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RESUMO
O Zika virus (ZIKV) ¢ um flavivirus pertencente a familia flaviridae, que ¢ transmitido pela
picada do vetor infectado, nesse caso, mosquito do género Aedes aegypti. Uma das estratégias
para o desenvolvimento de novos antivirais € a inibicao da protease NS2B-NS3, que ¢ essencial
para replicagdo viral. O trabalho aborda a sintese de 19 compostos inéditos derivados N-acil-2-
aminobenzotiazol, com potencial atividade bioldgica contra o ZIKV. Os compostos foram
avaliados quanto a sua capacidade de inibir a replicagdo do ZIKV e a capacidade de inibir a
protease NS2B-NS3 do ZIKV. O composto 33 foi o mais promissor da série de modificagdes
realizadas no nucleo p-amino-benzamida, demonstrou uma eficicia significativa contra o
ZIKV, com um valor ECso de 5,1 uM. Além disso, o composto apresentou um indice de
seletividade de 25,1, o que sugere que ele € 25,1 vezes mais eficaz em inibir o ZIKV do que em
causar efeitos toxicos nas células hospedeiras. Outros resultados antivirais in vitro mostraram
que os compostos 40 e 60 da série de modificagdes no nucleo sulfonamida e no nucleo
benzotiazol, respectivamente, também apresentaram eficacia contra ZIKV, cerca de duas vezes
maior que o composto 2 selecionado como #4if inicial, apresentando ambos ECso proximo de 5
uM, apresentando indices de seletividade de 9,2 e 7,7, respectivamente, considerados como
candidatos promissores. Desta forma, os compostos 33, 40 e 60 foram selecionados e testados
a 10 uM frente a inibicdo de replicacdo do replicon BHK-21-RepZIKV IRES-Neo,
expressando a reducdo de atividade luminescente da Renilla luciferase em 63,4%, 60,4% e
75,5%, respectivamente. Baseado nos ensaios de atividade antiviral com virus e com replicon
do ZIKV, os compostos mais promissores foram identificados como potenciais candidatos a
inibir a protease NS2B-NS3, e portanto, foram submetidos a uma triagem secundaria para
confirmar a sua capacidade de inibir a enzima NS2B-NS3 do ZIKV, com objetivo de verificar
o potencial alvo bioquimico. Os ensaios da triagem inicial com a NS2B-NS3 confirmaram que
os compostos testados apresentaram atividade promiscua, ndo sendo confirmado a enzima
NS2B-NS3 como um alvo bioquimico para o mecanismo de agdo dessa classe quimica
sintetizada. Os compostos que mais se destacaram na triagem inicial enzimatica e nos ensaios
de replicagdo do ZIKV, foram os compostos 2, 32, 40, 41, 48, 59, 60 ¢ 65 submetidos a
avaliag¢do através de métodos computacionais em relacdo ao seu perfil ADME-tox (absorcao,
distribuicao, metabolismo, excre¢do, toxicidade), apresentando propriedades favoraveis para

candidatos a farmacos.

Palavras chaves: ZIKV; N-acil-2-aminobenzotiazol; -Neo; NS2B-NS3pro; ADME-tox.



ABSTRACT
The Zika virus (ZIKV) is a flavivirus belonging to the flaviridae family, which is transmitted
by the bite of the infected vector, in this case, the mosquito of the Aedes aegypti genus. One of
the strategies for the development of new antivirals is the inhibition of the NS2B-NS3 protease,
which is essential for viral replication. The work addresses the synthesis of 19 novel N-acyl-2-
aminobenzothiazole derivatives, with potential biological activity against ZIKV. The
compounds were evaluated for their ability to inhibit ZIKV replication and the ability to inhibit
ZIKV’s NS2B-NS3 protease. Compound 33 was the most promising of the series of
modifications made to the p-amino-benzamide core, demonstrating significant efficacy against
ZIKV, with an EC50 value of 5.1 uM. In addition, the compound showed a selectivity index of
25.1, suggesting that it is 25.1 times morem effective in inhibiting ZIKV than in causing toxic
effects in host cells. Other in vitro antivir results showed that compounds 40 and 60 from the
series of modifications to the sulfonamide core and the benzothiazole core, respectively, also
showed efficacy against ZIKV, about twice as high as compound 2 selected as the initial hit,
both presenting ECso close to 5 pM, presenting selectivity indices of 9.2 and 7.7, respectively,
considered as promising candidates. Thus, compounds 33, 40 and 60 were selected and tested
at 10 uM against the inhibition of replication of the BHK-21-RepZIKV _IRES-Neo replicon,
expressing a reduction in luminescent activity of Renilla luciferase by 63.4%, 60.4% and
75.5%, respectively. Based on the antiviral activity assays with ZIKV virus and replicon, the
most promising compounds were identified as potential candidates to inhibit the NS2B-NS3
protease, and therefore, were subjected to a secondary screening to confirm their ability to
inhibit the NS2B-NS3 enzyme of ZIKV, with the aim of verifying the potential biochemical
target. The initial screening assays with NS2B-NS3 confirmed that the tested compounds
showed promiscuous activity, not confirming the NS2B-NS3 enzyme as a biochemical target
for the mechanism of action of this synthesized chemical class. The compounds that stood out
the most in the initial enzymatic screening and in the ZIKV replication assays, were compounds
2, 32, 40, 41, 48, 59, 60 and 65 submitted to evaluation through computational methods in
relation to their ADME-tox profile (absorption, distribution, metabolism, excretion, toxicity),

presenting favorable properties for drug candidates.

Keywords: ZIKV; N-acyl-2-aminobenzothiazole; -Neo; NS2B-NS3pro; ADME-tox.
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INTRODUCAO
1.1 ZIKA VIRUS

Os patogenos virais apresentam uma grande ameaga a saide humana em todo mundo,
pois sdo organismos capazes de causar doengas em um hospedeiro. A organiza¢ao mundial de
saude (OMS) em 2019, listou quatro infecgdes virais de dez doengas que apresentam risco
global, sdo elas: virus influenza, virus ebola, virus da imunodeficiéncia humana (HIV), e virus
da dengue (WHO, 2022). O estudo de sobrevivéncia do virus e como ele se comporta no
hospedeiro ¢ fundamental para entender como prevenir a disseminag¢do da doenga, pois virus
emergentes e reemergentes, como os que causam Influenza, Ebola, Zika e, por ultimo exemplo,
0o SARS-Cov-2, com a pandemia global de COVID-19, representam globalizadas ameagas
catastroficas e demandam desafios extraordinarios.

