gota no tubo reacional, a solucdo apresentou-se em
turbidez, onde a mesma foi resfriada e, em 2 horas, foi observada a formacéo dos
produtos precipitados, sendo estes entdo filtrados e secos sob vacuo. Deste modo, a
metodologia aplicada apresentou-se eficaz, de baixo custo e toxicidade, além de obter

0s produtos em rendimentos guantitativos.

5.3.1 Mecanismos reacionais envolvendo a rigidificagcdo promovida pelo dieletrofilo 2-

bromoacetofenona

Para a formacdo do produto idealizado, ocorre, inicialmente, um equilibrio
tautomérico, com formacao do tiol em detrimento a tioamida. Sendo assim, o par de
elétrons do tiol (mais elétron-disponivel) ataca o carbono a-halogenado da
bromoacetofenona, ocasionando a saida do grupo abandonador halogenado, em que,
posteriormente, o ion brometo abstrai o préton do tiol, de forma a estabiliza-la
Esquema 10).

Seguindo o mecanismo reacional, ocorre um ataque intramolecular do par de
elétrons livre da amina a carbonila do dieletréfilo, onde o oxigénio, carregado
negativamente, abstrai o proéton do nitrogénio positivamente carregado, estabilizando
a estrutura formada. O mecanismo culmina com a espécie acida protonando a
hidroxila do anel formado, favorecendo uma 3-eliminagéo por desidratacdo (Esquema
10).



93

Esquema 10 - Proposta de mecanismo simplificado para a rigidificagdo

envolvendo o dieletr6filo 2-bromoacetofenona.
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o Y =%, =%, | R1= CONHy; R,= alil;
Br Ri= CN; R,=alil.
Rs=H, 3-Cl, 4-Cl, 3,4diCl, 4-OH, 4-CHs3, 4-OCH,

\.

FONTE: AUTOR, 2020.

Em adicdo, observa-se que a regiosseletividade para formacdo do produto

hibrido requerido se da conforme observado em Eltsov et al. (2004), de modo que 0 0

nitrogénio responsavel pelo tautomerismo refere-se ao ligado ao grupo Rz, onde, apés

a imina formada entre o C tioureido e o N diretamente ligado ao heterociclo tiofeno,

uma ligacéo de hidrogénio estabiliza o tautdmero formado, de modo a proporcionar o

mecanismo reacional conforme demonstrado no esquema 10. Ademais, tal formagao

da ligagcao de hidrogénio intramolecular ndo pode ser observada perante o nitrogénio

diretamente ligado ao heterociclo, onde, se ocorresse, favoreceria a formacao

regiosseletiva ndo requerida (Esquema 11).
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Esquema 11 - Regiosseletividade da formacdo do heterociclo tiazolidina

direcionada pelo equilibrio tautomérico.
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FONTE: AUTOR, 2020.

5.3.2 Caracterizacdo por RMN 1H e 13C

Para a caracterizacao dos produtos requeridos através de RMN 'H, observou-
se um singleto em torno de 6.5-6.9 ppm referente ao hidrogénio do grupo -CH,
caracteristico da formacdo do heterociclo tiazolidina. Além disto, observou-se, por
meio de RMN 13C, o surgimento de um sinal em torno de 98-100 pmm, o0 que corrobora
com a formacado deste heterociclo de acordo com a literatura (OLIVEIRA FILHO, DE
et al., 2017; SILVA-JUNIOR, E F et al., 2016; TUNCEL et al., 2019).

5.3.4.1(2)-etil2-((3-alil-4-(3-clorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (1a)

o [
o
s cl

e Solido amarelo; MM: 458,0889 g/mol; Rendimento: 81%; PF: 215-217°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

e RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.21 (t, 3H, J=6.90 Hz, CH3); 1.69-1.79
(m, 4H,CH2); 2.64 (q, 4H, J= 5.72 Hz, CH2); 4.14 (q, 2H, J= 7.19 Hz, CH2CH3);
4.51 (d, 2H,J = 4.18 Hz, CH2CH=CH>); 4.87 (d, 1H, J=17.17 Hz, CH2CH=CHy);
5.09 (d, 1H, J= 10.44 Hz, CH2CH=CHpy); 5.85 (ddt, 1H, J= 4.87, 11.37 e 17.08
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Hz, CH2CH=CH.); 6.69 (s, 1H, SCH); 7.45 (d, 1H, J= 7.60 Hz, CH ar); 7.53 (t,
1H, J= 7.90 Hz, CH ar); 7.57 (d, 1H, J= 8.51 Hz, CH ar).

RMN 23C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 14.70 (CHs); 22.79 (CH2); 23.23 (CH2);
24.99 (CH2); 26.30 (CH2); 48.13 (CH2CH=CHy>); 59.67 (CH2CHz); 100.65 (SCH);
117.37 (CH2CH=CHy); 117.52 (CH ar); 125.40 (Cq); 128.14 (Cq); 129.16 (CH
ar); 129.89 (CH ar); 131.03 (CH ar); 132.96 (CH ar); 133.24 (CH); 133.79 (Cq
ar); 133.97 (Cq); 138.66 (Cq); 155.53 (Cq); 159.15 (Cq); 164.03 (C=0) (Anexo
E).

5.3.4.2(2)-etil2-((3-alil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-

tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (1b)

o [

Cl

Solido amarelo; MM: 458,0889 g/mol; Rendimento: 79%; PF: 221-224°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): &= 1.20 (t, 3H, J= 7.47 Hz, CH3); 1.70-1.77
(m, 4H,CH2); 2.64 (q, 4H, J=5.96 Hz, CH2); 4.14 (q, 2H, J= 7.21 Hz, CH2CH?3);
4.49 (d, 2H,J = 5.68 Hz, CH2CH=CH>); 4.85-4.89 (m, 1H, CH2CH=CHy>); 5.06-
5.09 (m, 1H, CH2CH=CH); 5.83 (ddt, 1H, J= 5.40, 10.79 e 16.37 Hz,
CH2CH=CHy); 6.63 (s, 1H, SCH); 7.48-7.51 (m, 2H, CH ar); 7.55-7.58 (m, 2H,
CH ar).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 14.69 (CHs); 22.79 (CH2); 23.22 (CH>2);
24.98 (CHy); 26.30 (CHz); 48.01 (CH2CH=CHy>); 59.65 (CH2CHs); 100.19 (SCH);
117.38 (CH2CH=CH?2); 117.44 (Cq); 125.35 (Cq); 129.25 (Cq); 129.86 (CH ar);
131.26 (CH ar); 133.16 (CH ar); 133.95 (Cq ar); 134.77 (Cq); 138.95 (Cq);
155.60 (Cq); 159.19 (Cq); 164.02 (C=0) (Anexo F).
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5.3.4.3(2)-etil2-((3-alil-4-(3,4-diclorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-

tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (1c)

o [
o
>N 7
s

N o
4

\
S\)\Q
Cl

Solido amarelo; MM: 492,0500 g/mol; Rendimento: 79%; PF: 227-229°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): &= 1.30 (t, 3H, J= 7.53 Hz, CH3); 1.70-1.77
(m, 4H,CH>); 2.62-2.66 (m, 4H, CH2); 4.14 (q, 2H, J= 7.95 Hz, CH2CH3); 4.51
(d, 2H,J = 5.51 Hz, CH2CH=CH>); 4.87-4.92 (m, 1H, CH2CH=CH>); 5.08-5.11
(m, 1H, CH2CH=CHy); 5.85 (ddt, 1H, J=5.11, 10.11 e 16.27 Hz, CH2CH=CHy>);
6.73 (s, 1H, SCH); 7.48 (dd, 1H, J=2.09 e 8.22 Hz, CH ar); 7.76-7.79 (m, 2H,
CH ar).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 14.70 (CHs); 22.87 (CH2); 23.22 (CHy2);
24.98 (CHy); 26.29 (CHy); 48.12 (CH2CH=CHy>); 59.68 (CH2CHs); 101.98 (SCH);
117.41 (CH2CH=CH>); 117.57 (CH ar); 125.44 (Cq); 129.64 (Cq); 131.31 (CH
ar); 131.35 (CH ar); 131.47 (CH ar); 131.93 (CH ar); 132.80 (CH); 133.26 (Cq
ar); 133.97 (Cq); 137.69 (Cq); 155.41 (Cq); 159.04 (Cq); 164.45 (C=0) (Anexo
G).

5.3.4.4(2Z)-etil2-((3-alil-4-(4-hidroxifenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (1d)

o [

0
[ >~ 7
S\>-N

S\/\Q\

OH

Solido amarelo; MM: 440,1228 g/mol; Rendimento: 90%; PF: 240-242°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).
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RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): &= 1.20 (t, 3H, J= 7.33 Hz, CH3); 1.70-1.77
(m, 4H,CH); 2.64 (q, 4H, J=7.79 Hz, CH2); 4.13 (q, 2H, CH2CH3); 4.46 (d, 2H,J
= 5.55 Hz, CH2CH=CH>); 4.85-4.90 (m, 1H, CH2CH=CH); 5.06-5.09 (m, 1H,
CH2CH=CHpy); 5.85 (ddt, 1H, J=5.31, 10.37 e 17.61 Hz, CH2CH=CHy>); 6.44 (s,
1H, SCH); 6.84-6.86 (m, 2H, CH ar); 7.24-7.27 (m, 2H, CH ar); 9.85 (s, 1H, OH).
RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 14.68 (CHs); 22.80 (CH2); 23.24 (CHy2);
24.99 (CHy2); 26.31 (CHz); 47.99 (CH2CH=CH3); 59.60 (CH2CH3s); 98.30 (SCH);
115.87 (CH2CH=CHy2); 117.19 (Cq); 117.26 (CH ar); 121.50 (Cq); 125.05 (CH
ar); 130.91 (CH ar); 133.31 (CH ar); 133.88 (Cq ar); 140.47 (Cq); 155.84 (Cq);
158.92 (Cq); 159.24 (Cq); 164.10 (C=0) (Anexo H).

5.3.4.5(2)-etil2-((3-alil-4-(4-metilenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6, 7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (1e)

o [
o

NN Y
SN

CH,

Solido amarelo; MM: 438,1436 g/mol; Rendimento: 90%; PF: 235-238°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.20 (t, 3H, J=7.33 Hz, CH2CH?3); 1.70-
1.77 (m, 4H,CH>); 2.36 (s, 3H, CH3); 2.62-2.66 (m, 4H, CH2); 4.14 (q, 2H, J=
7.05 Hz, CH2CH3); 4.48 (d, 2H,J = 6.64 Hz, CH2CH=CHy); 4.84-4.89 (m, 1H,
CH2CH=CHpy); 5.06-5.09 (m, 1H, CH2CH=CHy>); 5.84 (ddt, 1H, J=5.06, 11.37 e
17.01 Hz, CH2CH=CHy); 6.52 (s, 1H, SCH); 7.30 (d, 2H, J= 8.47 Hz, CH ar);
7.35 (d, 2H, J=8.19 Hz, CH ar).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 14.67 (CHzs); 21.33 (CH2); 22.75 (CH3);
23.19 (CHy); 24.98 (CHyz); 26.29 (CH2); 48.11 (CH2CH=CHy>); 59.74 (CH2CH?3);
99.75 (SCH); 117.32 (CH2CH=CHz2); 117.93 (CH ar); 125.90 (Cq); 127.97 (CH
ar); 129.36 (Cq); 129.74 (CH ar); 133.05 (Cq ar); 134.00 (CH); 139.65 (Cq);
140.40 (Cq); 154.73 (Cq); 160.05 (Cq); 163.92 (C=0) (Anexo ).
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5.3.4.5(2)-etil2-((3-alil-4-(4-metdxifenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzolb]tiofeno-3-carboxilato (1f)

o. [
o)

N Y
S~

OCH,

Sélido amarelo; MM: 454,1385 g/mol; Rendimento: 90%; PF: 212-215°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 1.20 (t, 3H, J= 7.21 Hz, CH2CH3); 1.70-
1.77 (m, 4H,CHy); 2.62-2.66 (m, 4H, CH2); 3.81 (s, 3H, CHs); 4.13 (q, 2H, J=
7.44 Hz, CH2CHgs); 4.47 (d, 2H,J = 6.38 Hz, CH2CH=CH>); 4.85-4.90 (m, 1H,
CH2CH=CH>); 5.06-5.09 (m, 1H, CH2CH=CH>); 5.84 (ddt, 1H, J= 5.10, 11.43 e
15.71 Hz, CH2CH=CH>); 6.49 (s, 1H, SCH); 7.02-7.06 (m, 2H, CH ar); 7.37-7.41
(m, 2H, CH ar).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 14.69 (CHz); 22.08 (CH2); 23.24 (CH>2);
24.99 (CHz); 26.31 (CH2); 47.99 (CHa); 55.75 (CH2CH=CH2); 59.61 (CH2CHz);
99.78 (SCH); 114.58 (CH2CH=CH>); 117.24 (CH ar); 117.27 (Cq); 123.17 (CH
ar); 125.12 (Cq); 130.90 (CH ar); 133.28 (Cq ar); 133.90 (CH); 140.06 (Cq);
155.78 (Cq); 159.23 (Cq); 160.52 (Cq); 164.08 (C=0) (Anexo J).

5.3.4.6(2)-etil-2-((3-benzill-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (2a)

o [
o)

[ >N

ATy

s\%\©

Solido amarelo; MM: 474,1436 g/mol; Rendimento: 85%; PF: 278-280°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).
RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.09 (t, 3H, J= 7.41 Hz, CH2CHz3); 1.70-
1.77 (m, 4H,CH2); 2.64 (t, 4H, J= 5.13 Hz, CH2); 4.05 (q, 2H, J= 6.84 Hz,
CH2CHp3); 5.19 (s, 2H, NCH>); 6.62 (s, 1H, SCH); 6.94-6.96 (m, 2H, CH ar); 7.18-
7.23 (m, 3H, CH ar); 7.32-7.35 (m, 2H, CH ar); 7.40-7.49 (m, 3H, CH ar).
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RMN 23C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 14.59 (CHa); 22.80 (CH2); 23.25 (CH>);
25.00 (CH2); 26.28 (CHz2); 48.68 (NCHz2); 59.62 (CH2CHs); 99.91 (SCH); 117.56
(CH ar); 125.39 (Cq); 127.31 (Cq); 127.66 (CH ar); 128.72 (CH ar); 129.11 (CH
ar); 129.48 (CH ar); 129.90 (CH ar); 131.05 (CH ar); 133.95 (CH ar); 137.35
(Cq); 140.21 (Cq); 155.26 (Cq); 159.73 (Cq); 164.10 (C=0) (Anexo K).

5.3.4.7(2)-etil-2-((3-benzil-4-(3-clorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (2b)

o [

B
sy
Y

Solido amarelo; MM: 508,1046 g/mol; Rendimento: 80%; PF: 265-267°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 1.07 (t, 3H, J= 7.12 Hz, CH2CH3); 1.68-
1.78 (m, 4H,CH2); 2.63 (t, 4H, J= 5.64 Hz, CH>); 4.04 (q, 2H, J= 7.25 Hz,
CH2CH?3); 5.18 (s, 2H, NCH2); 6.70 (s, 1H, SCH); 6.96 (d, 2H, J= 6.58 Hz CH
ar); 7.18-7.23 (m, 3H, CH ar); 7.29 (d, 1H, J= 7.52 CH ar); 7.34-7.35 (m, 1H,
CH ar); 7.43 (t, 1H, J=7.71 Hz); 7.51-7.52 (m, 1H, CH ar).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 14.58 (CHzs); 22.78 (CH2); 23.23 (CH2);
24.99 (CH2); 26.28 (CH2); 48.81 (NCH2); 59.65 (CH2CHs); 101.01 (SCH);
117.67 (CH ar); 125.52 (Cq); 127.26 (Cq); 127.74 (CH ar); 128.18 (CH ar);
128.81 (CH ar); 129.23 (CH ar); 129.84 (CH ar); 130.94 (CH ar); 132.91 (CH
ar); 133.70 (CH ar); 133.99 (CH ar); 137.27 (Cq); 138.66 (Cq); 155.12 (Cq);
159.66 (Cq); 164.07 (C=0) (Anexo L).

5.3.4.8(2)-etil-2-((3-benzil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (2c)

o, [

)

[ >N
SN
e
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Solido amarelo; MM: 508,1046 g/mol; Rendimento: 81%; PF: 281-284°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.08 (t, 3H, J= 7.08 Hz, CH2CHz3); 1.70-
1.77 (m, 4H,CH2); 2.64 (t, 4H, J= 6.30 Hz, CH2); 4.05 (q, 2H, J= 7.35 Hz,
CH2CHz3); 5.19 (s, 2H, NCH>); 6.68 (s, 1H, SCH); 6.95-6.98 (m, 2H, CH ar); 7.17-
7.24 (m, 3H, CH ar); 7.34-7.36 (m, 2H, CH ar); 7.4-7.49 (m, 2H, CH ar).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 6= 14.59 (CHz); 22.78 (CHz2); 23.23 (CH2);
24.99 (CH2); 26.28 (CH2); 48.64 (NCH2); 59.63 (CH2CHs); 100.63 (SCH);
117.60 (CH ar); 125.46 (Cq); 127.24 (Cq); 127.72 (CH ar); 128.81 (CH ar);
129.17 (CH ar); 129.86 (CH ar); 131.27 (CH ar); 133.96 (CH ar); 134.73 (CH
ar); 137.23 (Cq); 138.94 (Cq); 155.11 (Cq); 159.62 (Cq); 164.06 (C=0O) (Anexo
M).

5.3.4.9(2)-etil-2-((3-benzil-4-(3,4-diclorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzolb]tiofeno-3-carboxilato (2d)

o [

)

N )
N

s cl
SN

\)\@CI

Solido amarelo; MM: 542,0646 g/mol; Rendimento: 78%; PF: 274-276 °C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.08 (t, 3H, J= 6.63 Hz, CH2CH3);
1.71-1.77 (m, 4H,CH2); 2.64 (t, 4H, J= 6.63 Hz, CH2); 4.06 (q, 2H, J= 7.33 Hz,
CH2CHz3); 5.19 (s, 2H, NCHy>); 6.75 (s, 1H, SCH); 6.99 (d, 2H, J=7.19 Hz CH
ar); 7.20-7.27 (m, 3H, CH ar); 7.32 (dd, 1H, J=2.16 e 8.11 Hz, CH ar); 7.55 (d,
1H, J=1.76 Hz, CH ar); 7.67 (d, 1H, J= 8.52 Hz).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 14.59 (CHzs); 22.77 (CH2); 23.23 (CH2);
24.99 (CH); 26.28 (CH2); 48.82 (NCHz); 59.67 (CH2CHs); 101.58 (SCH);
117.70 (CH ar); 125.57 (Cq); 127.24 (Cq); 127.79 (CH ar); 128.88 (CH ar);
129.66 (CH ar); 131.25 (CH ar); 131.34 (CH ar); 133.43 (CH ar); 134.82 (CH
ar); 132.74 (CH ar); 134.00 (CH ar); 137.24 (Cq); 137.69 (Cq); 155.02 (Cq);
159.57 (Cq); 164.04 (C=0) (Anexo N).
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5.3.4.10 (2)-etil-2-((3-benzil-4-(3,4-diclorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (2e)

o [

OH

Solido amarelo; MM: 490,1385 g/mol; Rendimento: 75%; PF: 294-296 °C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): = 1.08 (t, 3H, J= 7.71 Hz, CH2CHs);
1.69-1.76 (m, 4H,CH2); 2.61-2.64 (m, 4H, CH>); 4.04 (q, 2H, J= 6.81 Hz,
CH2CHp3); 5.15 (s, 2H, NCH2); 6.47 (s, 1H, SCH); 6.76-6.78 (m, 2H, CH ar);
6.96-6.99 (m, 2H, CH ar); 6.98 (dd, 2H, J=2.13 e 7.91 Hz, CH ar); 7.10.7.13
(m, 2H, CH ar); 7.18-7.23 (m, 3H, CH ar); 9.83 (sl, 1H, OH).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 14.59 (CH3s); 22.80 (CHz); 23.24 (CH2);
24.99 (CH2); 26.28 (CH2); 48.59 (NCHy2); 59.59 (CH2CHs); 98.77 (SCH); 115.84
(CH ar); 117.36 (Cq); 121.50 (Cq); 125.17 (CH ar); 127.34 (CH ar); 129.62 (CH
ar); 128.71 (CH ar); 130.97 (CH ar); 133.90 (CH ar); 137.50 (CH ar); 140.47
(Cq); 155.28 (Cq); 158.86 Cq); 159.63 (Cq); 164.13 (C=0) (Anexo O).

5.3.4.11(2)-etil-2-((3-benzil-4-(4-metilfenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (2f)

o [

o)

[ )N
S \>~N
S\/\Q\
CH,

Solido amarelo; MM: 488,1592 g/mol; Rendimento: 73%; PF: 298-300 °C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.08 (t, 3H, J= 6.24 Hz, CH2CH?3);
1.70.1.77 (m, 4H,CH2); 2.33 (s, 3H, CH3); 2.63 (t, 4H, J=5.39 Hz, CH2); 4.04
(g, 2H, J=6.81 Hz, CH2CH?3); 5.17 (s, 2H, NCHz2); 6.56 (s, 1H, SCH); 6.97-6.99
(m, 2H, CH ar); 7.20-7.24 (m, 7H, CH ar).
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e RMN 23C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 14.59 (CHs); 21.30 (CH2); 22.79 (CHa);
23.23 (CH2); 24.99 (CH2); 26.28 (CHz); 48.65 (NCH?2); 59.60 (CH2CHs); 99.55
(SCH); 117.46 (Cq); 125.29 (Cq); 127.24 (CH ar); 127.63 (CH ar). 128.15 (CH
ar); 128.75 (CH ar); 129.35 (CH ar); 129.68 (CH ar); 133.92 (CH ar); 137.41
(CH ar); 139.54 (CH ar); 140.27 (Cq); 155.25 Cq); 159.65 (Cq); 164.10 (C=0)
(Anexo P).

5.3.4.12(2)-etil-2-((3-benzil-4-(4-metdxifenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (2g)

o, [

o)

[ )N
S \>\N
S\%@\
OCH,

e Solido amarelo; MM: 504,1541 g/mol; Rendimento: 75%; PF: 294-296 °C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

¢ RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): = 1.08 (t, 3H, J= 7.46 Hz, CH2CH?3);
1.70-1.77 (m, 4H,CH>); 2.62-2.65 (m, 4H, CH3); 3.78 (s, 3H, OCHz); 4.05 (q,
2H, J=6.99 Hz, CH2CHz3); 5.17 (s, 2H, NCH2); 6.53 (s, 1H, SCH); 6.95-6.99
(m, 4H, CH ar); 7.17-7.27 (m, 5H, CH ar).

e RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 14.59 (CH3s); 22.79 (CH2); 23.24 (CH2);
24.99 (CH2); 26.28 (CH2); 48.59 (NCH2); 55.74 (OCHs); 59.59 (CH2CHs); 99.23
(SCH); 114.54 (CH ar); 117.42 (Cq); 123.16 (Cq); 125.23 (CH ar); 127.26 (CH
ar); 127.64 (CH ar); 128.75 (CH ar); 130.93 (CH ar); 133.91 (CH ar); 137.44
(CH ar); 140.07 (Cq); 155.26 (Cq); 159.59 Cq); 160.48 (Cq); 164.11 (C=0)
(Anexo Q).

5.3.4.13(2)-etil-2-(3-etil-fenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (3a)

o [
o)

| )N
S

=l

\
S\)\@
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Solido amarelo; MM: 412,1279 g/mol; Rendimento: 87%; PF: 232-235°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-de): 6= 1.12 (t, 3H, J= 7.15 Hz, NCH2CHz3);
1.20 (t, 3H, J= 7.15 Hz, OCH2CHz3); 1.69-1.79 (m, 4H,CH3); 2.62-2.66 (m, 4H,
CH); 3.85 (q, 2H, J= 6.84 Hz, NCH2CHz3); 4.14 (q, 2H, J= 6.84 Hz, OCH>); 6.54
(s, 1H, SCH); 7.49-7.51 (m, 2H, CH ar); 7.52-7.54 (m, 3H, CH ar).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 13.74 (NCH2CHs); 14.68 (OCH2CHs);
22.80 (CH2); 23.23 (CH2); 24.98 (CH2); 26.34 (CH2); 41.14 (NCH2); 59.64
(OCH2); 99.41 (SCH); 117.12 (Cq); 129.09 (Cq); 129.35 (CH ar); 129.50 (CH
ar); 129.96 (CH ar); 131.24 (Cq ar); 133.95 (Cq); 140.10 (Cq); 156.30 (Cq);
159.35 (Cq); 164.06 (C=0) (Anexo R).

5.3.4.14(2)-etil-2-((4-(3-clorofenil)-3etiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzolb]tiofeno-3-carboxilato (3b)

o. [

o)

| )N
S

Solido amarelo pélido; MM: 446,0889 g/mol; Rendimento: 75%; PF: 241-
243°C; RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN tH (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 1.12 (t, 3H, J= 7.15 Hz, NCH2CHj3);
1.20 (t, 3H, J= 7.15 Hz, OCH2CHz); 1.70-1.78 (m, 4H,CHy); 2.62-2.66 (m, 4H,
CH>); 3.86 (q, 2H, J= 6.93 Hz, NCH2CHs); 4.14 (q, 2H, J= 6.93 Hz; OCH>); 6.64
(s, 1H, SCH); 7.48-7.49 (m, 1H, CH ar); 7.54-7.57 (m, 1H, CH ar); 7.59-7.61 (m,
2H, CH ar).

RMN 23C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 13.73 (NCH2CHs); 14.70 (OCH2CHs);
22.78 (CH2); 23.21 (CH2); 24.97 (CH2); 26.33 (CH2); 41.22 (NCH2); 59.68
(OCHz2); 100.55 (SCH); 117.31 (Cq); 125.26 (Cq); 128.25 (Cq); 129.30 (CH ar);
129.97 (CH ar); 131.20 (CH ar); 133.14 (CH ar); 133.95 (Cq ar); 133.97 (Cq);
138.53 (Cq); 155.97 (Cq); 159.20 (Cq); 164.03 (C=0) (Anexo S).
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5.3.4.15(2)-etil-2-((4-(4-clorofenil-3etiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (3c)

o [
0

| )N
S

N\

O
Solido amarelo palido; MM: 446,0889 g/mol; Rendimento: 82%; PF: 289-
291°C; RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).
RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 1.12 (t, 3H, J= 7.03 Hz, NCH2CHj3);
1.20 (t, 3H, J= 7.03 Hz, OCH2CHz); 1.70-1.78 (m, 4H,CHz); 2.62-2.66 (m, 4H,
CH2); 3.84 (q, 2H, J=6.86 Hz, NCH2CHs3); 4.14 (g, 2H, J= 6.86 Hz; OCH); 6.58
(s, 1H, SCH); 7.52-7.54 (m, 2H, CH ar); 7.58-7.61 (m, 2H, CH ar).
RMN 23C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 13.75 (NCH2CHz); 14.69 (OCH2CHa);
22.79 (CH2); 23.22 (CH2); 24.97 (CH2); 26.34 (CH2); 41.16 (NCH2); 59.66
(OCHy2); 100.04 (SCH); 117.19 (Cq); 125.17 (Cq); 129.42 (Cq); 130.04 (CH ar);
131.37 (CH ar); 133.96 (Cq ar); 134.80 (Cq); 138.83 (Cq); 156.18 (Cq); 159.23
(Cq); 164.04 (C=0) (Anexo T).

5.3.4.16(2)-etil-2-((4-(3,4-diclorofenil)-3etiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (3d)

o [
o)
s N cl

N\
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L

Solido amarelo claro; MM: 480,0500 g/mol; Rendimento: 89%; PF: 222-225°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.11 (t, 3H, J= 7.30 Hz, NCH2CHz3);
1.18-1.21 (m, 3H, OCH2CHs); 1.68-1.78 (m, 4H,CH2); 2.61-2.65 (m, 4H, CH>);
3.85 (q, 2H, J= 7.09 Hz, NCH2CH3s); 4.13 (q, 2H, J= 6.77 Hz; OCH>); 6.67 (s,

1H, SCH); 7.50-7.55 (m, 1H, CH ar); 7.79 (d, 1H, J= 8.38 Hz; CH ar); 7.38-7.86
(m, 1H, CH ar).
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RMN 23C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 13.73 (NCH2CHs); 14.70 (OCH2CHs);
22.78 (CH2); 23.21 (CH2); 24.98 (CH2); 26.32 (CH2); 41.27 (NCH2); 59.69
(OCH2); 101.12 (SCH); 117.54 (Cq); 125.43 (Cq); 129.76 (Cq); 131.48 (CH ar);
131.63 (CH ar); 132.12 (CH ar); 132.91 (CH ar); 133.99 (Cq ar); 137.58 (Cq);
155.71 (Cq); 159.24 (Cq); 163.77 (Cq); 164.00 (C=0) (Anexo U).

5.3.4.17(2)-etil-2-((4-(4-hidroxifenil)-3etiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzolb]tiofeno-3-carboxilato (3e)

o [
o

Y
S

Y
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O
Solido amarelo claro; MM: 428,1228 g/mol; Rendimento: 71%; PF: 297-299°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).
RMN tH (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 1.11 (t, 3H, J= 6.53 Hz, NCH2CHj3);
1.19 (t, 3H, J= 7.07 Hz, OCH2CHz3); 1.68-1.78 (m, 4H,CH>); 2.61-2.65 (m, 4H,
CHz2); 3.83 (g, 2H, J= 7.11 Hz, NCH2CHs); 4.13 (q, 2H, J= 7.11 Hz; OCH>); 6.38
(s, 1H, SCH); 6.86-6.88 (m, 2H, CH ar); 7.26-7.28 (m, 2H, CH ar); 9.87 (s, 1H,
OH).
RMN 23C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 13.74 (NCH2CHs); 14.68 (OCH2CHs);
22.82 (CH2); 23.25 (CH2); 24.99 (CHy2); 26.33 (CH2); 41.03 (NCHz2); 59.57
(OCHy); 98.24 (SCH); 116.04 (Cq); 117.04 (Cq); 121.70 (Cq); 124.90 (CH ar);
130.92 (CH ar); 133.90 (Cq ar); 140.38 (Cq); 156.42 (Cq); 158.91 (Cq); 159.32
(CQq); 164.11 (C=0) (Anexo V).

5.3.4.18(2)-etil-2-((4-(4-metilfenil)-3etiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzolb]tiofeno-3-carboxilato (3f)

o [
0
=Y
S\>—\N/\

S\/\©\
CH,
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Solido amarelo palido; MM: 426,1436 g/mol; Rendimento: 70%; PF: 214-
216°C; RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN 1H (600 MHz, ppm, DMSO-de): 8= 1.11 (t, 3H, J= 6.97 Hz, NCH2CH3);
1.20 (t, 3H, J=6.97 Hz, OCH2CHpg); 1.70-1.77 (m, 4H,CH); 2.38 (s, 4H, CH?3);
2.62-2.66 (m, 4H, CH); 3.84 (q, 2H, J= 6.97 Hz, NCH2CHg); 4.14 (q, 2H, J=
6.97 Hz; OCHy>); 6.49 (s, 1H, SCH); 7.35 (dd, 4H, J=8.04 e 18.75 Hz, CH ar).
RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 13.77 (NCH2CHs); 14.69 (OCH2CHs);
21.35 (CHg); 22.80 (CH2); 23.22 (CH2); 24.98 (CHy2); 26.35 (CH2); 41.09 (NCH>);
59.63 (OCHz); 99.03 (SCH); 117.05 (Cq); 125.01 (Cq); 128.35 (Cq); 129.40 (CH
ar); 129.89 (CH ar); 133.93 (Cq ar); 139.59 (Cq); 140.13 (Cq); 156.33 (Cq);
159.33 (Cq); 164.07 (C=0) (Anexo X).

5.3.4.19(2)-etil-2-((4-(4-metoxifenil)-3etiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzolb]tiofeno-3-carboxilato (3g)

o [

(0]

| )N
S
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Sdlido branco; MM: 442,1385 g/mol; Rendimento: 72%; PF: 221-223°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-de): 8= 1.12 (t, 3H, J= 7.13 Hz, NCH2CH3);
1.20 (t, 3H, J= 7.13 Hz, OCH2CHz3); 1.70-1.79 (m, 4H,CH); 2.62-2.66 (m, 4H,
CH); 3.82 (s, 3H, OCHg); 3.84-3.86 (m, 2H, NCH2CH3); 4.14 (q, 2H, J= 6.96
Hz; OCH2CHz3); 6.45 (s, 1H, SCH); 7.06-7.08 (m, 2H, CH ar); 7.40-7.43 (m, 2H,
CH ar).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 13.75 (NCH2CHz3); 14.69 (OCH2CHs);
22.82 (CH2); 23.24 (CH2); 24.99 (CH2); 26.34 (CH2); 41.07 (NCHz); 55.76
(OCHa); 59.60 (OCH,); 98.74 (SCH); 114.73 (Cq); 117.08 (Cq); 123.34 (Cq);
124.97 (CH ar); 130.95 (CH ar); 133.91 (Cq ar); 139.96 (Cq); 156.32 (Cq);
159.29 (Cq Ar); 160.51 (Cq); 164.09 (C=0) (Anexo Z).
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5.3.4.20(2)-etill-2-((4-(3-clorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilidene)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (4a)

o. [

0
I\N\ Q
s N cl

Sdlido branco; MM: 494,0889 g/mol; Rendimento: 87%; PF: 245-247°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN tH (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.08 (t, 3H, J=7.16 Hz, CH2CH?3); 1.67-
1.76 (m, 4H,CH>); 2.59-2.61 (m, 4H, CH2); 4.03 (g, 2H, J= 7.16 Hz, CH,CHj3);
6.85 (s, 1H, SCH); 7.05-7.07 (m, 1H, CH ar); 7.24-7.29 (m, 4H, CH ar); 7.32-
7.35 (m, 2H, CH ar); 7.38-7.41 (m, 2H, CH ar).

RMN 23C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 14.59 (CH3); 22.67 (CH2); 23.14 (CH2);
24.86 (CH2); 26.16 (CH2); 59.71 (CH2CHzs); 101.58 (SCH); 117.43 (Cq); 126.14
(Cq); 127.52 (Cq); 128.57 (CH ar); 128.58 (CH ar); 128.62 (CH ar); 129.00 (CH
ar); 129.32 (CH ar); 130.53 (CH ar); 133.08 (CH ar); 133.36 (CH ar); 134.04
(Cq); 137.49 (Cq); 138.05 (Cq); 156.67 (Cq); 160.91 (Cq); 163.74 (C=0) (Anexo
).

5.3.4.21(2)-etill-2-((4-(4-clorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilidene)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzolb]tiofeno-3-carboxilato (4b)

o, [
0
[ N Q
S\>-N

Solido branco; MM: 494,0889 g/mol; Rendimento: 79%; PF: 254-257°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN tH (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.08 (t, 3H, J=7.16 Hz, CH2CH?3); 1.67-
1.76 (m, 4H,CH2); 2.60 (sl, 4H, CHz); 4.03 (g, 2H, J= 7.16 Hz, CH2CH3); 6.77
(s, 1H, SCH); 7.16 (d, 2H, J= 8.55 Hz, CH ar); 7.26 (d, 2H, J= 7.33 Hz, CH ar);
7.31-7.34 (m, 3H, CH ar); 7.37-7.40 (m, 2H, CH ar).
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RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 14.58 (CHzs); 22.68 (CH2); 23.16 (CH2);
24.87 (CHz); 26.16 (CH2); 59.69 (CH2CHzs); 100.99 (SCH); 117.44 (Cq); 126.12
(Cq); 128.50 (Cq); 128.82 (CH ar); 129.29 (CH ar); 129.31 (CH ar); 130.06 (CH
ar); 130.64 (CH ar); 133.87 (Cq); 134.03 (Cq); 137.53 (Cq); 138.40 (Cq); 156.74
(Cq); 160.99 (Cq); 163.74 (C=0) (Anexo II).