O Zika virus (ZIKV) foi isolado pela primeira vez de um macaco Rhesus em 1947 na
regido da floresta Zika em Uganda (Africa oriental) pelos cientistas Dick, Kitchen e Haddow
que trabalhavam numa area de alta incidéncia de febre amarela (DICK; KITCHEN; HADDOW,
1952). Em 1964, foi publicado pela primeira vez o relato em revista cientifica de infec¢ao
humana por ZIKV, cujos sintomas da doenca foram relatados por um homem europeu de 28
anos que residiu em Uganda (SIMPSON, 1964).

Em 2007, comegaram a surgir os primeiros casos de surto de ZIKV, na ilha de Yap e
estados federados da Micronésia, estima-se que 73% da populagdo tenha sido infectada com
ZIKV (DUFFY et al., 2009). Ja entre 2013 e 2014, surgiram aproximadamente 32.000 casos
suspeitos de infec¢do pelo Zika na polinésia francesa (AUBRY et al., 2017).

No Brasil, o surto iniciou em meados de 2015, e logo em se espalhou para outros paises
da América do sul e América central. Entre 2015 e janeiro de 2018, o Brasil apresentou o maior
numero de infec¢des por ZIKV, com um total de 137.288 casos (SAMPAIO et al., 2019).

Esses surtos contemporaneos representam uma mudanga dramatica no fendtipo do
ZIKV, de um virus inofensivo que causava infegdes isoladas, por vezes assintomadticas, para
um virus com potencial de causar doengas generalizadas.

Neste trabalho foi avaliado o ciclo de vida e transmissdo do ZIKV para entender como
a Sintese Organica e a Quimica Medicinal podem ser ferramentas importantes no planejamento

e desenvolvimento de novos candidatos a fAirmacos para inibir a replicagdo do virus.
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1.2 ZIKA VIRUS: BIOLOGIA E CICLO DE TRANSMISSAO

O ZIKV ¢ um membro da familia Flaviviridae de virus com envelope, nomeado em
homenagem ao primeiro virus humano a ser descoberto, o virus da febre amarela (do latim:
“flavus”) (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). Ele se enquadra no género
flavivirus, que também inclui uma série de patogenos, como dengue (DENV), virus da
encefalite transmitida por carrapatos (TBEV), virus do Nilo ocidental (WNV) e o virus da febre
amarela (YFV). O ZIKV ¢ disseminado em ambos os ciclos silvestre e urbano através da picada
das espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus (AYRES, 2016). O ZIKV ja foi detectado em
uma ampla variedade de fluidos corporais humanos como: sangue, urina, saliva, sémen e
secrecdo vaginal. Ha relatos de casos em que a infeccao por ZIKV ocorre através da transmissao
sexual e esses estudos demonstraram a presenga do ZIKV com mais de 100 dias apds o ato
sexual no organismo humano (PARDY; RICHER, 2019). Os sintomas podem ser apresentados
como: erup¢do cutidnea aguda, febre, artrite, conjuntivite, possivel dor de cabeca e vomitos. O
sintoma neurologico mais comum associado a infec¢do por ZIKV em adultos ¢ a Sindrome de
Guillain-Barré (SGB) (Figura 1) (PARDY; RICHER, 2019), que ¢ uma condi¢do neurologica
provocada pelo ataque dos anticorpos produzido pelo nosso organismo ao sistema nervoso

periférico (bainha de mielina).
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Figura 1-Novos aspectos dos surtos contemporaneos do ZIKV
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Fonte: Autora (2023).

Dentro deste contexto € de suma importancia compreender como ocorre a replicacdo do
ZIKV e porque ¢ tdo importante saber sobre as proteinas ndo-estruturais do seu genoma, de
modo que possamos desenvolver estratégias que atuam na replicagao viral.

O modo de replicagao de um virus bioldgico pode ser explicado de forma andloga a um
virus de computador. Por exemplo, o virus de computador faz copias de si mesmo na memoria
de um computador e depois se transfere para outros computadores, isto €, da mesma forma que
um virus bioldgico, ele apenas carrega informacdes — instru¢cdes ou genes- € ndo possui
metabolismo proprio, tornando-se um parasita por necessitar do maquinario celular de um
hospedeiro para existir. Este ¢ o principio da estratégia de sobrevivéncia do ZIKV.
Compreendido o modo de agdo, vamos entender, a estrutura do RNA viral do Zika virus.

O ZIKV contém um genoma de RNA de fita simples de sentido positivo com envelope.

Durante o processo de infec¢do, as proteinas do envelope E do ZIKV, ligam-se aos receptores

da célula hospedeira e a particula viral ¢ endocitada. As proteinas E facilitam a fusdo do virus
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com a membrana endossomica, resultando na liberagdo do RNA viral no citoplasma da célula
hospedeira. A traducdo do genoma do RNA ocorre no reticulo endoplasmatico RE (Figura 2).
O RNA ¢ traduzido em uma tnica poliproteina que sao clivadas pelas proteases hospedeiras e
pelas proteases virais em trés proteinas estruturais consideradas: capsideo, C; pré-membrana,
prM; envelope, Env; e s@o clivadas em outras sete proteinas ndo-estruturais (NS) divididas em:
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Figura 3). As proteinas estruturais sio
responsaveis pela formagdo da capsula que envolve o material genético do virus, sdo
importantes para interacdo do virus com as células hospedeiras, pois estdo envolvidas no
reconhecimento dos receptores celulares e sdo mediadoras da fusdo da membrana viral com a
membrana celular. J& as proteinas ndo-estruturais estdo envolvidas na replicagdo e no
processamento do RNA viral (TAN et al.,2020).

A NS1 ¢ uma glicoproteina que € secretada pelas células infectadas e que pode interagir
com o sistema imune do hospedeiro, modulando a resposta inflamatdria e gera novas particulas
virais (RASTOGI et al., 2016). NS2A tem fungdes diversas, como regular a transcri¢gdo do
virus, induzir a apoptose celular e facilitar a montagem e a liberacao de novas particulas virais
(XIE et al., 2015). NS2B ¢ um polipeptideo que se associa com um fragmento N-terminal do
polipeptideo NS3 (NS3pro), formando uma protease de serina que cliva a poliproteina viral em
seus componentes (DIOSA-TORO et al., 2020). A NS3 contém atividade helicase que ¢
responsavel pela hidrolise de ligacdes peptidicas e esta envolvida no processo de replicagdao do
virus, apresentando a triade catalitica His51 - Asp75 - Ser135 (Figura 4) (SHIRYAEV et al.,
2023; VOSS; NITSCHE, 2020). NS4A atua como cofator da NS3, facilitando a atividade
enzimatica e a NS4B ¢ uma proteina transmembrana que induz a formac¢ao de vesiculas no
reticulo endoplasmatico, onde ocorre a replicagdo do RNA viral (KLAITONG, SMITH, 2021).
A NS5 possui duas atividades enzimadticas: metiltransferase € RNA polimerase dependente de
RNA (KLAITONG, SMITH, 2021). A metiltransferase modifica o RNA viral para facilitar a
sua traducdo e a RNA polimerase dependente copia e multiplica o RNA viral dentro da célula

infectada (WANG et al., 2018).
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Figura 2- O ciclo de vida do ZIKV
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Uma ferramenta Util para estudo da replicagdo do ZIKV e para a triagem rapida e de alto
rendimento de novos compostos antivirais ¢ a linhagem BHK-21-REPZIKV-IRES-Neo, que
contém um replicon do Zika virus. Replicon ¢ uma molécula de RNA que pode se replicar de
forma autondma nas células hospedeiras, sem produzir particulas virais, as proteinas estruturais
sdo substituidas por um gene reporter Renilla luciferase (RLuc) ou uma proteina fluorescente.
No Esquema 1 esta representado como ¢ feita a quantificacdo da replicagdo viral por meio da
medi¢do da emissdo de luz do gene reporter (RLuc), que transformara a luciferina em
oxiluciferina (BECHARA, STEVANI (2018). Além disso, possui o gene que codifica a
resisténcia a neomicina sob o controle de um sitio interno de entrada do ribossomo (/nternal
Ribosome Entry Site, IRES) do virus da encefalomiocardite (EMCV), e possui o gene de uma
sequéncia de ribozima virus da hepatite delta (Hepatitis delta virus ribozyme - HDVr). Os
efeitos inibitorios dos compostos na replicacdo do RNA viral podem ser facilmente avaliados
medindo-se a reducdo dos sinais luminescentes ou fluorescentes (FERNANDES et al., 2020).

Um esquema do replicon de ZIKV utilizado neste trabalho estd demonstrado na Figura 3.
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Figura 3- Organizacdo do genoma dos flavivirus

Proteinas estruturais Proteinas ndo-estruturais
5 N\ N\ 3
c |pM ENv [NST Ns2AiSBE Ns3 Nsaa NS4B | Nss UTR
5 i3

Cae [Rluc 2A Es [NST NS2A[NEBE Ns3 Ns4a NS4B NS5 = iRes NEOg HDr

RepZIKV_IRES-Neo :

Legenda: Cépsideo, C; pré-membrana, prM; envelope, Env.

Fonte: Autora (2023).

Esquema 1- Reacao de oxidacao da luciferina pela luciferase
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Fonte: Adaptado de BECHARA, STEVANI (2018).

Legenda: A Luciferase é produzida durante a replicacdo do RNA do replicon, isto €, quanto maior for a producio
de luciferase significa que menor foi a inibigao das proteinas ndo-estruturais do replicon. O ensaio para quantificar
a taxa de replicagdo viral foi realizado apds 72h de incubagdo (tempo de contato entre o composto e replicon).
Apds 72h, foi adicionado o substrato luciferina para que toda a luciferase produzida pudesse transformar a
luciferina, em oxiluciferina (Esquema 1). Essa transformagdo em oxiluciferina libera luz, que foi medida pelo
equipamento Glomax promega.
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Figura 4- Estrutura de cristal de raios-X da protease NS2B-NS3 do ZIKV em sua conformagao
cataliticamente ativa (c6digo do PDB: 5LCO)

Legenda: NS2B ¢ mostrada em azul e NS3 ¢ mostrada em laranja. Residuos da triade catalitica sdo
destacados.

Fonte: Adaptado de Voss e Nitsche (2020).

1.3 DESENVOLVIMENTO DE NOVOS CANDIDATOS A FARMACOS

O planejamento racional de candidatos a farmacos ¢ de suma importancia e exige
conceitos fundamentais sobre poténcia, afinidade e seletividade para que haja a otimizagao,
desenvolvimento e a pesquisa de processos para a preparagao do prototipo. Com isso, 0s ensaios
biologicos associados a quimica medicinal (Uma ciéncia que representa a intersec¢ao entre a
quimica e a farmdcia, a qual investiga racionalmente um composto quimico com potencial
terapéutico) - € uma combinag¢ao eficaz no desenvolvimento de novas moléculas com atividade
biologica. O processo de descoberta de farmacos ilustrado na Figura 5 € constituido por duas
principais fases: (1) descoberta e (i1) desenvolvimento clinico (DUELEN et al., 2019).