5.3.4.22(2)-etill-2-((4-(3,4-diclorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilidene)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzolb]tiofeno-3-carboxilato (4c)

o. [

(@)
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S
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Sdlido branco; MM: 528,0500 g/mol; Rendimento: 87%; PF: 288-290°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN tH (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.07 (t, 3H, J=7.22 Hz, CH2CH?3); 1.66-
1.76 (m, 4H,CHz); 2.60 (t, 4H, J= 5.84 Hz, CH); 4.02 (q, 2H, J= 7.01 Hz,
CH2CHs); 6.89 (s, 1H, SCH); 7.06 (dd, 1H, J=2.14 e 8.45 Hz, CH ar); 7.28-7.30
(m, 2H, CH ar); 7.32-7.35 (m, 1H, CH ar); 7.39-7.42 (m, 2H, CH ar); 7.44 (d, 1H,
J=2.05 Hz, CH ar); 7.05 (d, 1H, J= 8.55 Hz, CH ar).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 14.59 (CHs); 22.67 (CH2); 23.15 (CHy2);
24.86 (CH2); 26.15 (CH2); 59.71 (CH2CHgs); 102.16 (SCH); 117.58 (Cq); 126.19
(Cq); 128.67 (Cq); 128.96 (CH ar); 129.33 (CH ar); 129.38 (CH ar); 130.74 (CH
ar); 130.84 (CH ar); 131.51 (CH ar); 131.60 (CH ar); 131.82 (CH ar); 134.04
(Cq); 137.06 (Cq); 137.36 (Cq); 156.47 (Cq); 160.71 (Cq); 163.74 (C=0) (Anexo

).

5.3.4.23(2)-etill-2-((4-(4-hidroxifenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilidene)amino)-4,5,6, 7-
tetraidrobenzol[b]tiofeno-3-carboxilato (4d)

o. [
o)
)N
S\>\N
S

T
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Sdlido branco; MM: 476,1218 g/mol g/mol; Rendimento: 79%; PF: 298-301°C;
RF: 0,4 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.08 (t, 3H, J= 7.52 Hz, CH2CH3); 1.66-
1.75 (m, 4H,CH2); 2.59 (q, 4H, J= 5.49 Hz, CH); 4.02 (q, 2H, J= 7.18 Hz,
CH2CHz); 6.52 (s, 1H, SCH); 6.59 (d, 2H, J= 8.70 Hz, CH ar); 6.92 (d, 2H, J=
8.70 Hz, CH ar); 7.21 (d, 2H, J= 7.46 Hz, CH ar); 7.29 (t, 1H, J= 7.46 Hz, CH
ar); 7.36 (t, 2H, J= 7.46 Hz, CH ar); 9.68 (s, 1H, OH).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 14.57 (CHs); 22.70 (CH2); 23.16 (CHy2);
24.86 (CH2); 26.17 (CH2); 59.65 (CH2CH3s); 98.43 (SCH); 115.53 (Cq); 117.17
(Cq); 121.87 (Cq); 125.87 (CH ar); 128.25 (CH ar); 129.12 (CH ar); 129.39 (CH
ar); 130.34 (CH ar); 133.98 (Cq); 137.89 (Cq); 139.92 (Cq); 157.11 (Cq); 158.15
(Cq); 161.30 (Cq); 163.80 (C=0) (Anexo 1V).

5.3.4.24(2)-etill-2-((4-(4-metilfenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilidene)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (4e)

0 o//
EI:KN\HQ

Sdlido branco; MM: 474,1436 g/mol; Rendimento: 71%; PF: 212-215°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN tH (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.09 (t, 3H, J=7.12 Hz, CH2CH?3); 1.67-
1.76 (m, 4H,CH2); 2.22 (s, 3H, CH3); 2.59-2.62 (m, 4H, CH2); 4.03 (q, 2H, J=
7.12 Hz, CH>CH3); 6.64 (s, 1H, SCH); 7.03 (dd, 4H, J=8.00 e 11.56 Hz, CH ar);
7.22-7.25 (m, 2H, CH ar); 7.29-7.31 (m, 1H, CH ar); 7.35-7.38 (m, 2H, CH ar).

RMN 23C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 14.57 (CH3); 21.15 (CH2); 22.69 (CH3);
23.16 (CH2); 24.86 (CH2); 26.17 (CHz); 59.67 (CH2CHzs); 99.69 (SCH); 117.25
(Cq); 125.98 (Cq); 128.36 (Cq); 128.71 (CH ar); 129.20 (CH ar); 129.20 (CH ar);
129.32 (CH ar); 129.33 (CH ar); 134.01 (Cq); 137.79 (Cq); 138.63 (Cq); 139.69
(Cq); 157.03 (Cq); 161.29 (Cq); 163.77 (C=0) (Anexo V).

CHj,
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5.3.4.25(2)-etill-2-((4-(4-metoxifenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilidene)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzolb]tiofeno-3-carboxilato (4f)

o [
o)
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S

\)\©\OCH3

Solido branco; MM: 490,1385 g/mol; Rendimento: 72%; PF: 221-225°C; RF:
0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 1.09 (t, 3H, J= 7.09 Hz, CH2CHz3); 1.67-
1.76 (m, 4H,CHy); 2.59-2.61 (m, 4H, CH2); 3.69 (s, 3H, OCHz); 4.03 (g, 2H, J=
7.09 Hz, CH2CHs); 6.60 (s, 1H, SCH); 6.78-6.81 (m, 2H, CH ar); 7.05-7.07 (m,
2H, CH ar); 7.23-7.25 (m, 2H, CH ar); 7.29-7.32 (m, 1H, CH ar); 7.35-7.39 (m,
2H, CH ar).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 14.10 (CHs); 22.21 (CH2); 22.68 (CH2);
24.38 (CH2); 25.71 (CH2); 55.12 (OCHz); 59.20 (CH2CHs); 98.60 (SCH); 113.70
(Cq); 116.70 (Cq); 122.99 (Cq); 125.46 (CH ar); 127.89 (CH ar); 128.73 (CH ar);
128.91 (CH ar); 129.81 (CH ar); 133.53 (Cq); 137.32 (Cq); 139.01 (Cq); 156.60
(Cq); 159.31 (Cq); 160.82 (Cq); 163.31 (C=0) (Anexo VI).

5.3.4.26(2)-2-((3-alil-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzolb]tiofeno-3-carboxamida (5a)

o)
NH,
[ >~ 7
S \>-N
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Solido amarelo claro; MM: 395,1126 g/mol; Rendimento: 68%; PF: 186-188°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-de): 6= 1.67-1.78 (m, 4H,CHy); 2.66 (t, 2H, J=
6.12 Hz, CH2); 2.81 (t, 2H, J= 6.12 Hz, CH2); 4.42-4.44 (m, 2H, CH2CH=CHpy);
4.91-4.94 (m, 1H, CH2CH=CHy); 5.15-5.18 (m, 1H, CH2CH=CH>); 5.84 (ddt, 1H,
J=5.13, 11.70 e 15.86 Hz, CH2CH=CH>); 6.78 (s, 1H, SCH); 7.06-7.07 (m, 1H,
NH); 7.48-7.53 (m, 5H, CH ar); 8.11-8.12 (m, 1H, NH).
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RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 22.97 (CH2); 23.33 (CH2); 25.11 (CH2);
27.24 (CH2); 48.73 (CH2CH=CH); 100.44 (SCH); 117.05 (CH2CH=CHy>);
120.76 (Cq); 124.32 (Cq); 129.29 (CH ar); 129.49 (CH ar); 130.17 (CH ar);
133.73 (Cq ar); 132.53 (Cq); 135.50 (Cq); 140.53 (Cq); 150.64 (Cq); 158.70
(Cq); 166.00 (C=0) (Anexo VII).

5.3.4.27(2)-2-((3-alill-4-(3-clorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxamida (5b)

(0]
NN V4
S .~

Solido amarelo escuro; MM: 429,0706 g/mol; Rendimento: 58%; PF: 88-90°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 1.67-1.77 (m, 4H,CH2); 2.66 (t, 2H, J=
6.14 Hz, CH2); 2.80 (t, 2H, J= 6.14 Hz, CH2); 4.42-4.44 (m, 2H, CH2CH=CHpy);
4.92-4.96 (m, 1H, CH2CH=CHy); 5.16-5.19 (m, 1H, CH2CH=CHy); 5.85 (ddt, 1H,
J=5.19, 10.38 e 14.23 Hz, CH2CH=CHy>); 6.87 (s, 1H, SCH); 7.09 (sl, 1H, NH);
7.46-7.48 (m, 1H, CH ar); 7.53-7.56 (m, 1H, CH ar); 7.59-7.61 (m, 2H, CH ar);
8.07 (sl, 1H, NH).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 22.95 (CHz); 23.32 (CH2); 25.10 (CH2);
27.21 (CH2); 48.81 (CH2CH=CH); 101.49 (SCH); 117.12 (CH2CH=CHy);
120.92 (Cq); 124.46 (Cq); 128.20 (CH ar); 129.28 (CH ar); 130.13 (CH ar);
131.14 (Cq ar); 132.53 (Cq); 132.64 (Cq); 133.86 (Cq); 135.52 (CH ar); 138.96
(CH ar); 150.46 (Cq); 158.58 (Cq); 165.96 (C=0) (Anexo VIlI).

5.3.4.28(2)-2-((3-alill-4-(3-clorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxamida (50)

o)

NN /

SN
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Solido marrom claro; MM: 429,0706 g/mol; Rendimento: 58%; PF: 225-227°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN 1H (600 MHz, ppm, DMSO-de): 6= 1.68-1.75 (m, 4H,CH>); 2.65 (t, 2H, J=
4.77 Hz, CH2); 2.80 (t, 2H, J= 4.77 Hz, CH2); 4.42 (sl, 2H, CH.CH=CHy); 4.93
(d, 1H, J= 16.35 Hz, CH2CH=CHy); 5.16 (d, 1H, J= 10.22 Hz, CH2CH=CH)y);
5.84 (ddt, 1H, J=5.03, 10.78 e 14.02 Hz, CH2CH=CH); 6.81 (s, 1H, SCH); 7.07
(sl, 1H, NH); 7.46-7.48 (m, 1H, CH ar); 7.51 (d, 2H, J= 8.14 Hz, CH ar); 7.59 (d,
2H, J=8.14 Hz, CH ar); 8.09 (sl, 1H, NH).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 22.96 (CH2); 23.33 (CH2); 25.10 (CHy);
27.22 (CH2); 48.71 (CH2CH=CH); 101.04 (SCH); 117.09 (CH2CH=CHpy);
120.87 (Cq); 124.43 (Cq); 129.36 (CH ar); 129.54 (CH ar); 131.34 (Cq ar);
132.49 (Cq ar); 135.05 (Cq); 135.51 (Cq); 139.28 (Cq); 150.51 (Cq); 158.63
(Cq); 165.98 (C=0) (Anexo IX).

5.3.4.29(2)-2-((3-alill-4-(3,4-diclorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxamida (5d)

O
NH

2

| S\ N4
L

Solido marrom claro; MM: 463,0347 g/mol; Rendimento: 61%; PF: 220-223°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).
RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.66-1.76 (m, 4H,CH2); 2.64-2.66 (m,
2H, CH2); 2.79-2.81 (m, 2H, CH>); 4.43-4.44 (m, 2H, CH2CH=CHz>); 4.93-4.96
(m, 1H, CH2CH=CHy); 5.17 (d, J= 10.12 Hz, 1H, CH2CH=CHy>); 5.83-5.88 (m,
1H, CH2CH=CH>); 6.89 (s, 1H, SCH); 7.09 (sl, 1H, NH); 7.49 (d, 1H, J= 7.57
Hz, CH ar); 7.78-7.80 (m, 2H, CH ar); 8.06 (sl, 1H, NH).
RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 22.94 (CH2); 23.31 (CH2); 25.09 (CH2);
27.20 (CH2); 48.81 (CH2CH=CH); 101.97 (SCH); 117.15 (CH2CH=CHpy);
120.98 (Cq); 124.54 (Cq); 129.69 (CH ar); 129.70 (CH ar); 131.15 (CH ar);
131.44 (Cq ar); 132.01 (Cq); 132.54 (Cq); 133.08 (Cq); 135.52 (CH ar); 137.99
(CH ar); 150.39 (Cq); 158.54 (Cq); 165.96 (C=0) (Anexo X).
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5.3.4.30(2)-2-((3-alill-4-(4-hidroxifenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxamida (5e)

(0]

NN Y4

B \>~NM
S~

Solido amarelo; MM: 411,1075 g/mol; Rendimento: 90%; PF: 257-260°C; RF:
0,3 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 1.65-1.81 (m, 4H,CH2); 2.65 (t, 2H,
CHy); 2.81 (t, 2H, CH2); 4.43 (d, 2H, CH2CH=CH>); 4.93 (d, 1H, CH2CH=CHy);
5.17 (d, 1H, CH2CH=CH3); 5.85 (ddt, 1H, CH.CH=CH>); 6.82 (s, 1H, SCH); 7.09
(sl, 1H, NH); 7.83 (dd, 2H, CH ar); 7.58 (dd, 2H, CH ar); 8.11 (sl, 1H, OH).
RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 22.99 (CH2); 23.35 (CH2); 25.13 (CH>2);
27.25 (CH2); 48.74 (CH2CH=CH); 101.07 (SCH); 117.10 (CH2CH=CHy);
129.36 (Cq); 129.59 (CH ar); 131.38 (Cq); 135.05 (CH ar); 135.54 (CH ar);
139.28 (CH ar); 133.88 (Cq ar); 140.47 (Cq); 155.84 (Cq); 150.50 (Cq); 158.60
(Cq); 165.90 (C=0) (Anexo XI).

5.3.4.31(2)-2-((3-alill-4-(4-hidroxifenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzol[b]tiofeno-3-carboxamida (5f)

o

NN Y

. \%NM
SN~

Solido amarelo claro; MM: 409,1283 g/mol; Rendimento: 61%; PF: 233-235°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 1.68-1.75 (m, 4H,CH>); 2.36 (s, 3H,
CHs); 2.64-2.66 (m, 2H, CH2); 2.80-2.82 (m, 2H, CH2); 4.41 (sl, 2H,
CH2CH=CHy>); 4.92 (d, 1H, J= 17.21 Hz, CH2CH=CHy>); 5.16 (d, 1H, J= 10.44
Hz, CH2CH=CHy); 5.83 (ddt, 1H, J=5.03, 10.44 e 14.12 Hz, CH2CH=CHz); 6.72
(s, 1H, SCH); 7.06 (sl, 1H, NH); 7.31 (d, 2H, J= 7.85 Hz, CH ar); 7.37 (d, 2H,
J=7.85 Hz, CH ar); 8.13 (sl, 1H, NH).
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RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 21.33 (CH3); 22.97 (CH2); 23.33 (CH>2);
2510 (CHa); 27.24 (CH2); 48.69 (CH2CH=CH): 100.07 (SCH); 116.98
(CH2CH=CHy); 124.27 (CH ar); 128.86 (Cq); 129.37 (CH ar); 129.83 (Cq);
132.55 (CH ar); 135.48 (Cq ar); 139.86 (CH); 140.59 (Cq); 150.70 (Cq); 156.60
(Cq); 158.73 (Cq); 166.02 (C=0) (Anexo XII).

5.3.4.32(2)-2-((3-alill-4-(4-hidroxifenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxamida (59)

0]
NH,
S \>~N

S\/\©\
OCHs

Sélido marrom escuro; MM: 425,1232 g/mol; Rendimento: 86%; PF: 187-189°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN tH (600 MHz, ppm, DMSO-de): = 1.66-1.76 (m, 4H,CH>); 2.64-2.66 (m,
2H, CHy); 2.80-2.82 (m, 2H, CH2); 3.81 (s, 3H, CH3); 4.41 (sl, 2H, CH2CH=CH>);
4.92 (d, 1H, J=17.27 Hz, CH2CH=CHy); 5.16 (d, 1H, J= 10.36 Hz, CH2CH=CHy);
5.81-5.86 (m, 1H, CH2CH=CH?>); 6.69 (s, 1H, SCH); 7.05 (d, 2H, J=5.91 Hz, CH
ar); 7.41 (d, 2H, J= 7.88 Hz, CH ar); 8.15 (sl, 1H, NH).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 22.98 (CH2); 23.33 (CH2); 25.10 (CH>);
27.25 (CH2); 48.71 (CHCH=CH); 55.79 (OCHas); 99.75 (SCH); 114.70
(CH2CH=CHy); 116.97 (Cq); 120.59 (Cq); 122.80 (CH ar); 124.21 (CH ar);
130.95 (Cq ar); 132.59 (Cq ar); 135.48 (Cq); 140.40 (Cq); 150.75 (Cq); 158.69
(Cq); 160.69 (Cq); 166.04 (C=0) (Anexo XIII).

5.3.4.33(2)-2-((3-alil-4-fenilltiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzolb]tiofeno-3-carbonitrila (6a)

N
N

NN Y/
B %N”/

0
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Solido amarelo claro; MM: 377,1010 g/mol; Rendimento: 88%; PF: 190-192°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 1.76-1.81 (m, 4H,CH>); 2.51-2.54 (m,
2H, CH>); 2.66 (t, 2H, J= 5.40 Hz, CH>); 4.54 (d, 2H, J= 5.18 Hz, CH,CH=CH>);
4.92 (dd, 1H, J= 1.33 e 17.22 Hz, CH2CH=CH>); 5.11 (dd, 1H, J= 1.33 e 10.42
Hz, CH2CH=CHy); 5.80 (ddt, 1H, J=5.15, 11.19 e 15.98 Hz, CH.CH=CH.); 6.83
(s, 1H, SCH); 7.49-7.54 (m, 5H, CH ar).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 22.28 (CH>); 23.39 (CH>); 24.40 (CHy>);
24.74 (CH2); 48.45 (CH;CH=CHz); 97.47 (SCH); 101.16 (CN); 116.32
(CH2CH=CH); 118.01 (Cq); 125.65 (Cq); 129.25 (CH ar); 129.67 (CH ar);
130.19 (CH ar); 133.62 (Cq ar); 132.45 (Cq); 132.72 (Cq); 140.61 (Cq); 158.88
(Cq); 159.55 (Cq) (Anexo XIV).

5.3.4.34(2)-2-((3-alil-4-(3-clorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (6b)

N
//

\_. Y
. \%N”/

S\/\©/CI

Solido amarelo claro; MM: 411,0631 g/mol; Rendimento: 85%; PF: 115-118°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.76-1.82 (m, 4H,CH2); 3.41-3.47 (m,
4H, CH2); 4.55 (d, 2H, J= 5.25 Hz, CH.CH=CHz); 4.90-4.95 (m, 1H,
CH2CH=CHy); 5.11-5.14 (m, 1H, CH2CH=CH>); 5.82 (ddt, 1H, J=5.24, 11.24 e
13.48 Hz, CH2CH=CHy); 6.93 (s, 1H, SCH); 7.49 (dt, 1H, J= 1.55 e 7.44 Hz, CH
ar); 7.55 (td, 1H, J=1.38 e 7.57 Hz, CH ar); 7.59-7.64 (m, 2H, CH ar).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 22.27 (CHz); 23.37 (CH2); 24.39 (CH2);
24.74 (CH2); 56.48 (CH:CH=CHz); 97.64 (SCH); 102.19 (CN); 116.24
(CH2CH=CHy); 117.98 (Cq); 125.82 (Cq); 128.42 (CH ar); 129.45 (CH ar);
130.16 (CH ar); 131.10 (Cq ar); 132.50 (Cq); 132.55 (Cq); 132.78 (Cq); 133.83
(CH ar); 139.06 (CH ar); 158.78 (Cq); 159.51 (Cq) (Anexo XV).



116

5.3.4.35(2)-2-((3-alil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (6¢)

N

i

| )N
S

7
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O

e Sdélido amarelo claro; MM: 411,0631 g/mol; Rendimento: 85%; PF: 199-201°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

e RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.76-1.81 (m, 4H,CH2); 2.51-2.54 (m,
2H, CHy); 2.66 (t, 2H, J=5.82 Hz, CH); 4.54 (d, 2H, J=5.91 Hz, CH2CH=CHy);
4.93 (dd, 1H, J=1.36 e 17.21 Hz, CH2CH=CHy>); 5.12 (dd, 1H, J=1.53 e 10.22
Hz, CH2CH=CHy); 5.80 (ddt, 1H, J=5.19, 11.26 e 13.58 Hz, CH.CH=CHz); 6.88
(s, 1H, SCH); 7.52-7.55 (m, 2H, CH ar); 7.58-7.6’ (m, 2H, CH ar).

e RMN 23C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 22.27 (CHz); 23.38 (CHz); 24.39 (CHy);
24.73 (CH2); 48.41 (CH2CH=CHp); 97.57 (SCH); 101.77 (CN); 116.27
(CH2CH=CHy); 118.01 (Cq); 125.76 (Cq); 129.32 (CH ar); 129.44 (CH ar),

131.53 (Cq); 132.44 (Cq ar); 132.74 (Cq); 135.07 (Cq); 139.37 (Cq); 158.78
(Cq); 159.50 (Cq) (Anexo XVI).

5.3.4.36(2)-2-((3-alil-4-(3,4-diclorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (6d)

N
N

[ >N 7
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L

e Sdlido marrom claro; MM: 445,0241 g/mol; Rendimento: 79%; PF: 215-217°C,;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

e RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.76-1.81 (m, 4H,CH2); 2.51-2.55 (m,
2H, CH2); 2.66 (t, 2H, J=5.97 Hz, CH2); 4.55 (d, 2H, J= 4.92 Hz, CH.CH=CHy);
4.94 (dd, 1H, J=1.30 e 16.81 Hz, CH2CH=CHy); 5.13 (dd, J= 1.30 e 10.44 Hz,
1H, CH2CH=CH>); 5.82 (ddt, 1H, J=5.10, 11.48 e 13.67 Hz, CH2CH=CH>); 6.95
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(s, 1H, SCH); 7.52 (dd, 1H, J=2.04 e 8.31 Hz, CH ar); 7.79 (d, 1H, J= 8.40 Hz,
CH ar); 7.83 (d, 1H, J=2.03 Hz, CH ar).

e RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 22.26 (CH2); 23.37 (CH2); 24.39 (CH>2);
24.75 (CH2); 48.50 (CH2CH=CH:); 97.73 (SCH); 102.66 (CN); 116.20
(CH2CH=CHy); 118.02 (Cq); 125.89 (Cq); 129.91 (CH ar); 131.06 (CH ar);
131.41 (CH ar); 131.62 (Cq ar); 131.99 (Cq); 132.53 (Cq); 132.79 (Cq); 133.12
(CH ar); 138.09 (CH ar); 158.71 (Cq); 159.44 (Cq) (Anexo XVII).

5.3.4.37(2)-2-((3-alil-4-(4-hidroxifenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (6e)
N

\ N Y
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e Soélido amarelo claro; MM: 393,0970 g/mol; Rendimento: 90%; PF: 215-218°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

e RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.75-1.81 (m, 4H,CH); 2.51-2.53 (m,
2H, CH2); 2.65 (t, 2H, J=5.76 Hz, CH); 4.51 (d, 2H, J=5.13 Hz, CH>,CH=CHy);
4.94 (dd, 1H, J=1.36 e 17.10 Hz, CH2CH=CHy); 5.12 (dd, 1H, J=1.36 e 10.59
Hz, CH.CH=CHy); 5.81 (ddt, 1H, J=5.30, 11.20 e 13.75 Hz, CH2CH=CHz); 6.70
(s, 1H, SCH); 6.85-6.89 (m, 2H, CH ar); 7.27-7.31" (m, 2H, CH ar); 9.91 (sl, 1H,
OH).

e RMN 3C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 22.29 (CH2); 23.39 (CH2); 24.39 (CHy2);
24.74 (CH2); 48.40 (CH2CH=CHz); 97.24 (SCH),; 100.04 (CN); 115.95
(CH2CH=CHy); 116.38 (Cq); 117.99 (Cq); 121.01 (CH ar); 125.44 (CH ar);
131.13 (Cq); 132.54 (Cq ar); 132.65 (Cq); 140.92 (Cq); 158.99 (Cq); 159.13
(Cq); 159.53 (Cq) (Anexo XVIII).

5.3.4.38(2)-2-((3-alil-4-(4-metilfenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (6f)
N

\N V4
| HM

S .~
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Solido amarelo escuro; MM: 391,1177 g/mol; Rendimento: 91%; PF: 222-
224°C; RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-de): 6= 1.78-1.81 (m, 4H,CH2); 2.37 (s, 3H,
CHsa); 2.51-2.53 (m, 2H, CH2); 2.65 (t, 2H, J=5.86 Hz, CH2); 4.53 (d, 2H, J=4.98
Hz, CH>CH=CHy); 4.93 (dd, 1H, J= 1.39 e 17.24 Hz, CH2CH=CHy); 5.12 (dd,
1H, J= 1.39 e 10.52 Hz, CH2CH=CHy); 5.80 (ddt, 1H, J= 5.20, 11.14 e 13.73
Hz, CH2CH=CH); 6.77 (s, 1H, SCH); 7.32 (d, 2H, J=8.19 Hz, CH ar); 7.38 (d,
2H, J=8.19 Hz, CH ar).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 21.34 (CHzs); 22.28 (CH2); 23.39 (CH2);
24.39 (CH2); 24.74 (CHy); 48.41 (CH2CH=CH2); 97.39 (SCH); 100.78 (CN);
116.34 (CH2CH=CH); 117.95 (Cq); 125.58 (Cq); 127.72 (CH ar); 129.54 (CH
ar); 129.79 (Cq); 132.49 (Cq ar); 132.69 (Cq); 139.86 (Cq); 140.67 (Cq); 158.92
(Cq); 159.55 (Cq) (Anexo XIX).

5.3.4.39(2)-2-((3-alil-4-(4-metoxifenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (69)

N

| \ N 7
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Solido amarelo escuro; MM: 407,1126 g/mol; Rendimento: 90%; PF: 231-
234°C; RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).
RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.75-1.81 (m, 4H,CH>); 2.51-2.53 (m,
2H, CH2); 2.65 (t, 2H, J= 5.81 Hz, CH2); 3.82 (s, 3H, CHs3); 4.52 (d, 2H, J=5.20
Hz, CH,CH=CH>); 4.93 (dd, 1H, J= 1.31 e 17.08 Hz, CH2CH=CHy); 5.12 (dd,
1H, J= 1.31 e 10.51 Hz, CH2CH=CH); 5.81 (ddt, 1H, J= 5.16, 11.02 e 13.83
Hz, CH2CH=CHy); 6.75 (s, 1H, SCH); 7.04-7.08 (m, 2H, CH ar); 7.41-7.44 (m,
2H, CH ar).
RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 22.28 (CH2); 23.39 (CH2); 24.39 (CHy2);
24.74 (CH2); 48.40 (CH2CH=CHpy2); 55.78 (CHzs); 97.33 (SCH); 100.48 (CN);
114.65 (CH2CH=CHy); 116.35 (Cq); 117.93 (Cq); 122.69 (CH ar); 125.52 (CH
ar); 131.13 (Cq); 132.53 (Cq ar); 132.67 (Cq); 140.50 (Cq); 158.95 (Cq); 159.52
(Cq); 160.69 (Cq) (Anexo XX).
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5.4 Obtencéo derivados acidos carboxilicos

A hidrdlise basica dos ésteres foi realizada em Micro-ondas (MW), a 85 °C,
poténcia de 50 Watts e tempo reacional de 15 minutos. O respectivo método revelou-
se eficaz, por meio da potencializacéo da transferéncia de calor, haja vista que reduziu
o periodo reacional de 24 horas, quando comparado a metodologia convencional, de
modo que os produtos finais foram obtidos com rendimentos entre 57 a 66%.

5.4.1 Mecanismo reacional

O mecanismo se d4 de maneira consagrada na literatura, onde a espécie
basica "OH promove um ataque nucleofilico na carbonila do éster, gerando o grupo de
saida ion etdxido. Desta forma, ap6s a adicdo de H* no meio reacional, o grupo acido
carboxilico é entdo gerado em solucao (Esquema 12) (BANERJEE, 2017; BOZOROV
et al.,, 2017; FRECENTESE et al., 2016).

Esquema 12 — Mecanismo reacional de hidrdlise bésica.

HY

R= (7a) H; (7b) 3-Cl; (7c) 4-Cl; (7d) 3,4diCl;
(7e) 4-OH; (7f) 4-CHj. (7g) 4-OCH,

FONTE: AUTOR, 2020.

5.4.2 Caracterizagéo estrutural por RMN *H e 13C

A partir da caracterizacdo por RMN H, pode-se observar, mediante hidrolise, a
supressao dos sinais do éster etilico (tripleto, 3H, ~1.20 ppm; quarteto, 2H, ~4.12
ppm), bem como o surgimento do sinal de -COOH (singleto largo, 1H, ~13.10 ppm).
Observa-se, ainda, que os sinais dos hidrogénios aromaticos, incluindo a fenila 3,4-
substituida e heterociclo o tiazolidina, permanecem inalterados, demonstrando que a

metodologia ndo promoveu quebra de quaisquer destes (Anexos XXI a XXVII).
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5.4.2.1(Z)-2-((3-alil-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-
3-acido carboxilico (7a)

o
OH
)N /
S \>\N/\/
SN~

Solido marrom claro; MM: 396,0996 g/mol; Rendimento: 66%; PF: 195-198°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN 1H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.80-188 (m, 4H,CH>); 2.74 (t, 2H, J=
5.92 Hz, CHy); 3.00 (t, 2H, J= 5.92 Hz, CH2); 4.49-4.50 (m, 2H, CH>.CH=CHy);
5.09 (d, 1H, J=16.94 Hz, CH2CH=CH); 5.31 (d, 1H, J=10.22 Hz, CH2CH=CHy>);
5.90 (ddt, 1H, J=4.84, 11.56 e 13.72 Hz, CH2CH=CHp>); 6.39 (s, 1H, SCH); 7.42
(d, 1H, J=6.72 Hz, CH ar); 7.48-7.54 (m, 3H, CH ar); 13.33 (sl, 1H, OH).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 22.76 (CH2); 23.47 (CH2); 25.34 (CHy2);
27.60 (CH2); 49.16 (CH2CH=CH); 100.30 (SCH); 117.44 (CH2CH=CHpy);
118.16 (Cq); 126.11 (Cq); 129.14 (CH ar); 129.28 (CH ar); 130.03 (CH ar);
130.34 (Cq ar); 130.44 (Cq); 135.82 (Cq); 141.45 (Cq); 153.87 (Cq); 159.51
(Cq); 164.71 (C=0) (Anexo XXI).

5.4.2.2(2)-2-((3-alil-4-(3-clorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-acido carboxilico (7b)

0
OH

[ >N 7
o

v

Solido amarelo claro; MM: 430,0576 g/mol; Rendimento: 59%; PF: 220-224°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN tH (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 5= 1.79-1.86 (m, 4H,CH>); 2.72 (t, J= 5.77
Hz, 2H, CH2); 2.97 (t, J= 5.77 Hz, CH2); 4.46-4.47 (m, 2H, CH2CH=CH>); 5.08
(d, 1H, J=17.26 Hz, CH2CH=CHy); 5.32 (d, 1H, J= 10.44 Hz, CH2CH=CHy);
5.89 (ddt, 1H, J=5.62, 10.84 e 13.65 Hz, CH2CH=CH>); 6.40 (s, 1H, SCH); 7.31

(0]
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(d, 1H, J= 7.85 Hz, CH ar); 7.40-7.43 (m, 2H, CH ar); 7.49 (d, J= 7.85 Hz, 2H,
CH ar); 13.20 (sl, 1H, OH).

RMN 23C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 22.75 (CH2); 23.46 (CH2); 25.35 (CH2);
26.70 (CH2); 49.25 (CH2CH=CH); 101.09 (SCH); 117.73 (CH2CH=CHy>);
118.35 (Cq); 126.39 (Cq); 127.33 (CH ar); 129.38 (CH ar); 130.30 (CH ar);
130.43 (Cq ar); 130.54 (Cq); 131.65 (Cq); 135.21 (Cq); 135.92 (CH ar); 139.94
(CH ar); 153.55 (Cq); 159.26 (Cq); 164.57 (C=0) (Anexo XXII).

5.4.2.3 (Z2)-2-((3-alil-4-(3-clorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-acido carboxilico (7¢)
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Solido amarelo claro; MM: 430,0576 g/mol; Rendimento: 57%; PF: 221-224°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).
RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 5= 1.77-1.87 (m, 4H,CH>); 2.70-2.72 (m,
2H, CHy); 2.96-2.99 (m, 2H, CH>); 4.44-4.46 (m, 2H, CH2.CH=CHy>); 5.06 (d, 1H,
J=17.43 Hz, CH2CH=CHy>); 5.30 (d, 1H, J= 17.43 Hz, CH2CH=CHy); 5.88 (ddt,
1H, J=5.14, 11.31 e 13.57 Hz, CH2CH=CH); 6.37 (s, 1H, SCH); 7.35-7.37 (m,
2H, CH ar); 7.44-7.46 (m, 2H, CH ar), 13.22 (sl, 1H, OH).
RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 22.74 (CHz); 23.45 (CH2); 25.34 (CH2);
26.69 (CH2); 49.17 (CH2CH=CH); 100.76 (SCH); 117.63 (CH2CH=CHy);
118.22 (Cq); 126.33 (Cq); 128.39 (Cq); 129.49 (CH ar); 130.35 (CH ar); 130.55

(Cq); 135.87 (Cq ar); 136.72 (Cq); 140.22 (Cq); 153.61 (Cq); 159.31 (Cq);
164.61 (C=0) (Anexo XXIII).
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5.4.2.4 (Z2)-2-((3-alil-4-(3,4-diclorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-acido carboxilico (7d)

o)
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Solido amarelo ouro; MM: 464,0187 g/mol; Rendimento: 58%; PF: 225-229°C;
RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-de): 6= 1.80-1.88 (m, 4H,CHy); 2.74 (t, 2H, J=
6.34 Hz, CH2); 2.99 (t, 2H, J= 6.34 Hz, CH>); 4.48-4.49 (m 2H, CH.CH=CH>);
5.11(d, 1H, J=17.18 Hz, CH2CH=CH?); 5.36 (d, J= 10.40 Hz, 1H, CH2CH=CH>);
5.93 (ddt, 1H, J=4.87, 11.73 e 13.95 Hz, CH2CH=CH>); 6.44 (s, 1H, SCH); 7.30
(dd, 1H, J= 2.44 e 7.97 Hz, CH ar); 7.57-7.59 (m, 2H, CH ar); 13.17 (s, 1H,
OH).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 22.74 (CHz); 23.45 (CH2); 25.36 (CH2);
26.70 (CH2); 49.28 (CH2CH=CH); 101.45 (SCH); 117.89 (CH2CH=CHy,);
118.40 (Cq); 126.57 (Cq); 128.30 (CH ar); 129.75 (CH ar); 130.29 (CH ar);
131.10 (Cq ar); 131.23 (Cq); 133.69 (Cq); 135.09 (Cq); 135.96 (CH ar); 138.98
(CH ar); 153.37 (Cq); 159.12 (Cq); 164.48 (C=0) (Anexo XXIV).