Na etapa de descoberta, os pesquisadores buscam identificar e otimizar moléculas que
possam interagir com um alvo molecular relacionado a uma doenca. Essas moléculas sdo
identificadas como ligantes (do inglés, Aits) e sdo obtidas por triagens reais (por exemplo,
biologicas ou bioquimicas), ou virtuais (métodos computacionais). Normalmente, na etapa de
descoberta sdo identificadas moléculas de baixa poténcia e o objetivo principal € otimizar os
parametros farmacodindmicos como poténcia, seletividade e afinidade, para juntamente realizar
a avaliacdo das propriedades farmacocinéticas como absor¢do, distribuicdo, metabolismo,

excrecao e toxicidade, ADME-tox. Na etapa de desenvolvimento, os compostos otimizados
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sdo elevados a categoria de compostos lideres (do inglés, lead), e sdo selecionados para passar
por uma série de ensaios que envolve os estudos de farmacologia e toxicidade, que tem como
objetivo principal testar a seguranca e a eficacia de novos candidatos a firmacos no modelo in
vivo animal (pré-clinica) até serem testados em humanos nas etapas clinicas (fase I, II e III)
(GUIDO, ANDRICOPULO, OLIVA, 2010). Apodés a avaliagdo das propriedades
farmacocinéticas e da atividade biologica in vitro e in vivo, sdo geradas novas entidades
quimicas (NCE, do inglés New Chemical Entitites) (LIMA, 2007), que apds passarem pelos
testes clinicos, serdo registradas na ultima fase pelas agéncias reguladoras (Ex: FDA, do inglés,
Food and Drug Administration) e ainda serdo monitoradas por questdo de seguranga na etapa
de farmacovigilancia (Fase V) (Figura 5).

A fase que o LASFAR (Laboratorio de Sintese de Candidatos a Farmacos-UFU) se encontra €
na etapa de descoberta. Baseado nessas informacdes, foi selecionado o 4it 2 (Figura 6) para

realizar a otimizag@o dos parametros prescritos para a fase inicial.

Figura 5 - Cronologia de desenvolvimento de um farmaco
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Fonte: A autora (2023).

Figura 6- Estrutura quimica dos Aits 1 e 2
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Lee e colaboradores (2013), relataram que apds realizar uma triagem por HTS (do
inglés, high throughput screening) de mais de 40.000 compostos utilizando a enzima NS3-
NS4A! do virus da hepatite C (VHC), identificou o hit 1 que apresentou ICso de 2,2 pM contra
NS3-NS4A (Figura 6). A forte semelhanca estrutural da regido catalitica entre as proteases
NS3-NS4A do VHC com a NS2B-NS3? do ZIKV, levou os autores a selecionarem 71
moléculas do trabalho anterior para serem testadas com a enzima NS2B-NS3. Desse estudo
foram identificados 10 compostos com valor de ICso < 50 uM. Essa sele¢ao, o kit 2 (Figura 6),
demonstrou ICso de 5,2 uM (LEE et al., 2017).

Por este motivo, o composto 2 foi selecionado como #it neste trabalho onde foram
propostas modificagdes quimicas na sua estrutura, a fim de promover um estudo entre estrutura
quimica e atividade bioldgica contra o ZIKV e a protease NS2B-NS3, e otimizar as
propriedades farmacologicas.  Modificagdes estruturais nos nucleos benzotiazol, p-
aminobenzamida e sulfonamida do #it 2 foi idealizada para avaliar quais substituintes ou grupos
funcionais sdo farmacoféricos conforme ilustrado na Figura 6.

Uma vez que o grupo farmacoférico venha a ser identificado, podemos realizar outras
modificagdes na estrutura quimica da série para promover melhorias farmacodinamicas. A
farmacodinamica de um composto orgéanico ¢ uma caracteristica que o quimico orgénico precisa
avaliar na hora de idealizar uma molécula, pois ¢ fundamental que o farmaco possa atingir o

seu objetivo quando estd no meio bioldgico, que € interagir com alvo desejado.

1.4 DERIVADOS BENZOTIAZOIS

Os heterociclicos desempenham um importante papel no planejamento de novos
candidatos a farmacos (THOMAS et al., 2011). Um composto heterociclico ¢ aquele que
contém um anel ciclico formado por mais de um 4tomo, isto ¢, um anel formado apenas por
carbono é chamado de anel homociclico, se 0 anel contém outro atomo além de carbono como
nitrogénio (N), enxoftre (S) e oxigénio (O) € referido como heterociclico. Em varios compostos,
o benzeno ¢ fundido com o sistema heterociclico de cinco membros como o benzotiazol,

benzoimidazol, benzoxazol que sdo selecionados devido a sua atividade farmacolégica (Figura

! NS3-NS4A: E uma protease viral que é importante para o ciclo de vida de vérios virus, como da hepatite C.
NS3/A4 apresenta no seu sitio catalitico a triade formada pelos residuos His57, Asp81 e Ser139, que sdo
responsaveis pela clivagem da ligagdo peptidica.

2 N2B-NS3: E uma protease serina que é responsavel pela clivagem da poliproteina viral durante a etapa de
replicacdo do virus. A proteina NS3 ¢ a principal responsavel pela atividade catalitica da enzima.
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7). Os benzotiazois fazem parte de uma classe importante de heterociclos que funciona como
um grupo nucleo para o desenho de novas moléculas. O sistema do anel benzeno estd fundido

a posicao 3a e 7a do anel tiazol formando o benzotiazol que ¢ planar.

Figura 7- Anéis heterociclicos
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Fonte: Autora (2023).

J& se tem estudado esses anéis heterociclicos (Figura 7) ha alguns anos por estarem
envolvidos em amplas atividades bioldgicas e terapéuticas conhecidas como: antimicrobiana,
anticancerigena, anti-helmintica, antidiabética, antituberculose, antitumoral, antitripanossomal,
antiviral, analgésica, anti-inflamatoéria, antifingica, antileishmania (GARCIA-BAEZ et al.,
2021). Alguns exemplos de moléculas bioativas que apresentam o ntcleo benzotiazol na sua
estrutura sao os eritrazol A ¢ B (6 ¢ 7) (Tabela 1). Estas moléculas foram isoladas do extrato
das cepas da bactéria gram-negativa Eritobacter citreus e apresentaram atividade antitumoral
(HU; MACMILLAN, 2011). Outro exemplo de composto bioativo que contém o anel
benzotiazol € o sesquiterpendide do tipo bisabolano (8) encontrado nas raizes da Ligularia
dentate (compositae), e na China a raiz da planta ¢ usada como erva para facilitar a respiragao,
estimular o fluxo sanguineo, reduzir a inflamagdo, aliviar a dor, parar a tosse e diminuir as