5.4.2.5 (Z2)-2-((3-alil-4-(4-hidroxifenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-acido carboxilico (7€)

0
NN Y
S A

Solido amarelo palido; MM:  412,0915 g/mol; Rendimento: 68%; PF: 210-
213°C; RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-de): 6= 1.69-1.80 (m, 4H,CHy); 2.68 (t, 2H, J=
6.07 Hz, CH2); 2.79 (t, 2H, J=6.07 Hz, CH2); 4.44-4.45 (m, 2H, CH2CH=CHy>);
4.93 (d, 1H, J=16.67 Hz, CH2CH=CH); 5.20 (d, 1H, J=10.42 Hz, CH2CH=CHy);
5.88 (ddt, 1H, J=5.69, 11.69 e 16.45 Hz, CH2CH=CH>); 6.86 (s, 1H, SCH); 6.88
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(d, 2H, J=7.54 Hz, CH ar); 7.30 (d, 2H, J= 7.54 CH ar); 9.97 (s, 1H, OH); 13.17
(s, 1H, OH).

RMN 13C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 22.63 (CHz); 23.29 (CH2); 24.91 (CH2);
26.67 (CH2): 49.06 (CH2CH=CHz); 101.32 (SCH); 116.07 (CH2CH=CH>);
116.18 (Cq); 117.29 (CH ar); 120.52 (Cq); 125.29 (CH ar); 131.13 (CH ar);
131.75 (CH ar); 134.81 (Cq ar); 141.36 (Cq); 154.45 (Cq); 159.38 (Cq); 160.40
(Cq); 163.93 (C=0) (Anexo XXV).

5.4.2.6 (2)-2-((3-alil-4-(4-metilfenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-acido carboxilico (7f)

(o]

NN Y4

|S \>\N/\/
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Solido amarelo palido; MM: 410,1126 g/mol; Rendimento: 53%; PF: 190-
194°C; RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-de): 6= 1.77-1.87 (m, 4H,CH2); 2.42 (s, 3H,
CHs); 2.71 (t, 2H, J= 6.15 Hz, CH2); 2.98 (t, 2H, J= 6.15 Hz, CH2); 4.46-4.47 (m,
2H, CH.CH=CHy>); 5.07 (d, 1H, J= 16.90 Hz, CH2CH=CHy); 5.28 (d, 1H, J=
10.36 Hz, CH:CH=CHy); 5.87 (ddt, 1H, J= 5.30, 11.77 e 13.79 Hz,
CH2CH=CHy); 6.33 (s, 1H, SCH); 7.27-7.29 (m, 4H, CH ar); 13.34 (sl, 1H, OH).
RMN 23C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 21.51 (CH3); 22.78 (CH2); 23.49 (CH2);
25.35 (CH2); 26.71 (CHz); 49.13 (CH>CH=CHz); 99.95 (SCH); 117.34
(CH2CH=CHy); 118.11 (Cq); 126.01 (Cq); 127.09 (Cq); 129.18 (CH ar); 129.81
(CH ar); 130.51 (Cq); 135.80 (Cq ar); 140.61 (Cq); 141.57 (Cq); 153.98 (Cq);
159.57 (Cq); 164.79 (C=0) (Anexo XXVI).

5.4.2.7 (Z)-2-((3-alil-4-(4-metoxifenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-acido carboxilico (7g)

O

NN Y/

\S \>\N/\/
S~

OCH;



124

e Solido amarelo escuro; MM: 426,1072 g/mol; Rendimento: 57%; PF: 100-
103°C; RF: 0,5 (Hexano/AcOEt 9:1).

e RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 5= 1.77-1.87 (m, 4H,CH2); 2.71 (t, 2H, J=
6.53 Hz, CH2); 2.98 (t, 2H, J= 6.53 Hz, CH>); 3.86 (s, 3H, CHa3); 4.45-4.47 (m,
2H, CH2CH=CH>); 5.07 (d, 1H, J= 17.12 Hz, CH2CH=CH,); 5.28 (d, 1H, J=
10.56 Hz, CH2CH=CHy); 5.88 (ddt, 1H, J= 5.14, 12.27 e 13.70 Hz,
CH2CH=CH>); 6.31 (s, 1H, SCH); 6.97 (d, 2H, J= 8.70 Hz, CH ar); 7.33 (d, 2H,
J=8.70 Hz, CH ar); 13.34 (sl, 1H, OH).

e RMN 23C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): 22.78 (CHz); 23.49 (CH2); 25.34 (CH2);
26.70 (CH2); 49.11 (CH2CH=CHz); 55.58 (CHs); 99.75 (SCH); 114.53
(CH2CH=CHy); 117.32 (Cq); 118.06 (Cq); 122.12 (Cq); 125.98 (CH ar); 130.70
(CH ar); 135.79 (Cq); 141.32 (Cq ar); 153.97 (Cq); 159.52 (Cq); 161.15 (Cq);
164.77 (C=0) (Anexo XXVII).

5.5 Andlise do grau de pureza relativo por Cromatografia liguida de alta
eficiéncia (CLAE/HPLC-UV)

A cromatografia liguida de alta eficiéncia acoplada a um detector de luz
ultravioleta constitui importante ferramenta na analise fisico-quimica de diversas
substancias, onde se utiliza um sistema de solventes como fase movel, que sera
eluido por meio de uma bomba de alta pressdo perante uma coluna cromatografica,
configurando uma fase mével (COLLINS et al., 2006; RUGGENTHALER et al., 2017).

Desta maneira, logo apos a obtencédo, todos os derivados foram analisados
guanto seus respectivos graus de pureza, através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplado a um detector de luz ultravioleta visivel (Tabela 3). Com isto, foi
utilizado como fase movel o sistema de solventes MeOH 100%, de modo que todos
0s compostos foram solubilizados em acetato de etila (grau espectroscépico)
(GARCIA et al., 2016; RUGGENTHALER et al., 2017).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708517307483#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708517307483#!
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Tabela 3 - Analise do grau de pureza relativo dos compostos hibridos tiofeno-2-

iminotiazolidinas.

CODIGO TEMPO DE GRAU DE FASE MOVEL  ANEXO
RETENCAO (MIN) PUREZA (%)
59 3.78 99 MeOH 100% A
62 4.74 99 MeOH 100% B
63 10.39 99 MeOH 100% C
65 5.19 99 MeOH 100% D
1A 6.73 99 MeOH 100% E
1B 4.18 99 MeOH 100% F
1C 5.33 99 MeOH 100% G
1D 4.00 99 MeOH 100% H
1E 5.19 99 MeOH 100% |
1F 5.09 99 MeOH 100% J
2A 5.29 99 MeOH 100% K
2B 5.21 99 MeOH 100% L
2C 477 99 MeOH 100% M
2D 4.46 99 MeOH 100% N
2E 4.27 99 MeOH 100% O
2F 3.66 99 MeOH 100% P
2G 6.44 99 MeOH 100% Q
3A 3.23 99 MeOH 100% R
3B 3.70 99 MeOH 100% S
3C 4.14 99 MeOH 100% T
3D 5.67 99 MeOH 100% U
3E 3.99 99 MeOH 100% \Y;
3F 4.38 99 MeOH 100% X
3G 3.54 99 MeOH 100% z




4A
4B
4C
4D
4E
4F

S5A
5B
5C
5D
SE
SF
5G

6A
6B
6C
6D
6E
6F
6G

TA
7B
7C
7D
7E
TF
7G

4.46
4.49
4.18
5.29
4.57
4.21

411
3.70
4.21
4.54
4.57
4.47
4.13

5.19
4.22
4.98
4.60
9.41
4.59
4.74

4.18
4.32
4.24
4.59
3.54
4.55
4.26

99
99
99
99
99
99

99
99
99
99
99
99
99

99
99
99
99
99
99
99

99
99
99
99
99
99
99

FONTE: AUTOR, 2020

MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%

MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%

MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%

MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%
MeOH 100%

Vi
VIiI

Xl
XIl
Xl

XV
XV
XVI
XVII
XVII
XIX
XX

XXI
XXII
XX
XXIV
XXV
XXVI
XXVII
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Desta forma, observa-se conforme tabela supracitada que todos os derivados
foram obtidos mediante grau de pureza satisfatoério, em torno de 99%, o que corrobora

com a caracterizacao satisfatoria mediante espectroscopia de RMN 1H e 13C.

5.6 Avaliacdo biolégica frente a promastigotas e amastigotas de Leishmania

amazonensis

ApoOs a obtencéo sintética de todos os 47 novos derivados planejados contra
Leishmania amazonensis (alvo — CPLa) e Trypanosoma cruzi (alvo — cruzaina), estes
foram enviados inicialmente para avaliagdo das atividades biolégicas frente as formas
amastigotas e promastigotas de L. amazonensis, além de amastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi. Estes ensaios estdo sendo realizados no Laboratoério de
Doencas Infecciosas (LADIC — Grupo de Pesquisas Avancadas em Doencas Tropicais
— Universidade Federal do Delta do Parnaiba), cuja direcdo est4 a cargo do Prof. Dr.
Klinger Antonio da Franca Rodrigues.

No entando, devido a pandemia do novo coronavirus, iniciada em marco de
2020, os resultados frente a amastigotas e tripomastigotas ainda estdo em
andamento. Para esta tese, os resultados frente a amastigotas e promastigotas de L.
amazonensis foram obtidos e serédo objetos de discusséo a seguir.

Assim, os derivados foram testados em uma concentracao fixa de 10 uM, sendo
determinados os valores de Clso para os compostos com inibicdo = 50% contra
amastigotas. Os resultados obtidos estéo elencados nas tabelas 4 a 10, agrupadas
por séries, sendo analisadas e discutidas em torno da relagdo estrutura-atividade

(REA) para cada composto.
5.6.1 Avaliacao bioldgica e andlise da relacdo estrutura-atividade da série 1a-f

Tabela 4 — Avaliacdo bioldgica série 1la-f frente a promastigotas e amastigotas

de Leishmania amazonensis
o [

SN
iy s

LQMS3
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Composto % Inibicdo de % Inibicdo Clso CCso indice de
Crescimento de Amastigotas Macrofagos Seletividade
Promastigotas Crescimento intramacrofagicas RAW 264.7 (15)
(10uMm) Amastigotas (UMm) (UM) CCs0/Clso
(10pM)
LQMS83 36,57 - - - -
la (3-Cl) 4,82 - - - -
1b (4-Cl) 0 - - - -
1c (3,4-Cl) 2,63 - - - -
1d (4-OH) 87,38 84,19 8,81 131,94 14,98
le (4-CHpa) 0 - - - -
1f (4-OCHjs) 23,57 - - - -
Antimoniato 21,5
de meglumina
763,6 16433
Anfotericina B 1,18
0,32 0,38

FONTE: AUTOR, 2022.

De acordo com os dados obtidos para as modificacfes estruturais da série la-
f, demonstrados na tabela 4, observa-se que apenas o composto 1d apresentou
inibicdo frente a promastigotas de 87,38%, bem como 84,19 % frente a amastigotas.
Todos os outros variaram entre 0 e 36,57 % a inibicdo frente & promastigotas, nao
prosseguindo analise contra amastigotas (por apresentarem inibicdo < 50%).

Neste sentido, somente este derivado teve calculado o valor de Clso contra
amastigotas intramacrofagicas, com 8,81 puM. Apesar de menos potente que 0S
farmacos-padrdo (Antimoniato de meglumina e Anfotericina B), este composto foi
menos toxico e mais seletivo que Anfotericina B.

Assim, analisa-se por meio da REA para esta série que, de modo geral,
insercao de grupos fracos retiradores e/ou doadores de elétrons (halogénios em 1a,1b
e 1c; alquil em 1e, respectivamente) resultou em compostos inativos para
promastigotas (e consequentemente para amastigotas). Em paralelo, insercdo de
grupo alcoxila (grupo forte doador em 1f), também resultou em composto inativo. Por
fim, a inser¢do de grupo hidroxila na posi¢ao 4 resultou no composto mais ativo da
série (1d), constituindo a substituicdo mais promissora desta série. Em comparacao,

0 composto inicial (LQM83, sem substituinte no anel fenil) ndo apresentou atividade.
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5.6.2 Avaliacédo biologica e analise da relacéo estrutura-atividade da série 2a-g

Tabela 5 — Avaliacdo bioldgica série 2a-g frente a promastigotas e amastigotas

de Leishmania amazonensis

02;0// o
B N ~7 O§N
S S)—/N :> S :
LQMS33 2a-g L'
Composto % Inibicdo de % Inibi¢&o Clso CCso indice de
Crescimento de Amastigotas Macrofagos Seletividade
Promastigotas Crescimento intramacrofagicas RAW 264.7 (1S)
(10uMm) Amastigotas (UM) (UMm) CCs0/Clso
(10pM)
2a (H) 0 - - - -
2b (3-Cl) 2,17 - - - -
2c (4-Cl) 0 - - - -
2d (3,4-Cl) 4,79 - - - -
2e (4-OH) 0 - - - -
2f (4-CHs) 0 - - - -
29 (4-OCHpa) 9,24 - - - -
Antimoniato 21,5
de meglumina
763,6 16433
Anfotericina B 1,18
0,32 0,38

FONTE: AUTOR, 2022.

De modo geral, a reducdo da extensdo da cadeia alquil a partir do grupo alil
(LQM83) resultando no grupo etil (série 2a-g) ndo se apresentou de modo favoravel
tanto em relacdo a inibicdo do crescimento de promastigotas (0 a 9,24 %), ndo sendo
possivel avaliar frente as amastigotas (mesmo mantendo as substituicbes em torno
do anel fenil). Desta maneira, percebe-se que o grupo alil é crucial para atividade,

tendo em vista o composto ativo 1d, conforme dados apresentados na tabela 4.
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5.6.3 Avaliacédo biologica e analise da relacéo estrutura-atividade da série 3a-g

Tabela 6 — Avaliacéo bioldgica série 3a-g frente a promastigotas e amastigotas

de Leishmania amazonensis

O\/Ot)// o) o//
B N~ CE§
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LQMS83 (
Composto % Inibicdo de % Inibic&o Clso CCso indice de
Crescimento de Amastigotas Macrofagos Seletividade
Promastigotas Crescimento intramacrofagicas RAW 264.7 (1S)
(10uM) Amastigotas (UM) (LM) CCso/Clso
(10pM)
3a (H) 7,12 - - - -
3b (3-Cl) 32,73 - - - -
3c (4-Cl) 8,11 - - - -
3d (3,4-Cl) 0 - - - -
3e (4-OH) 74,4 56,82 16,7 221,57 13,27
3f (4-CHs) 2,16 - - - -
39 (4-OCHy) 1,93 - - - -
Antimoniato 21,5
de meglumina
763,6 16433
Anfotericina B 1,18
0,32 0,38

FONTE: AUTOR, 2022.

De acordo com os dados presentes na tabela 6, o aumento do volume da cadeia
alquil, em relacdo ao composto de partida LQM83, ndo se apresentou de forma
benéfica em relacdo a atividade frente as formas promastigotas e amastigotas. Neste
sentido, apenas o derivado 3e demonstrou atividade, com Clso de 16,7 uM contra
amastigotas. Comparativamente com os farmacos do controle positivo, este foi menos
citotoxico e mais seletivo em relacdo a Anfotericina B, embora bem menos potente.

Curiosamente, 3e também apresentou a mesma substituicdo que o Unico
composto ativo da série la-f (1d), corroborando que o grupo -OH é benéfico para a
atividade leishmanicida frente ambas formas amastigotas e promastigotas — embora
0 aumento do volume da cadeia alquil de 1d (alil) para 3e (benzil) reduziu a metade a
atividade (de 8,81 uM a 16,7 uM, respectivamente). Em adicdo, 3e foi menos toxico e

praticamente manteve a seletividade em comparacdo com 1d.
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5.6.4 Avaliacao biolégica e analise da relacdo estrutura-atividade da série 4a-f

Tabela 7 — Avaliacdo bioldgica série 4a-f frente a promastigotas e amastigotas

de Leishmania amazonensis

LQMS83 4a-f '
Composto % Inibicdo de % Inibic&o Clso CCso indice de
Crescimento de Amastigotas Macrofagos Seletividade
Promastigotas Crescimento intramacrofagicas RAW 264.7 (1S)
(10uM) Amastigotas (UM) (UM) CCso/Clso
(10pM)
LQM82 (H) 22,47 - - - -
4a (3-Cl) 8,26 - - - -
4b (4-Cl) 2,47 - - - -
4c (3,4-Cl) 13,47 - - - -
4d (4-OH) 16,26 - - - -
4e (4-CHs) 25,54 - - - -
4f (4-OCHs) 57 - - - -
Antimoniato 21,5
de meglumina
763,6 16433
Anfotericina B 1,18
0,32 0,38

FONTE: AUTOR, 2022.

De modo geral, a inser¢do de grupo mais volumoso e rigido (fenil) planejado
para a série 4a-f em detrimento ao grupo alil (LQMS83) néo se apresentou de maneira
favoravel a atividade frente ambas as formas promastigotas e amastigotas, ndo sendo
possivel calcular valores de Clso, CCso e IS. Tal resultado também corrobora para

enfatizar a importancia determinante dos grupos mais flexiveis alil (1d) e benzil (3e).

5.6.5 Avaliacao biolégica e analise da relacdo estrutura-atividade da série 5a-g

Tabela 8 — Avaliacao bioldgica série 5a-g frente a promastigotas e amastigotas

de Leishmania amazonensis
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LQMS83
Composto % Inibicdo de % Inibi¢éo Clso CCso indice de
Crescimento de Amastigotas Macrofagos Seletividade
Promastigotas Crescimento intramacrofagicas RAW 264.7 (15)
(10uMm) Amastigotas (UM) (UMm) CCs0/Clso
(10pM)
5a (H) 69,77 78,25 8,2 168,73 20,58
5b (3-Cl) 68,1 69,17 12,87 152,15 11,82
5c (4-Cl) 76,5 82,48 8,61 126,83 14,73
5d (3,4-Cl) 75,92 80,6 6,4 113,73 17,77
5e (4-OH) 89,04 92,38 6,19 124,84 20,17
5f (4-CHs) 90,19 97,83 3,22 96,28 29,90
59 (4-OCHg) 91,3 94,58 4,5 63,95 14,21
Antimoniato 21,5
de meglumina
763,6 16433
Anfotericina B 1,18
0,32 0,38

FONTE: AUTOR, 2022.