secrecoes produzidas durante determinadas viroses (BABA; YAIOTA; KIKUCHI, 2007).
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Tabela 1- Nucleo benzotiazol presente em compostos naturais e sintéticos com aplicagdes farmacéuticas
Continua
N° Atividade
Fonte Espécie Molécula ou/aplicac¢ao Referéncia
biologica
6
HU;
Natural | Erythrobacter Antitumoral | MACMILLAN,
sp. 2011.
Eritrazol B
7 HU;
Natural | Erythrobacter Antitumoral | MACMILLAN,
sp. 2011.
Eritrazol A
Erva medicinal
Natural Ligularia reduz
dentata inflamacao; BABA;
8 alivia tosse; YAIOTA;
ajuda na KIKUCH]I,
8B-angeloyloxy-5,10B-epoxythiazolo[5,4-a]biasabola-1,3,5,7(14)- respiragao. 2007.
tetraene-4,11-diol
Ensaios
genéticos,
Photinus O ensaios OLIVEIRA et.
pyralis /ll (SLN OH bioquimicos, al, 2013;
Natural | Oplophorus HO N\ imageamento SYED;
9 gracilirostris S de tumores e ANDERSON,
infecgdes, 2021.
dentre outros.
D-luciferina
Antitumoral
HOSOKAWA
10 | Natural - et. al, 2000
Tiazinotrienomicina F
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Antitumoral
HOSOKAWA
et. al, 2000
11 | Natural -
Tiazinotrienomicina G
CRICCHIO,
Natural Antimicrobiano | ANTONINI,
12 SARTORI,
Norcardia 1980; ADAMS
mediterranea etal.,2021.
CRICCHIO,
Norcardia Antimicrobiano | ANTONINI,
mediterranea SARTORI,
13 | Natural 1980; ADAMS
etal.,2021.
Rifamicina P
(0]
\
Sintético N Usado no
14 tratamento de MYLARI et.
diabetes al, 1991.
(0]
Zopolrestat
Usado no
o . tratamento de
15 | Sintético w< esclerose
Fr lateral ALZFORUM,
amiotrofica 2022.
(ELA)
Riluzol
MORTIMER
Antitumoral et. al, 2006.
16 | Sintético
GW610, NCS 721648
R Usado no
~_© tratamento de
glaucoma;
17 | Sintético antibacteriano ALERT-
ONLINE,
2022.

Etoxzolamida

Fonte: Autora (2023).
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Dando continuidade a série de exemplos, a D-luciferina (9) possui finalidades
bioanaliticas nas areas médicas (diagndsticos e estudos pré-clinicos de patologias como
infecg¢des bacterianas, virais e cancer) (OLIVEIRA et al., 2013) — sendo o anel tiazol o principal
responsavel pela bioluminescéncia da molécula (TAKAKURA, 2021).

Compostos da classe das rifamicinas (12 ¢ 13) (CRICCHIO, ANTONINI, SARTORI,
1980) (Tabela 1) sdo conhecidas por ser uma classe de antibidtico que demonstram
propriedades antimicrobianas contra bactérias Gram-positivas e algumas bactérias Gram-
negativas (ADAMS et al., 2021) e as tiazinotrienomicinas (10 e 11) (HOSOKAWA et al., 2000)
sdo empregadas como antibidtico no tratamento do cancer. Essas estruturas quimicas chamam
atencao apresentarem o anel benzotiazol em destaque (Tabela 1).

Os benzotiazéis também podem ser encontrados como nucleo central em farmacos
sintéticos, apresentando importantes atividades biologicas, como é caso do Zopolrestat (14)
(MYLARI et al., 1991) (Tabela 1) usado no tratamento de diabetes; o GW610 (16) que ¢ um
potente antitumoral (MORTIMER et al.,, 2006), o Riluzol (15) (ALZFORUM, 2022) ¢ utilizado
no tratamento de esclerose lateral amiotrofica (ELA), medicamento aprovado pela FDA, sendo
comercializado desde o final da década de 1990; A Etoxzolamida (17) ¢ utilizada no tratamento
de glaucoma, que também apresenta atividade contra a bactéria da tuberculose Mycobacterium
tuberculosis (ALERT-ONLINE, 2022). Sendo assim, conhecendo a ampla atividade bioldgica
dos benzotiazodis na literatura, foi planejado e sintetizado uma série de amidas contendo o
nucleo benzotiazol, que sdo congéneres do kit 2 (Figura 6) para serem avaliados no ensaio

bioldgico contra a enzima NS2B-NS3 e contra o Zika virus.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi sintetizar uma série de congéneres do it 2 e avaliar a

capacidade de inibir a replica¢ao do ZIKV e a enzima NS2B-NS3.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Planejar e sintetizar derivados do Aif 2;
b. Caracterizar os compostos sintetizados por RMN 'H e 1*C;
c. Determinar os parametros farmacodindmicos de ECso (poténcia) e de CCso

(citotoxicidade) para os compostos selecionados;
d. Confirmar a inibi¢ao da replicagdo viral através da inibicdo da enzima NS2B-NS3 do
ZIKV;

e. Avaliar a relagdo entre estrutura quimica e atividade bioldgica frente ao virus ZIKV.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PLANEJAMENTO E SINTESE DO HIT E DERIVADOS COM MODIFICACOES
NO NUCLEO P-AMINOBENZAMIDA

O processo conhecido como analise retrossintética (Esquema 2) ¢ utilizado no
planejamento para obtencao de moléculas-alvo que consiste em analisar uma molécula de tras
para frente, através dessa ferramenta conseguimos planejar a sintese do kit 2 e seus analogos,
identificando quais os precursores sintéticos sao necessarios. Os reagentes 2-amino-benzotiazol
(18), acido p-amino-benzoico (25), e o cloreto de para-metoxisulfonila (22) foram escolhidos
para fazer parte da construcdo do escopo de moléculas pela acessibilidade e viabilidade

sintética.
Esquema 2- Analise retrossintética do Ait 2 e derivados com modifica¢des no nticleo central

o) BN

N S¢S

/ N "o NH RN -
@EN»—NH\ N — @[N»— 2+ H(?_@N\S\\O 19-orto

Amidagao H} 20-meta

18 21-para

Formacgéo
de sulfonamida
Cl\s//o
0~ O>_<j\//NH2
+
HO \_7

22 OCH, 23-orto
24-meta

2

25-para

Fonte: Autora (2023).

A sintese do hit 2 inicia através de uma esterificagdo de fischer do acido p-nitro-
benzodico 28 (Esquema 3), em aquecimento a 70°C com H2SO4 e etanol. Na segunda etapa,
acontece ocorre a hidrogendlise (reducao do grupo nitro para amina), usando Pd/C e atmosfera
de Ha(g), obtendo-se o produto 31 com rendimento de 77%. A proxima etapa foi a obtengao
da sulfonamida 21 através de uma substituicao nucleofilica, partindo-se de 31 através de uma
reacdo com cloreto de 4-metoxi-benzenosulfonila 22, usando piridina como base e
diclorometano como solvente. Na etapa 2, ocorre a hidrdlise do éster com uma solugdo de

NaOH (2M) e a formacao de um sal do 4cido carboxilico.
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Esquema 3- Estratégia para sintese do 4it 2 e analogos

o
S
o
N
o 0
ON, - N o 22 o) o

\ 1. H,S0,,EtOH, 70°C AN . 1. Piridina,CH,Cl,,24h >\—® _8<
Q(OH ooV ERAL TP ‘ D (0] et o H 20

2. Pd/C, H, 2. NaOH (2M), MeOH,

26-0 O \ '
27-m MeOR/ACOEL 29-0: 100% 3 Hol E-f’\'ﬂ‘)‘%j“c'"- 19-0: 81%
28-p 30-m: 99% 20-m: 77%

31-p: 77% 21-p: 82%

o \

s
)—NH,
CE“ or H?r@ 25

EDC, HOBt

DMF, 24h, t.a 32-0: 34%
33-m: 27%
2-p: 46%

Na etapa 3, foi realizada a acidificacdo da reacdo com uma solu¢dao de HCI (1M) para
regenerar o acido carboxilico e formar o produto 21 com 82% de rendimento.

A sulfonamida 21 foi utilizada com o 2-amino-benzotiazol 18 para gerar o 4it 2, usando
a condi¢ao experimental com EDC, HOBt, DMF e temperatura ambiente do Esquema 3. A rota
sintética para obtencao de /it 2 foi bem-sucedida seguimos a mesma metodologia como modelo
para obtencao dos analogos 32 e 33 (Esquema 3), obtidos com 34 e 27% de rendimento,
respectivamente. Todas as etapas reacionais foram monitoradas por CCD e reveladas por U.V
no comprimento de 254 nm.

Neste trabalho foi investigado o uso de 1-etil-3-(3’-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC), utilizado juntamente com o auxiliar 1-hidroxi-1H-benzotriazol (HOBt), o mecanismo
da reagdo entre esses dois agentes de acoplamento pode ser visualizado no Esquema 4.

A reagdo comeca com ativacao do acido carboxilico a. A primeira etapa comeg¢a com o
ataque nucleofilico da carbodiimida b do EDC ao hidrogénio do &cido carboxilico a, formando
os intermediarios ¢ ¢ d. O uso de HOBt diminui a formag¢ao do intermedidrio nao-reativo N-
acil-ureia g. Isso permite a obtencao de um intermedidrio ativado-O-acil-isoureia m. O HOBt f
realiza um ataque nucleofilico no intermedidrio e, formando o intermediario tetraédrico h, que
apos transferéncia de proton forma i, que elimina a dialquilureia 1 e forma o éster ativado m.
Em seguida, ha uma substituicao acilica, onde a amina n ataca o carbono carbonilico do éster
ativado, formando o intermediario tetraédrico o, por fim, apds a transferéncia de proton forma
o intermedidrio p, gerando a eliminacdo de s. O nucleofilo s vai capturar um proéton de q,
gerando o produto de amidacao r e regenerando o HOBt no final MONTALBETTI, FALQUE,
2005).
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Esquema 4- Mecanismo de acoplamento promovido por HOBt quando utilizado juntamente
com EDC para obten¢ao de amidas

He® |
~ "~ NH
®
H_
NN
|®
Rearranjo do
intermediario e
(o]
4'\ A~ ~H
O R1 O~ 'N N®
~_— . _R, Dialquilureia H |
o H,N
~n-N 9 =
N N n Cl
of
N=N
@ |
® R2 - N
2HN" . R2 .0,
HN~
®°+R1 H0+R1 ®%/H ) ®
o )
"N-N, TP 0° A Rr2
N = ‘N-N R1” "NH
@ @ N
0 :OH
p

(0] N
R *C[N""
r
f

Fonte: Autora (2023).

O hit 2 foi escolhido para detalhar a elucidacao estrutural utilizando os espectros de
RMN 'H (Figura 8) e °C (Figura 9) (Tabela 2). No espectro de RMN de 'H (Figura 8), podemos
visualizar um singleto em o 3,80 caracteristicos de uma metoxila (-OCH3). Na regido de sinais
referentes aos hidrogénios aromaticos sdao observados dupletos referentes aos H-24 e H-26 (&

7,09, J = 8,9 Hz) e aos H-15¢ H-17 (0 7,24, J = 8,8 Hz). Ainda sdao observados na regiao



30

aromatica tripletos (t) referentes aos H-2 (6 7,33, J = 7,7Hz) e H-1 (& 7,45, J= 7,6 Hz), e sdo
observados multipletos (m) referentes aos hidrogénios H-27, H-23 e H-6 (6 7,79) e aos H-18,
H-14 ¢ H-6 (5 8,01).

No deslocamento de 6 10,78 aparece um singleto que foi correlacionado com o H ligado
ao grupo amida. No deslocamento de o 12,69 aparece um singleto referente ao H ligado ao
grupo sulfonamida (Figura 8). O grupo funcional sulfonamida ¢ comumente evidente nos
deslocamentos quimicos entre 810-12 no espectro de RMN de 'H (TUCZAN; MEDWICK,
1972).