A série planejada 5a-f apresentou os melhores resultados leishmanicida dentre
todos os compostos avaliados, tendo, ainda, o mais promissor deste trabalho (5f).
Assim, insercdo do grupo amida primaria, em detrimento ao éster etilico proveniente
do composto de partida (LQM83) constitui fundamental para a atividade leishmanicida.

N&o obstante, todos os compostos que contém este grupo (5a-f) apresentou
inibic&o frente a promastigotas variando entre 68,1 e 91,3 %, bem como 69,17 e 97,83
% contra amastigotas. Neste sentido, foi possivel calcular os valores de Clso para
todos os compostos desta série, variando na faixa entre 3,22-12,87 uM — em que todos
foram mais ativos que o farmaco-padrao Antimoniato de meglumina. Em adicado, toda
a série foi menos toxica (63,95-168,73 puM) e mais seletiva (11,82-29,90) que
Anfotericina B.

Por outro lado, composto 5f foi, ainda, mais ativo e seletivo frente a amastigotas
comparativamente ao farmaco-padrao Antimoniato de meglumina, além de ser menos
toxico e também mais seletivo em contraste a Anfotericina B, constituindo o derivado

mais promissor avaliado neste trabalho.
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Neste sentido, a partir da analise da REA para esta série, observa-se que a
simples insercdo do grupo amida (5a) conferiu atividade de 8,2 uM frente as formas
amastigotas, em detrimento ao éster etilico do composto de partida (LQM83), que néo
apresentou qualquer atividade (mantendo o grupo alil).

Substituintes fracos retiradores halogenados (5b, 5c, 5d) apresentaram
atividade moderada dentre os resultados para esta série, onde, dentre estes trés
compostos halogenados, insercdo do substituinte 3,4-Cl em 5d foi a de melhor
atividade, enquanto substituinte -OH em 5e conferiu atividade semelhante que este.
Finalmente, substituinte fraco doador (-CHs em 5f) e forte doador (-OCHs em 5g)
demonstraram ser as mais promissoras modificacdes desta série, sendo fundamentais

para a atividade.

5.6.6 Avaliacao bioldgica e analise da relacdo estrutura-atividade da série 6a-g

Tabela 9 — Avaliacdo bioldgica série 6a-g frente & promastigotas e amastigotas

de Leishmania amazonensis

0 O// /I/" ’
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LQMS83
Composto % Inibicdo de % Inibic&o Clso CCso indice de
Crescimento de Amastigotas Macrofagos Seletividade
Promastigotas Crescimento intramacrofagicas RAW 264.7 (15)
(10uMm) Amastigotas (UM) (UMm) CCs0/Clso
(10pM)
6a (H) 51,25 65,14 10,5 127,64 12,16
6b (3-Cl) 39,42 - - - -
6¢ (4-Cl) 80,9 84,93 7,13 127,94 17,94
6d (3,4-Cl) 13,2 - - - -
6e (4-OH) 53,8 76,8 7,02 158,58 22,59
6f (4-CHs) 14,08 - - - -
69 (4-OCHy) 6,59 - - - -
Antimoniato 21,5
de meglumina
763,6 16433
Anfotericina B 1,18
0,32 0,38

FONTE: AUTOR, 2022.
A partir dos resultados dispostos na tabela 9, observa-se modificac6es em torno

do grupo éster etilico, mantendo o grupo alil (LQM83), inserindo uma nitrila (série 6a-
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g). Assim, apenas a modificagdo nesta regiao, partindo do composto LQM83 (inativo),
derivado 6a apresentou atividade de 10,5 uM frente as formas amastigotas, além de
ser menos citotoxico e mais seletivo que o farmaco-padrao Anfotericina B.

Por outro lado, dentre os substituintes halogenados, apenas substituinte fraco
retirador 4-Cl (6¢) apresentou atividade, sendo também menos citotoxico e mais
seletivo em comparacdo com o derivado supracitado. Em contraste, grupos fraco e
forte doador (-CHs e -OCHs em 6f e 6g, respectivamente), ndo demonstraram ser
interessantes, pois ambos foram inativos.

Substituinte -OH (6e) apresentou atividade mais potente dentre os compostos
desta série, assim como foram ativos os derivados 1d, 3e, 5e, evidenciando a
importancia deste grupo na posicao 4 do anel fenil (mantendo grupo alquil flexivel: alil,
benzil e alil, respectivamente). Ainda, este foi menos citotdxico que Anfotericina B e

mais seletivo que ambos farmacos-padréo.

5.6.7 Avaliacao biolégica e analise da relacdo estrutura-atividade da série 7a-f

Tabela 10 — Avaliacdo bioldgica série 7a-f frente a promastigotas e amastigotas

de Leishmania amazonensis

0 O//
@ \:—N\ 7
s S)‘/N S—
LQMS3
Composto % Inibicdo de % Inibicdo Clso CCso indice de
Crescimento de Amastigotas Macré6fagos Seletividade
Promastigotas Crescimento intramacrofagicas RAW 264.7 (1S)
(10uMm) Amastigotas (UM) (UM) CCso/Clso
(10pM)
7a (H) 3,57 - - - -
7b (3-Cl) 6,2 - - - -
7c (4-Cl) 94,5 96,2 3,39 61,6 18,17
7d (3,4-Cl) 86,03 92,48 52 84,74 16,30
7e (4-OH) 14,85 - - - -
7f (4-CHs) 7,684 - - - -
79 (4-OCHy) 89,5 90,6 8,9 98,5 11,07
Antimoniato 21,5
de meglumina
763,6 16433
Anfotericina B 1,18
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0,32 0,38
FONTE: AUTOR, 2022.

Para a série 7a-g, foi planejada a insercdo do grupo &cido carboxilico em
detrimento a éster etilico proveniente do composto de partida LQM83. Assim, somente
esta modificacdo (7a) ndo surtiu efeito, uma vez que este derivado permaneceu
inativo. Por outro lado, insercéo de grupos substituinte halogenado fraco retirador (4-
Cl para 7c; 3,4-Cl para 7d) apresentou os mais promissores derivados desta série,
onde ambos compostos foram mais ativos que o farmaco-padrdo Antimoniato de
meglumina, bem como mais seletivo que Anfotericina B. No entanto, insercdo na
posicdo 3 (7b) ndo demonstrou qualquer atividade.

Ainda, grupos -OH e -CHs na posicdo 4 também ndo demonstrou atividade,
enquanto insergcéo do grupo forte doador -OCHs na posi¢cao 4 (7g) conferiu maior
poténcia e menor citotoxicidade em comparacdo com Antimoniato de meglumina. Por
outro lado, o mesmo derivado foi menos citotoxico e mais seletivo que Anfotericina B.
Por fim, a figura 47 sintetiza todas as modificacdes estruturais em torno do composto

de partida LQM83 em torno da andlise de REA para os compostos planejados.

Figura 47 — Analise da REA para os compostos planejados frente amastigotas

de L. amazonensis

Insercédo dos grupos nitrila, amida
e acido caboxilico, em detrimento
ao éster etilico, foram benéficos
para o aumento da atividade

Insercdo de grupo alquil volumosos

oo [ :':O //."- (fenil e benzil), assim como reducgdo
© © e, do volume (etil) ndo foram benéficos
\ \:—N Y (T \; " % | para aumento da atividade
S \>—N/\/ ‘ < N\>__N/\/.
A :> S\A Insercao dos grupo fraco retirador (4-Cl)
LQM83 e fraco doador (-CH3) foram as mais

benéficas para o aumento da atividade

FONTE: AUTOR, 2022.



136

5.7 Estudos de docking molecular

Através da versao atualizada do programa de modelagem molecular, GOLD
5.8.1, foi-se executado o docking molecular, o qual € um método eficiente de
ancoragem molecular, que mostra as conforma¢gfes mais favoraveis do ligante
ancorado em um determinado alvo especifico, mostrando a afinidade, o modo e
energia de ligacao do ligante no sitio ativo da macromolécula.

Dessa forma, foi calculado o fitscore de cada composto final, sugerindo assim,
gual desses apresentaria maior afinidade com a enzima cruzaina disponivel no PDB
(Protein Data Bank — 1AIM) de acordo com a regido de ancoragem aplicada, conforme
pode-se observar em detalhes nas tabelas subsequentes referentes a cada série
planejada neste trabalho.

Ainda, todos os derivados planejados foram comparados ao hit LQM83 onde,
por sua vez apresentou um valor de fitscore de 54,9146 para a enzima cruzaina (PDB
1AIM). Vale ressaltar, ainda, que o mesmo derivado apresentou um valor de Clso= 2,4
UM onde, apesar do docking ser um método in silico, 0 mesmo sugere possiveis

interagdes mais promissoras entre o complexo macromolécula-ligante.

5.7.1 Validagéo do protocolo de docking contra cruzaina: Escolha do PDB e
algoritmo

O processo de validacao do protocolo de docking molecular foi realizado a partir
da obtencdo de 26 estruturas da cruzaina complexadas com inibidores

disponibilizadas no website (https://www.rcsb.org/) para a escolha da estrutura

cristalografica mais adequada as simulacoes.

Logo apéds, simulacdes de redocking molecular foram realizadas usando para
a escolha da funcdo de pontuacdo mais adequada (ChemPLP, GoldScore,
ChemScore e ASP), do software GOLD®. Os valores de RMSD foram calculados
variando entre 0,238 e 4,839 A (Tabela 11).

A partir dos resultados obtidos, observa-se que valores adequados séo
menores que 2 A, enquanto valores entre 2 — 3 A podem ser aceitaveis e acima de 3
pouco adequados (Silva et al., 2021). Com os valores obtidos, a funcdo de pontuacéao
ChemPLP com a estrutura codificada como 1AIM demonstrou-se a mais adequada
(RMSD = 0,238), sendo utilizados nos protocolos de dinamica e docking molecular

apresentados nos proximos topicos.


https://www.rcsb.org/
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Tabela 11 — Valores de RMSD obtidos por redocking para as quatro funcdes de

pontuacao

PDB CHEMPLP GOLDSCORE CHEMSCORE ASP

1AIM 0,238 0,344 0,909 0,361
1EWL 1,374 2,520 2,114 2,551
1EWM | 2,662 0,277 2,704 2,433
1EWO 0,684 0,441 2,485 0,662
1EWP 0,502 0,270 0,720 2,100
1F2A 4,367 1,831 1,862 1,862
1F2B 2,655 0,710 2,712 3,241
1F2C 4,206 4,427 2,762 3,472
1F29 2,597 0,734 2,134 3,138
1MES3 0,242 0,388 1,677 1,832
1ME4 0,413 0,341 0,542 2,937
1U9Q 1,972 1,042 3,683 1,049
2AIM 2,904 3,030 2,433 1,452
2072 2,252 1,238 1,066 4,839
3HD3 1,097 0,267 1,596 0,401
3106 1,882 1,783 0,733 0,523
3IUT 2,712 0,207 1,990 2,160
3KKU 2,097 3,523 1,711 1,728
3LXS 0,996 1,884 1,921 3,076
4KLB 2,379 1,522 1,399 2,317
4P13 0,754 3,457 1,482 2,106
4QH6 1,642 1,036 1,852 2,351
4W5B 0,347 1,655 0,212 1,714
4W5C 1,286 1,048 1,041 0,705
4XUI 4,087 2,086 2,549 4,057

FONTE: AUTOR, 2022.

5.7.2 Construcdo do modelo de homologia entre cruzaina e cisteina protease

de Leishmania amazonensis (CPLa)

A partir do molde da estrutura cristalografica da enzima cruzaina de T. cruzi
(PDB ID: 1AIM), foi possivel construir o modelo da cisteina protease da Leishmania
amazonensis (CPLa). A obtengao deste modelo demonstrou alinhamento global de
59,91% de identidade (Figura 48), onde valores acima de 30% pressupde a homologia
entre as proteinas (CAVASOTTO et al.,, 2009). Observe que o modelo gerado
apresentou resultados de GMQE e QMEAN satisfatorios (0.52 e -0.36,
respectivamente), mostrando que o modelo apresenta alto indice de confiabilidade,

haja vista que o valor de GMQE foi préximo de 1, e alto grau de natalidade entre as
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proteinas, revelado pelo valor de QMEAN em torno de zero (WATERHOUSE et al.,
2018).

Figura 48 — Alinhamento global da enzima CPLa com cruzaina (PDB ID: 1AIM)

CPla MARRNPLLFAIVVTILEVVCYGSALIAQTPPAVDNFVASAHYGSFKKRHSKAFGGDAEEGHRFNAFKONMOTAYFLNTON

Cruzajinag ==—=——— e e e e

CPla PHAHYDVSGKFADLTPQEFAKLYLNPDYYTSHLKDHKEDVHVDDSAPSGVMSVDWRDKGAVT PVKNQGLCGSCWAFSATG
Cruzaina ——————mmm oo APAAVDWRARGAVTAVKDQGQCGSCHWAFSAIG

CPla NIEGOQWAASGHSLVSLSEQMLVSCDNVDEGCNGGLMDQAMNWIMQSHNGSV-FTEASYPYTSGGGTRPPCHDEGE-VGAK

Cruzalina NVECQWELAGHPLTNLSEQMLVSCDKTDSGCSGGLMNNAFEWIVQE-NNGAVYTEDSYPYASGEGISPPCTTSGHTVGAT

CPla ITGFLSLPHDEERIADWVEKRGPVAVAVDATTWOLYFGGVVSLCLAWSLNHGVLIVGENKNAKPPYWIVENSWGSSWGEK
Cruzaina ITGHVELPQDEAQIAAWLAVNGPVAVAVDASSWMTYTGGVMTSCVSEALDHGVLLVGYNDSAAVPYWIIKNSWTTQWGEE

CPla GYIRLAMGSNQCMLKNYPVSATVESPHTPHVPTTTA

Cruzaina GYIRIAKGSNQCLVKEEASSAVV-—-—-—————-———-

FONTE: AUTOR, 2022 (Dados gerados a partir do servidor Swiss-model).

Neste sentido, a validagcdo do modelo por meio do grafico de Ramachandran
(Figura 49A) demostrou que 85,9% dos residuos estdo em regides favoraveis, 13,6%
em regides adicionais permitidas, 0.0 % em regibes generosamente permitidas e
apenas 0,6 % em regifes nao permitidas. Assim, o residuo que se encontra em regiao
nao permitida é um glutamato, o que nao interfere na regido catalitica da enzima,
corroborando a validade do modelo.

Por outro lado, também foi feita a realizacdo do alinhamento entre CPLa e
cruzaina para validacdo a partir do célculo de RMSD, além da inspecédo visual da
superposicao das estruturas. Conforme demonstrado na figura 49B, foi obtido um
RMSD de 0.1, de modo que nao ocorre mudancas nas posi¢ces dos residuos de
aminoacidos, especialmente na regido catalitica, o que novamente corrobora a

validade do modelo e sua homologia com a cruzaina do T. cruzi.
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Figura 49 — Gréfico de Ramachandran para a enzima CPLa (a) e superposi¢cdo da
cruzaina e CPLA (b).
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FONTE: AUTOR, 2022.

5.7.3 Simulac6es de dinamica molecular (DM)

Para simula¢gdes de dindmica molecular, um protocolo em 100 ns foi realizado
e o resultado de RMSD de Cq mostrado na figura 50A. Neste sentido, ambas foram
estaveis durante todo o tempo de simulagcdo, com valores de RMSD entre 0,05 — 2
nm. Para a cruzaina, a estabilidade foi observada em torno de 20 ns, permanecendo
até 100 ns. No entanto, para a CPLa, a melhor estabilidade foi em tono de 30 ns.

Ainda, os graficos de Ramachandran para ambas as estruturas mais estaveis
(Figura 50B e C) demonstraram a qualidade estereoquimica e angulos diedros y e ¢
dos residuos. Para a enzima cruzaina, 88 % dos residuos encontram-se em regidoes
permitidas, 10,4 % em regides permitidas adicionais, 1,1 % em regides
generosamente permitidas, e 0,5 % em regifes ndo-permitidas.

Por outro lado, para enzima CPLa, observou-se 85,9 % em regides permitidas,
13,6 % em regides permitidas adicionais, 0 % em regides generosamente permitidas
e 0,6 % em regides nao-permitidas. Adicionalmente, foi comprovada a qualidade das

estruturas, sendo entéo utilizadas nas simula¢des de docking molecular.
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Figura 50 — Graficos de RMSD para a cruzaina (linha preta) e CPLa (linha
vermelha) ap6s uma simulacao de dinamica molecular de 100 ns (a) e graficos

de Ramachandran para cruzaina (b) e CPLa (c).
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FONTE: AUTOR, 2022

5.8 Docking molecular dos mais ativos contra CPLa.

De acordo com os resultados demonstrados nas tabelas 4-10, os compostos
mais ativos foram analisados por meio de ensaios de docking molecular frente ao alvo
CPLa, de modo a sugerir interacbes com residuos criticos que possam auxiliar no

entendimento a nivel molecular do mecanismo de a¢éo destes derivados.

5.8.1 Andlise das interacdes entre os compostos mais ativos 5f e 7c contra

amastigotas de L. amazonensis frente a enzima CPLa como alvo proposto

ApoOs os resultados obtidos em relacdo a avaliacdo frente amastigotas de L.
amazonensis, ensaios de docking molecular foram realizados para os compostos mais
ativos 5f e 7c, sendo comparados com o inibidor (67) encontrado na literatura para a
enzima CPLa (ALMEIDA et al., 2015).

Assim, o inibidor supracitado apresentou resultado calculado de fitscore de
55.4095, enquanto para os derivados 5f e 7c foi de 485896 e 52.8529,
respectivamente. Em relacdo as interacdes, observa-se na figura 51 que o inibidor
(67) possui interagao m-enxofre com o residuo de Cys'®3 e m-alquil com His?®° (triade
catalitica). Em adicdo, apresentou uma ligacdo de hidrogénio com Leu'® e

empilhamento -amida com Ans160,
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Figura 51 — Diagrama 2D de interacdes entre o inibidor da literatura (67) e a

enzima CPB.