O espectro de RMN de '3C (Figura 9), o sinal em 855,71 foi correlacionado com a
metoxila (-OCH3). O deslocamento de & 165,01 ¢ do carbono da carbonila (C=0) que aparece
como o mais desblindado no espectro de RMN 3C. Os carbonos equivalentes C-24 e C-26
aparecem em 0 114,64, C-15¢ C-17 aparecem em o 117,85, C-14 e C-18 aparecemem o 129,03

e C-23 e C-27 aparecem em 0 129,86. Os demais sinais estdo agrupados na Tabela 2.
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Figura 8- Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) de 2
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Figura 9- Espectro de RMN *C (101 MHz, DMSO-ds) de 2
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Tabela 2— Dados de RMN de 'H e 13C de 2

0 RMN de 'H 0 RMN de 13C
Posicao J

(ppm)? Mult.’ | I° | (Hz)® | Posi¢io | (ppm)?

1 7,45 t IH 7,7 1 123,69

2 7,33 t IH 7,6 2el3 126,21
3e14,18 8,1 m 3H - 3 120,47
6 e 23,27 7,79 m 3H - 4e14,18 129,03
10 12,69 S IH - 5el6 142,45
15,17 7,24 d 2H 8,8 6 121,74
19 10,78 S IH - 8 158,70
24,26 7,09 d 2H 8,9 11 165,01
29 3,80 S 3H - 15,17 117,85

22 130,04

23,27 129,86
24,26 114,64
25 163,13
29 55,71

2 Deslocamentos quimicos em ppm’® Mult= multiplicidade; ° integral; ‘constantes de acoplamento em Hz
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3.2 RESULTADOS BIOLOGICOS COM MODIFICACAO NO NUCLEO P-
AMINOBENZAMIDA

Os ensaios de viabilidade celular e inibi¢ao da replicagao do ZIKV foram realizados
pela professora Dra. Ana Carolina Jardim da Universidade Federal de Uberlandia em seu grupo
de pesquisa. O ensaio de citoxicidade in vitro € ensaio realizado para avaliar se a substancia
quimica a qual pretende-se testar pode ou nao danificar a célula viva. Diante disto, o parametro
ao qual pode ser testado a citoxicidade ¢ a viabilidade celular. A viabilidade celular foi
determinada por meio da técnica MTT. Esta técnica baseia-se na medida do dano induzido pela
substancia testada no metabolismo celular de glicideos, usualmente através da atividade de
desidrogenases. As reagdes com o MTT sdo usadas com a finalidade de verificar a atividade de
desidrogenases presentes em células vidveis (MAGALHAES; THA; LEME, 2018).

Os resultados obtidos de viabilidade celular e inibicdo da replicagdo do ZIKV estdo
agrupados na Tabela 3, e mostra apenas os resultados com as modificagdes realizadas
inicialmente no nicleo p-aminobenzamida. A viabilidade celular e a inibi¢ao da replicacao do
ZIKV foram investigadas para os compostos nas concentracdes de 10 uM e 2 uM empregando
células Vero E6 infectadas ou ndo infectadas com ZIKVPEy43 (Tabela 3) para identificar os
perfis farmacoldgicos mais promissores e determinar a metade da concentracao efetiva maxima
(ECs0) e metade da concentragdo citotoxica maxima (CCso). Foi considerado como perfil
farmacologico promissor aqueles compostos que inibiram mais de 60% da replicagdao do ZIKV
e mantiveram mais de 30% da viabilidade celular na mesma concentragdo (10 ou 2 uM). Os
ensaios demonstraram ECso de 11,2 uM e CCso de 13,3 uM para o composto 2, isto €, o hit 2
apresentando uma baixa seletividade para inibir o ZIKV (Tabela 3). O composto 33, com a
modificacdo na posicdo meta foi menos citotoxico do que o composto 2 (ECsode 5,1 uM vs
11,2 uM; e CCso de 127,9 uM vs 13,3 uM, respectivamente), indicando um melhor perfil
farmacologico com um indice seletivo (IS) de 25,1. J4 o composto 32, com a modificagdo na
posi¢do orto, apresentou uma baixa taxa de inibig¢@o de replicagdo do ZIKV, ndo tendo o ECso

e CCsp determinado.
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Tabela 3- Efeito de 2, 32 e 33 na viabilidade das células Vero E6 e na infectividade do ZIKV

@]
0 9/©/ A
SRt i
»~»—NH
N H
Viabilidade Inibicao da
Conc. ECs¢  CCso
Comp. Posigio celular” replicagiio® SI
(nM) M)  (uM)
(%) (%)
10 104,1 1 N.
32 orto N.D N.D
2 98,5 5,4 D
10 17,7 87,5 127,9
33 meta 5,1£04 25,1
79,3 72.9 + 39
10 94,8 74,4
2 11,1+ 133+
para 1,2
88,7 10,8 0,5 5

Comp.: Composto; Conc.: Concentra¢do; N.D: Nao-determinado; 1.S: indice de seletividade = CCso/ICso. *Efeito
dos compostos na viabilidade das células Vero E6; PEfeito dos compostos na infectividade do ZIKV em células
Vero E6. *Valor ECso (uM) para a inibi¢do do ciclo replicativo ZIKVpgas3. 4Valor CCsp (uM) medido em células
Vero E6. Os valores relatados sdao a média de trés experimentos independentes, cada um medido em triplicata

(valores de P <0,05).
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3.3 PLANEJAMENTO E SINTESE COM MODIFICACOES NO NUCLEO
SULFONAMIDA

As posigoes relativas para e meta demonstraram ser as mais promissoras apresentando
mais de 70% de reducdo da replicacdo viral nas concentragdes de 10 pM e 2 uM,
respectivamente (Tabela 3). Com isso foi planejado a exploracdo de modificacdo no nticleo
sulfonamida, fixando o nucleo p-aminobenzamida com orientagao relativa em para, a fim de
avaliar os efeitos eletronicos desta transformacao, e o impacto desta transformagao na atividade
bioldgica. Portanto, a sintese dos analogos do 4it 2 (38-41) esta descrita no Esquema 5, dar-se

pelo 2-amino-benzotiazol (18) e as sulfonamidas (34-37), utilizando EDC e HOBL.