HIS
A:289

ASN
A:206

Interactions

D van der Waals

I:I Conventional Hydrogen Band

|:| Fi-Sulfur

GLY
MET Azle2
A:B8
HIS
LEU Alel
A:67 ALA
A137
TYR
207
/O A
\'0
Y- p
LEU
WAC195
SER
A158

TRP
A28

ASN
Atle0

GLY
4194

GLY -
A15] CYs
Al33

|:| amide-Pi Stacked

I:I Alkyl

[ PiAlkyl
FONTE: AUTOR, 2022. Diagrama gerado através do software Discovery Studio 2020.

Por outro lado, o composto 5f apresentou empilhamento m-alquil com os

residuos de Cys!®3 e His?® (Figura 52), assim como 7c (Figura 53). Por outro lado, 7c

apresentou, além da ligacdo de hidrogénio com Leu!%, assim como o inibidor da

literatura, uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de Gly'%4, o que pode estar

contribuindo para a atividade inibitéria. No entanto, ensaios in vitro frente a enzima

CPB de L. amazonensis s@o necessarios para investigar tais predi¢cdes in silico.



Figura 52 — Diagrama 2D de interagfes entre o composto 5f e a enzima CPB.
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FONTE: AUTOR, 2022. Diagrama gerado através do software Discovery Studio 2020.

Figura 53 — Diagrama 2D de interagfes entre o composto 7c e a enzima CPB.
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Figura 54 — Visualizacdo do Cluster para as moléculas mais ativas 5f e 7c.

FONTE: AUTOR, 2022. Figura elaborada por meio do software Chimera® v1.14. Em

vermelho: 5f; azul: 7c; verde: inibidor da literatura (67).

5.9 Docking molecular dos compostos contra cruzaina

Apés todas as simulacdes de DM, docking molecular dos compostos
idealizados nesta tese de doutorado foram realizados frente a enzima cruzaina, de
modo a analisar interacdes com residuos de aminoacidos que possam demonstrar a
drogabilidade deste alvo. Assim, os maiores valores de fitscore calculados s&o
apresentados na tabela 12, onde o cluster demonstrando a ancoragem de todos estes

derivados, juntamente com o prototipo LQM83, é demonstrado na figura 55.

Tabela 12 — Resultados calculados dos compostos com maior valor de fitscore
em comparagao com o prototipo LQM83 por meio de docking molecular
Composto FitScore

LQMS3 57.9720
1a 59.3940



1f
5d
6b
69
7e

61.1488
58.0011
58.0046
58.2207
59.5095
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FONTE: AUTOR, 2022. Valores calculados com base no software GOLD 5.8.1. PDB

ID: 1AIM.

Figura 55 - Visualizagdo do Cluster para as moléculas de maior fitscore e

LQMS3.

FONTE: AUTOR, 2022. Figura elaborada por meio do software Chimera® v1.14. Em
vermelho: 1a; verde: 1f; azul: 5d; amarelo: 6b; rosa: 6g; purpura: 7e; laranja: LQMS83.

PDB ID: 1AIM.

Para os compostos em questdo, observa-se que o derivado 1f apresentou o

maior valor de fitscore calculado dentre todas as moléculas deste trabalho, de modo

gue suas interacbes com o alvo proposto (enzima cruzaina) sdo demonstradas na

figura 56.
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Figura 56 — Diagrama 2D de intera¢Bes entre o composto 1f e a enzima cruzaina.
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FONTE: AUTOR, 2022. Diagrama gerado atraves do software Discovery Studio 2020.

A partir do diagrama acima, observa-se que o composto 1f mantem as
interagdes -alquil com residuo de Cys?®, bem como ligagédo de hidrogénio doador
com His'®? assim como o protétipo LQM83. Além disso, a interagdo de van der Waals
com o residuo critico Gly?3, descrito por Silva-Junior et al (2016) para o protétipo em
guestao, também permanece.

Por outro lado, destaca-se que a insercéo do substituinte 4-OCHz em 1f acaba
perfazendo uma interacdo com Ala!®® do tipo carbono-hidrogénio, assim com Tr-alquil
com este mesmo residuo, de modo que interacdes com este residuo de aminoacido
ndo era visivel para LQM83 (Figura 43), o que pode contribuir para o0 aumento da
atividade antichagasica — embora esta analise necessite dos ensaios biolégicos para
confirmacao (em andamento).

Neste sentido, a molécula 7e apresentou o segundo maior valor de fitscore
calculado nos ensaios de docking molecular (Tabela 12), também permanecendo as
interacdes T-alquil com residuo de Cys?®, além de ligacdo de hidrogénio doador 1
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com His'®? e interacdo de van der Waals com Gly?® em comparacdo com LQM83
(Figura 43). Em paralelo, o surgimento de uma ligacdo convencional de hidrogénio
com residuo de Asp'“?, a partir da insercdo do grupo 4-OH em 7e (Figura 57), de modo
gue o protétipo em questdo ndo apresentou quaisquer interacdes deste tipo (Figura
51). Tal interacdo pode ser a chave para o desencadeamento de um aumento da
poténcia da atividade inibitoria enzimatica — o que sera possivel analisar ao fim dos

ensaios biolégicos.

Figura 57 — Diagrama 2D de interacfes entre o composto 7e e a enzima cruzaina.
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FONTE: AUTOR, 2022. Diagrama gerado através do software Discovery Studio 2020.

5.10 Analise in silico do perfil farmacocinético para os compostos mais promissores

apresentados neste trabalho

Os compostos mais promissores como inibidores de amastigotas de L.
amazonensis 5f e 7c, bem como os de maior resultado de fitscore frente a enzima
cruzaina 1f e 7e foram submetidos a estudos de ADMET in silico para predicdo de

suas propriedades farmacocinéticas. Tais estudos sdo essenciais para evitar que 0s
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candidatos a medicamentos falhem, especialmente no estagio final de
desenvolvimento, devido as propriedades farmacocinéticas e toxicidade (FERREIRA,
L. L. G.; ANDRICOPULO, Adriano D., 2019b; JIA, C.-Y. et al., 2020).

Neste sentido, todos 0s compostos enquadram-se em parametros fisico-
quimicos para biodisponibilidade oral: peso molecular < 500 gmol?, doadores de
ligacdo de hidrogénio < 5, aceptores de ligacdo de hidrogénio < 10, ligacdes
rotacionaveis < 10, coeficiente de particdo em agua/dleo < 5, além de area de
superficie polar topoldgica < 140 A2, com excecdo do composto 7¢ que apresentou
LOGP > 4,15 (4,23). Ainda assim, todos 0os compostos estdo enquadrados em
parametros considerados aceitaveis de acordo com a regra de Lipinski (CARIDHA et
al., 2019; FERREIRA, L. L. G.; ANDRICOPULO, Adriano D., 2019b; YAMILE
VARGAS-MENDEZ; KOUZNETSOV, 2019).

Dentre os parametros de distribuicdo farmacocinética, todos os compostos
possuem absorcao oral e ndo sdo permeaveis a barreia hematoencefalica. Em adi¢éo,
relacionado a inibicdo pela glicoproteina-P (gp-P), apenas o composto 1f foi sugerido
como substrato desta.

Neste contexto, gp-P esta envolvida em multiplos processos de resisténcia a
medicamentos (inclusive entre o0s protozoarios da familia Trypanosomatidae)
(CAPELA; MOREIRA; LOPES, 2019; PRADINES, 2013), desempenhando um papel
fundamental no transporte de compostos bioativos para o0s 0Orgaos, estando
diretamente relacionada as propriedades farmacocinéticas e biodisponibilidade
(GANESAN et al., 2021; ROBINSON; TIRIVEEDHI, 2020).
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6 CONCLUSOES E PERSPERTIVAS

DTNs provenientes da familia Trypanosomatidae (doenca de Chagas e

Leishmanioses), tem causado importante representatividade enquanto grande
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problema de saude publica, onde, além do elevado nimero de casos, 0s custos para
diagnéstico, tratamento, manutencdo e transplantes (quando cabivel), tem sido
bastante oneroso aos paises atingidos direta ou indiretamente.

Paradoxalmente, os investimentos para descobrimento de drogas frente estas
doencas, somados a biotecnologia, vacinas e diagnéstico, tem sido de apenas 4% do
total gasto com DTN globalmente. Diante destes fatos, investimentos e 6nus tem
andado em caminhos bastante opostos.

Assim, foram obtidos ao término deste trabalho 8 compostos de carater
intermediario, além de 43 compostos finais inéditos hibridos moleculares tiofeno-2-
tiazolidinas via estratégia de rigidificacdo molecular, sendo todos os finais inéditos na
literatura.

A metodologia sintética apresentou-se satisfatéria para os compostos hibridos
moleculares, obtendo-se rendimento quantitativo entre 58-95%, bem como tempo
reacional de 40 min (em detrimento a 24 h ou overnight, conforme demonstrado na
literatura).

Da mesma forma, a metodologia sintética via irradiacdo por micro-ondas
demonstrou-se de maneira satisfatéria, com rendimentos entre 53-66%, de modo que
foi possivel obter os compostos acidos carboxilicos em 20 minutos, em detrimento a
24h por meio da metodologia convencional.

Os compostos foram caracterizados por meio de espectroscopia de RMN de *H
e 13C e PF, onde foi possivel evidenciar os referidos sinais e deslocamentos quimicos
gue caracterizam especificamente a formagédo de cada composto idealizado.

Ainda com relacéo a caracterizagéo e confirmacédo da regiosseletividade, foram
obtidos, 2 cristais dos derivados finais, onde os mesmos serdo submetidos a ensaios
de cristalografia para obter a estrutura das mesmas.

Todos os compostos foram analizados quanto ao grau de pureza via HPLC-UV,
em que apresentaram pureza satisfatoria em torno de 99%, corroborando com a
eficacia dos métodos sintéticos e de purificacdo dos compostos.

Avaliacdo frente promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis
evidenciou a obtencdo de dois compostos mais promissores — 5f e 7c, que
apresentaram maior poténcia frente as formas amastigotas que o farmaco-padréo
Antimoniato de meglumina, além de menos citotoxico que o farmaco-padréo
Anfotericina B. Ainda, 5f foi mais seletivo que ambas as drogas, de modo que 7c foi

mais seletivo que esta ultima.
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Adicionalmente, foram realizados estudos in silico, a partir da modelagem
molecular, que evidenciou as interacdes em torno destes compostos mais ativos frente
ao alvo proposto para L. amazonensis (enzima CPB). Tais interacdes foram
evidenciadas pelos compostos mais ativos 5f e 7c com os residuos da triade catalitica
Cys'%3 e His?®® assim como o inibidor (67) encontrado na literatura.

Em relacdo a enzima cruzaina, os estudos de docking molecular evidenciaram
0s compostos 1f e 7e com maiores valores calculados de fitscore, de modo que ambos
mantém interagdes T-alquil com residuo de Cys?®, ligagdo de hidrogénio doador 1
com His'%2, além de interacdo de van der Waals com o residuo critico Gly?3, assim
como o prototipo LQM83. No entanto, substituinte 4-OCHsz em 1f demonstrou
interagGes do tipo carbono-hidrogénio e t-alquil com Ala'®®, o que nédo foi observado
no protétipo LQMS83. Neste sentido, uma ligagdo convencional de hidrogénio com
residuo de Asp'49, a partir da insercéo do grupo 4-OH em 7e também foi evidenciada,
diferentemente do prot6tipo em questdo. Estas interacfes podem ser a chave para o
desencadeamento de um aumento da poténcia da atividade inibitéria enzimatica —
embora sejam necessarios os resultados dos ensaios bioldgicos destes derivados
para corroborar tais informacoes.

Todos os derivados promissores contra L. amazonensis (5f, 7c) e cruzaina (1f,
7e) demonstraram em estudos de predicao in silico que se enquadram em parametros
de perfis farmacocinéticos aceitaveis, possuindo absorcdo oral e ndo sendo
permeaveis a barreira hematoencefalica. Apenas o 1f foi sugerido como substrato da
gp-G.

Avaliacdo frente as formas tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma
cruzi estdo em andamento no LADIC, cuja supervisao esta a cargo do Prof. Dr. Klinger
Rodrigues. Ao final, os compostos mais promissores serdo submetidos a andlise de
inibicdo enzimatica in vitro frente & enzima cruzaina, assim como os melhores
derivados leishmanicida frente a enzima CPB, para que proponham possiveis
mecanismos inibitdrios em conjunto com os resultados in silico de docking molecular.

Por fim, os estudos envolvendo o design e obtencdo dos compostos
promissores contribuem para o desenvolvimento de novos derivados eficazes, de
baixo custo e toxicidade, de modo a proporcionar fomento na busca de um tratamento
para estas severas doencas negligenciadas (leishmaniose e doenca de Chagas),

sobretudo para a populacdo mais desassistida.
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Apéndice A — Publicagdao do capitulo de livro “The role of thiophene core in
medicinal chemistry of neglected tropical disease” baseado na revisao escrita
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CHAPTER 3

Molecular Modeling Applied to Design of Cysteine
Protease Inhibitors — A Powerful Tool for the
Identification of Hit Compounds Against Neglected
Tropical Diseases

Igor José dos Santos Nascimento', Thiago Mendonca de Agquine', Paulo
Fernando da Silva Santos-Junior!, Jedo Xavier de Avanjo-Junior® and
Edeildo Ferreira da Silva-Tinior'*

! Chemistry and Biotechnolpgy Institure, Federal University of Alagoas, Maceio, Brazil

* Laboratory of Medicinal Chemisiry, Pharmaceurical Sciences Inztitute, Federal University of
Alageas, Maceio, Brazil

Abstract: Cysteine protesses play numerous and exiremely important roles in the lifa
cycle of parasitic organisms with medicinal importance. From general catabolic
functions amd profein processing, cysteine proteases may be key to parasite
imrmumoevasion, excysiment/encysiment, and cell and tissue invasion. Parasite cysteine
proteases are wousually mmmuneogenic snd have been exploited as serodiagmestic
markers and vaccine targets. The research focnsed on the development of new drugs
actives toward this macromolecular target is an important task, where the rational
design is considered as a critical step on it. The discovery of new drugs is a complex
and multidisciplinary process, which includes an in-depth knowledze of orgamic
chemistry, pharmacology, biechemistry, computer sciences, and others. This process
imvedves hizh costs and several scientific Selds, leading to the necessity to develop new
processes that imvelve optimization of molacular modeling applied to the identaScation
of bieactive molecules. These technigues could increase the probability of obmining a
rational-designed compound, with high activity and safety, which conld be considered
as 3 potential dmg in the future. Thos, the use of computational techniques has become
increasingly common in medical chemistry lsboratories due to their low costs and high
correlation with experimental results from assays. A broadly used technigue in the
rational design of active compounds is molecalar docking of small ligand at the active
site from the hiological targets. In this chapter, we will demonstrate in detail diffarent
malecular modeling techniques applied to the development of new inhibitors against
cmzain (Trypanosoma cruzi); falcipaim (Plasmodium falciparum); SmHDACH
(Schistozoma manzont); nsP2 (Chikunzumya virus) enrymes; and others, such as
cathepsin family; caspase family, 30 (Enterovirus 71) and 3CL™ (Coronavirs).
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Apéndice C — Publicagdo do capitulo de livro “Drug Discovery Strategies
Against Emerging Coronaviruses: A Global Threat” ao longo do doutorado.
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CHAPTER 8

Drug Discovery Strategies Against Emerging
Coronaviruses: A Global Threat

Paulo Fernando da Silva Santos-Tunior!, Igor José dos Santos Nascimento?,
Thiago Mendonc¢a de Aquine!, Jodo Xavier de Araijo-Tinior? and Edeildo
Ferreira da Silva-Janior*

! Chemiztry and Biotechnology Institute, Fadaval University of Alagoas. Maceio, Brazil

* Laboratory of Medicinal Chemiztry, Pharmacentical Sciences Institute, Fedeval University of
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Abstract: After the discovery of the infechous bronchitis virns (IBV) mm 1932,
Coronaviridae emerged as a family of viruses constiuted of a posifive-sence single-
stranded RNA ({+)ssEMNA) genome Fecently, the Coronavirus disease-2019 (COVID-
19}, which 15 caused by a new virns called SARS-CoV-2 (provisionally titled 2019-
nCoV), was declared pandemic since 1t reached global levels of infection. Inm
companson, this dizease spread globally more gquickly than previcously reported SARS-
and MEES-CoV outbreaks. The impacts on global bealth systems (as well as the world
econcmy, eshmated to cost USS 1 tnlhon} nghhighted the urgent need to search for
efficient pharmacotherapy targeting potential macromolecules from SABRS-CoV-2
since there are no licensed vaccines or approved drugs until today. In this chapter, we
will demonstrate all strategies that have been used to discover and design bisactive
molecules agamst this virgl infection, commling from classical to computer-aided drug
design, includmg also the drug repwposing. Thas last, it 15 based on analogs produced
for past outbreaks related to SARS- and MERS-CoV. Finally, we aim to provide
valuable information that could be apphed for desigming new safe, low cost, and
selective lead-compounds against these emerging vimses.

Eevwords: Drug Design, Coronaviruses, MERS-CoV, SARS-CoV, SARS-CoV-
2, HCoV.
1.0. INTRODUCTION

Coronaviridae term refers to the viruses family known as Coronavirus (CoV),
which is potentially contagious to humans and canses severe infection in the res-
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Apéndice D — Publicagao do capitulo de livro “Brief Introduction and Therapeutic
Strategies Against the Measles Virus” ao longo do doutorado.

Brief Introduction of Measles Virus m
and Its Therapeutic Strategies T

Igor José dos Santos MNascimento,
Paule Fernando da Silva Santos-Janior,
amd Edeildo Ferreira da Silva-Jdndor

Abstract Measles vimus (MV) is an infections disease related to thousands of
deaths n previous outhreaks. Health agencies estimated that approsamatel v 42% of
countries would have the eradication of this pathogen. However, the virus remains
a5 a challenging health problem for countries” economies. This pathogen is highly
tromsmissible via the espimtory doplets of infected individuals, which mmain in
the wir and surfaces for several hours, increasing its rate of transmission.
Prophylactic vaccination is the most effective strategy in controlling this infection.
In recent vears, political-economic etors and the anti-vaccine movement have
contributed o its memergence. Despite apparently being a controlled disease, these
fctors contributed to the increase in the number of cases, including fatalities. Also,
thers is still no drug vsed in the disease’s clinical management, justifving the
investment in new altematives. This chapter will be addressed 1o the main advances
i new therapies agunst MV, highlighting it compounds, focusing on non- and
nucleoside, peptide, guinoline, retinoid analogs, and other derivatives. Besides the
main advances in biological approaches such as glycosaminoglycan and interfernn:
also mmunological approaches exist such as plint-and peptide-based vaccimes,
Mucleoside and non-nuelemside analogs are the most explored chemical agents,
mrsulting in several promising molecules. Also, natral pmoducts could be effective
in contmlling MV, Finally, advances in immunological strategies, such as dis-
coverimg new vaccines show that (despite a vaccine’s existence) il 15 necessary o
find another more effective and accepted by the population, leading to the definitive
emdication of this disease.

Kevwords Measles virus - Dirug discovery « Viral disease - Vaccines « Rinderpest
Virs
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Apéndice E — Capitulo de livro aceito para publicagao “Peptidomimetic and
peptide-derived against 3CLP™ from coronaviruses” ao longo do doutorado.
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Apéndice F — Capitulo de livro aceito para publicagao “Design of antimalarial
compounds on quinoline scaffold: from plant to drug” ao longo do doutorado.

Chapter 23
Design of Antimalarial Compounds on

Quinoline Scaffold: From Plant to Drug
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Abstract

Plasmodium species are responsible for a high incidence of cases and resistance. even
with several approved drugs. Quinoline derivatives are recognized as a source of active
compounds, where tafenoquine has been recently approved. Cases of resistance and the
indiscriminate use of antimalanals agamnst COVID-19 have negatively contributed to
eradicating this disease. In this context, modifications at 2- or 4-amino positions from
the quinoline scaffold or even its metal-complexes have shown promising advances in
the field, especially against resistant strains such as 3D7. W2_ D10, Dd2, K. and FCR-
3. In this chapter, we discussed all aspects involving such compounds, presenting their
results based on SAR analysis and recent contributions/advances mnvolving this classic
scaffold arismg from nature.

Keywords: Dmg discovery. quinoline-based. Plasmodium spp. SAR
analysis.
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Trypanosomatidae Parasites as a Promising Targets for Designing New
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Sterol 14z-Demethylase from Trypanosematidae Parasites as a Promising
Target for Designing New Antiparasitic Agents
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Abstract: Tnypanosomatidae family belongs to the Kmetoplastida order, which consists of obliza-
tory parasites that affect plants and all classes of vertebrates, especially bumans and msects.
Among the heteroxenic parasites, Leishmania spp., Tnpanosoma cruzi, and . bruced are protozoa
of most significant interest for medicinal chemistry, being etological agents of Leishmaniasis, Cha-
gas, and Sleep Sickness diseases, respectively. Currently, inefficient pharmacotherapy, especially
in chromic phases and low selectivity towards parasite’host cells, jusafies the need to discover new
dmgs to treat them effectively. Among other targets, the sterol 14o-demethylase (CYP51), an en-
ryme responsible for ergosteral's bipsynthesis in Trypanosomandae parasites, has received more at-
tention in the development of new bicactive compounds. In this context, antifungal ravuconazole
proved to be the most promising dmg among this class against T. cruzi, being nsed in combined
therapy with Boz in clinic trials. Non-antifungal inhibitors, such as VFV and VIF, have shown
promising results against I, cruzi and Tbrucer, respectively, being tested in Boz-combined thera-
pies. Among the experimental studies involving azoles, compound (15) was found to be the most
promising derivative, displaying an IC,, value of 0.002 pM against amasdgotes from I” crwuzi, in ad-
dition to being non-toxic and highly selective towards TeCYPS1 (= 25 oM). Interestingly, imida-
zole analog (16) was active against infections forms of these three parasites, demonsorating E7 val-
uwes of 0.17, 0.02, and .36 oM for CYP5]1 from I cruzi, T bruced, and L. irpfmirum. Finally, this re-
view will address promising inhibitors targeting sterol 14o-demethylase (CYP51) fom Trypanoso-
matidae parasites, highlishting 3AF. smdies, interactions with this target, and recent contributions
and advances in the fisld, as well

Kevwords: Drug discovery, Sterol 14a-demethylaze, Trypanosomatidas, Leishmaniasis, HAT, Trvpanosomiasis.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Severe respiratory infections were highlighted in the SARS-CoV outbreak in 2002, as well as MERS-CoV, in 2012,

SARS-CoV Recently, the novel CoV (COVID-19) has led to severe respiratory damage to humans and deaths in Asia, Europe,

SARS-CoV-2 and Americas, which allowed the WHO to declare the pandemic state. Notwithstanding all impacts caused by

MER_S'F”"[ . Coronaviruses, it is evident that the development of new antiviral agents is an unmet need. In this review, we

S:ti';:]r ::;:11512 provide a complete compilation of all potential antiviral agents targeting macromolecular structures from thess
Coronaviruses (Coronaviridae), providing a medicinal chemistry viewpoint that could be useful for designing new
therapeutic agents.
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Apéndice | — Publicagdao do artigo “In vitro and in vivo evaluation of
dialkylphosphorylhydrazones against Leishmania chagasi promastigotes and
amastigotes” ao longo do doutorado.
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Carglina Barbosa Brito da Matta,” Paulo Fernando da Silva Santos-Janicr,”
Vinicius Tomaz Gongalves,” Morgana Vital de Aradjo,”

Aline Cavalcanti de Queiroz, @7 Jodo Kaycke Sarmento Silva,?

Jodo Flavio Monteire da Silva,® Rafael José Ribeire Padilha® Luiz Carlos Alves,”
Fibio André Brayner dos Santos,” Lucas Tricarico Barcelos,”

Edeildo Ferreira da Sitva-Junior, @ Jodo Xavier de Araljo-Janior,®

Jodo Batista Neves da Costa’ Carlos Mauricio R. Sant'Anna’ and

Magna Suzana Alexandre-Moreira*

In our previous study, two new dislkyphosphonylhydrazones (DAPHs] have been designed targeting
antilelshmanial activity against Lelshmania braziliensis and Lelshmanis amazonensis parasites, and their
mechanizm of action, a8 well as their leishmanicidal activity against Lelshmania chagasl was evaluated.
The present wark aimed to evaluate the dn vitro and dn wivo activities of DAPHS against L chagas), in additon
o proposing a mechanism of action based on ultrastructural alterations and in slico studies. Then, the
i witno activity of DAPH: against promastigotes and amastigotes from L chagas!, as well & dn vivo results in
a golden Syran hameter (Mesocriostus auratus] animal model, was determined in this study. A medhaniom of
action wa proposed consdening observations werified by scanning elecron microscopy (SEM) and
malecular docking smulations wsing the GOLD®™ software. DAPHs 4m and 4n were not gytotosdc on
macrophages at fhe concentrations tested, amang which analog 4n eshibited a masimum effect of B4 5
against L chagas! amastigotes, which & greater than that for miltefosine (66 2%). Further analyzes
demanstrated that it causes morphological changes in promastigote formms compatible with induced

Recaved 2nd Augud 2021, apoptosis. In addition, no Sgnificant in wivo alterations were cbserved for both DAPH compounds. Still. our
Accepted 48 Noverrber 2021 mcleculsr modeling protocol was able to predict a tridimensional sructure for hexoldnass protein from
DiOl: 10 30 38/d1nj0EESdg L infantum chagas! (LEHKL in which subsequent docking studies demonstrated that 4m and 4n are capable

of interacting with this tasget in a maore efficient binding mode than its endogenous ligand, GEP. The nowvel
rac fifnje DAPH= 4m and 4n could serve 2 potent hit compounds for designing new lelshmanicidal agents
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Insights on Dengue and Zika N55 RNA-dependent RNA polymerase )
(RdRp) inhibitors i~
Igor José dos Santos MNascimento °, Paulo Fernando da Silva Santos-Jdanior 7,
Thiago Mendonga de Aquino?, Jodo Xavier de Aradjo-Janior ",
Edeildo Ferreira da Silva-Jdnior ~°
% Chemistry and Biotechnology institute, federal University of Alagoss, Maoris, Bras]
® | ahoratory of Medicinal Chemistry, Pharmautim! Scence Insstute, Federal University of Alagoas, Mamis, Bl
ARTICLE INFO ABSTRACT
Article histary: Owver recent years, many cutbreaks cawsed by (re jlemerging EMA viruses have been repored worldwide,
Recsived 24 May 2021 incheding life-theatening Favivinses, such as Dengue (DENV) and Zika (ZIKV ] Current by, there & only
Recsived in revized farm one licensed vaccine against Dengue, Dengvaxia®. However, its administration & not recommendad for
9 July ZUZ;U Jly 221 chilkdren under nime years. 5ull, there are no speci fic inhilditors available to treat these infectiows diseases.

¥ Among the flaviviral protelns, N55 RNA-dependent RNA polymemse (RERp) & a metalloenzyme essential

Available online 13 july 2021 . o ! e o N N
for viral replication, suggesting that it is a promiing macremolecular target since it has no human

homeekeg. Nowadays, several N55 RAR p inhilvitors have been reported, while none inhibitors are cumenitly

ms imclinical development. In this contest, this review constitstes a comprehensive work focused on RdRp
Fika virus imhibitors from natural, synthetic, and even repurposing sources. Furthermore, their main aspects
RlRp assnciated with the stnsctere-activity relationship (SAR ), proposed mechanisms of action, compu tational
Malecular modeling stedies, and other topics will be discussed in detail.

Drug repurpasing & 2021 Bsevier Masson 3AS All rights reserved.
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Synthesis of hybrids thiazole—quinoline,
thiazole-indole and their analogs: in vitro
anti-proliferative effects on cancer cell lines,
DNA binding properties and molecular modeling¥

Paulc Fernandeo da 5. Santos-Junicr,i” Igor José dos 5. Mascimento,i”

Edjan Carlos D. da Silva,” Kadja Luana C. Monteire,® Johnnatan D. de Freitas,”
Sarnaysa de Lima Lins,” Tharnilla Maria 5. Maciel,” Bruno C. Cavalcanti,®

José de Brito V. Meto,” Fabiane C. de Abreu® Isis M. Figueiredo,®

Josué Carinhanha C. Santos, 0% Claudia do © Pessca,” Edeildo F. da Sia-Junior,®
Jodo X. de Aradjo-Jonicr® and Thiago M. de Aquing (B2

A convenient synthesis under ultrascund [UE) imadiation of 4-thiazolidinone, thiszole, dihydrothiszole,
and thiazgine hybrid compounds containing quincline and indde nuclews k& described. All the title
compounds were characterized by NMR and HRME The synthetic protocol affords highly selective
conversions, short reaction times, simple work-up procedures, and good welds compared with
conventional methods. All the synthesized compounds were tested for in witro oytotosic actiity against
glioblastoma [5F-295) leukemia (HL-60), and prostate cancer [FC-3) cell ines. Three compounds [4c—e)
presented moderate to high acthvity against all cancer cell lines evaluated. Cormpound 4¢ stood out with
its promising cytotoxcity acthity against the HL-60 cell line with an ICs value of 241 pM and an 51 of
105, The electrachemical behavior of 4¢ was studied wsing differential pukse voltammetry [DP] on a
glazsy carbon electrode modified with dsDMA and with s=DMA in the solution. Az a result, the pre-
concentration of the compound on the dsDNA biosensor surface and modification of the oxidation
cuments of guanosine and adencsine bazes in ssDMA experiments demonstrated an interaction between
4c and DMA. The affinity of 4c was evaluated against dDMA by exploning spectroscopic tedhniques,
showing that the compound ack preferentally a5 a groowe binder. Molecular docking and dynamics
simnulations proposed that 4¢ interacts wia groowve binding and intercalation, comoborating the experimental
results. The dominating interactions werne conventional hydrogen bonds and van der Waals forces. Finaly,
our findings suggest the 4¢ derivative to be a potential anticancer prototype against HL-60.
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Svnthesis, Antileishmanial Activity and in silico Studies of Aminoguanidine
Hyvdrazones (AGH) and Thiosemicarbazones (TSC) Against Leislmania chagasi

Amastigotes

Thiago M. de Aquino’>*, Paulo H. B. Franca®, Erica E. E. §. Rodrigues!, Igor, J. §. Nascimento®, Paulo F. S.
Santos-Jonior', Pedro G. V. Aquing®, Mariana S. Santos®, Aline C. Queiroz™, Morgana

V. Araijo®, Magna 5. Alexandre Moreira®, Raiza B L. Rodrigues®, Klinger A F. Rodrizues®. Johnnatan D).
Freitas’, Jacques Bricard®, Mario B. Meneghetti®, Jean-Tacques Bowgnignon®, MartineSchmitt®, Edeilds F. da
Silva-Tinior' ** and Jofio X. de Amavjo-Tinior*

!Labaratory af Medicinal Chemistry, Institute of Pharmaceutical Sciences, Federal University of Alagoas. 57072-900, Maceis-
AL, Brazil: ° Institute af Chemistry and Biotechnology, Federal University of Alagoas, 37072-00 0, Maceio-AL, Brazil: *Federal
Rural Univerzity of Pernambuce, Garanhums-PE, 55202-270, Brazil: ‘Laboratory of Pharmacolegy and Immumology, Inztitute
af Biological and Health Sciences, Federal University af Alagoas, 37072-900, Maceis-AL, Brazil: *Laboratory af Microbislogy.
Immunology and Parasitelogy, Medical Science Cemter, Campus Arapiraca, Federal University af Alageas, 57309-0035,
Arapiraca-AL, Brazil: * Laboratory of Infectious Diseases, Federal University of Pamaiba Delta, 64202-020, Pamaiba-FI,
Brazil; “Tnsorumental Analysiz Laboratery, Fedeval Institute of Alagoas, Campus Maceis, Ferrovidario Avenne, 57020-600,
Maceié-AL, Brazil; “Laberateive dTnnevation thérapeutigus, UME 7200, Labex Madalis, CNRS, Umiversité de Strazhourg,
Faculte de Pharmacis, 74 route du Rhin, BP 60024, 67401 Mlkirch, France
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Abstract: Background: Leishmaniasis is a worldwide health problem, highly endemic in developing
couniries. Among the four main clinical forms of the disease, visceral leishmaniasis is the mostsevere,
fatal in 95% of cases. The undesired side-effects from first-line chemotherapy and the reporteddrug
resistance search fior effactive dmgs that can replace or supplement those cormently used an urgent need
Aminogoanidine hydrazones (AGH's) have been explored for exhibiting a diverse specrum of
biclogical activities, inm pamicular the antleishmanial activity of MGBG. The bicisosteres
thipsemicarbazones (TSC"s) offer a similar biological activity diversity, including antiprotozoal effects
against Leishmania species and Trypanosoma conz. Qbjecrive: Considering the impact of leishmaniasis
worldwide, this work aimed to design, synthesize, and perform a screening npon L. chagasi amastagotes
and for the cytotoxicity of the small "in-house" library of both AGH and TSC denvatives and their
strucmrally-related compounds. Meshod: A set of AGH's (3-T), T5C's (9, 10).and semicarbazomes
(11} were imigally synthesized Subsequenty, different semi-constrained analogs were desizned and
also prepared, inchoding thiazolidines (12), dibydrothiazines (13), imidazolines (15), pynmidines {14,
18) azines (19, 20, and benzowmiazepinones (23-15). All mermediates and target compounds were
obtained with satisfactory yields and exhibited spectral data consistent with their stactures. ALl final
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Inhibitors targeting Hepatitis C virus (HCV) entry
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2 Instrtute of Chemistry and Biotechnology, Federal University of Alagoas, Campus A C. Simdes,
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In wvirre antitumor activity of 2-NN-dialkvlamine-1,4-

naphtoguinones on human glioblastoma multiforme cells

José Clementine-Meto*? Jodo Kayke Sarmento da Silva®, Cibelle de Melo Bastos Cavalcante®® Paulo
Fernando da Silva-Juniort, Cibelle Cabral David!, Morgana Vital Aradjo®, Carmelita Bastos Mendest,
Aline Cavalcanti de Queiroz*® Elaine Cristina Oliveira da Silva', Samuel Teixeira de Souza', Eduardo
Jorge da Silva Fonseca', Tania Maria Sarmento da Silva?, Celso de Amorim Camarad, Vivaldo Moura-
Netof, Jodo Xavier de Aradjo-liniorsh, Edeildo Ferreira da Silva-Juniort, Adriana Ximenes-da-Silvat,
Magna Suzana Alexandre-Moreiral”

I this study, was evaluated the in wino antitumeor activity of 2-NN dizlkylamine-1,4-naphthoquinenes [1la-n) agsinst human
glioblastoma multiforme cells [GBMOZ). All derivatives inhibited GEMOZ cell viability except for compounds 1a, 1b, and 1c.
In contrast, compounds 1d, 1e, 1f, 1g, 1h, 1k, snd 1n were the most effective ones. Among them, compound le was found
to be the most promising analog (ICsw: 14.9 4.6 pM). Compounds 1a, 11, and In weren't tosic wpon monocytes and
lymphocytes, while compounds le, 1f, and 13 presented low oytotoxicity. Moreover, compounds Le, 1f, 1g. 1k, and 1n were
more selective for GBMOZ oells than for monecytes and lymphecytes. 5till, compounds 1e and 1n promoted changes in the
morphelogy of tumoer cells, spoptosis-indwoed in GBMOZ cells, and cell cycle amrest in the 5 and 5,6 phases. Compounds
1e and 1n were morne effective against GBMOZ than Temozolomide [TME). Furthermone, in sifice studies suggest that these
compounds have good oral bioavailability after intestinal absorption, permeability to the blood-brain barrier, and are not
inhibited by P-glycoprotein, remaining in the brain environment. In this sense, these two derivatives are effective antitumor
agents and should be subjected to new experimental protocols in the antitumer drugs development chain to become future
therapeutic options for this disease of poor prognosis and, until nowadays, without a cure,