Esquema 5- Sintese das amidas 38-41

\\ C|
\\O O
HOJ\©\
\©\WOH Pd/C; Hayf \©\WOH 1. Na2003(1|v|) pH=8 N
MeOH/AcOEt 2.HCI; pH 2; 0°C a t.a H O
t.a,8h 98% 34: R=H (36%)

35: R= NHCOCH3(64%)
36: R= Br (95%)
37: R= NO, (57%)

o)
>—< >—NH
NH

o}

S
(L -

18

EDC, HOBt
DMF 38: R=H (68%)?

39: R= NHCOCH,(44%)?
40: R= Br (31%)°
41: R= NO, (32%)°

Legenda: condigio: 24h, t.a%; 48h, t.a."

Diferente do que foi descrito anteriormente, os passos para as sinteses dos
intermediarios 34-37 (Esquema 5) foram modificados com o objetivo de reduzir os nimeros de
etapas para obtencdo dos produtos 38-41. Portanto, ao invés da sintese iniciar com a
esterificacdo de fischer do acido amino-benzodico, iniciou-se com com a hidrogendlise para
redugdo do grupo nitro.

A reacgdo de redugdo do 4cido 4-nitro-benzodico 28, foi realizada usando Ha(g) e Pd/C,
para obtengdo do composto 25, cujo rendimento foi de 98%. A proxima etapa, foi a obtengao

das sulfonamidas 34-37 através de uma substitui¢do nucleofilica bimolecular (SN2).
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O 4cido 4-amino-benzoico 25 e os cloretos de sulfonilas com diferentes substituintes
foram adicionados a um sistema contendo Na,COs3 para formagao de um sal de acido carboxilico
na primeira etapa e, na etapa 2, adicionou-se HCI, para regenerar o acido carboxilico e, obter
por fim, as sulfonamidas 34-37 com 36-95% de rendimento.

A partir das sulfonamidas 34-37 e o 2-amino-benzotiazol 18 (Esquema 5), os
compostos 38-41 foram obtidos através de uma reagdo de acoplamento para formacdo da
ligacdo amida utilizando EDC e HOBt com 32-68% de rendimento.

O composto 38 foi escolhido para fazer a atribuig¢ao dos sinais no espectro de RMN 1H

(Figura 10) e '°C (Figura 11) e Tabela 4.

No espectro de RMN de 'H (Figura 10) da molécula 38, os H-1e H-2 continuam como
tripletos (6 7,33, J=17,5 Hz; 6 7,46, J=7,6 Hz) e os H-23 e H-27 (6 7,87 J= 10,6 Hz) ¢ aos H-
15 e H-17 (8 7,26, J = 8,5 Hz) continuam como dubletos. Os H-24, H-25 ¢ H-26 (5 7,62)
aparecem como duplos tripletos e os H-14, H-18 e H-3 (3 8,02) aparecem como multipletos. Os
deslocamentos em & 12,70 e & 10,92 permanecem como singletos (s), que sdo referentes ao H
da sulfonamida e da amida, respectivamente.

No espectro de RMN de '°C da Figura 11 em 8164,91 estid correlacionado ao
deslocamento do carbono do grupo carbonila. Na sequéncia, os sinais equivalentes dos carbonos
dos anéis aromaticos aparecem em C-23 e C-27 (6 126,67), C-24 e C-26(0 129,49), C-14 e C-
18 (0 129,84), C-15 e C-17 (5 118,00). Na tabela 4, estdo agrupados os demais sinais (0) de
RMN 'H e '3C para o composto 38.



Figura 10- Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) de 38
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Figura 11- Espectro de RMN *C (101 MHz, DMSO-d) de 38
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Tabela 4— Dados de RMN de 'H e 13C de 38

5 RMN de 'H 8 RMN de 3C
Posicao J
(ppm)? Mult.’ | I¢ | (Hz)® | Posicio | (ppm)?
1 7,33 t IH 7,5 1 123,63
2 7,46 t IH 7,6 2el3 126,15
3,14e 18 8,02 m 3H - 3 120,45
6 7,77 d 1H 8,2 4 131,57
10 10,92 S IH - 5 148,58
15,17 7,26 d 2H 8,5 6 121,70
19 12,70 S IH - 8 158,65
23,27 7,86 d 2H 1,7 11 164,91
24,2526 | 7,71 —7,55 dt 3H - 1418 19,84
16 142,01
15e17 118
22 139,27
23e27 126,67
24 ¢26 129,49
25 133,29

aDeslocamentos quimicos em ppm’ ® Mult= multiplicidade; ¢ integral; ‘constantes de acoplamento em Hz.
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Os compostos 38-41 foram obtidos de maneira eficiente utilizando a estratégia reacional
do Esquema 5, porém a ultima etapa reacional, a reacao de amidagao, foi de dificil purificagao
para todos os analogos, necessitando a realizagdo de cromatografia em coluna flash e
experimentos longos, devido a proximidade dos fatores de retencdo entre os produtos e as
aminas de partida em todos os sistemas de eluentes testados. Dessa forma, foi planejado uma
nova rota sintética que apresentasse menores dificuldades nos processos de purificagao.

A partir de uma analise retrossintética da molécula 42, realizando a sua interconversao
na molécula 43, consegue-se realizar 1 desconexdo para chegar nos precursores 18 e 44
(Esquema 6). A partir de uma nova desconexao da molécula 44, que origina os precursores 25

e 45, foi possivel propor a sintese do intermediario sintético 42 (Esquema 6).

Esquema 6- Retrossintese para a nova estratégia para a sintese de derivados com modificagdo

no nucleo sulfonamida
Formacao de amida :

0
Q =0
o} FGI s>_ @*NH
S NH,.2HCI NH
Crpw e = UL
N 42 U

18 44
@)
©: )—NH , 0= OH
N 0
< Formacgéao de carbamato

H,oN 45
25

Legenda: FGI: Desconexao e interconversao de grupos funcionais (FGI).
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A nova estratégia passa pela formagao do intermediario 43 descrito no Esquema 7, para
chegar na obten¢ao do intermediario chave 42, para obter as amidas 46 a 50 (Esquema 8). O
intermediario chave 42 foi sintetizado, partindo-se do composto 43 (Esquema 7). O composto
43 foi obtido a partir do intermedidrio 44 e¢ 18 (Esquema 6) através de uma reagdo de
acoplamento mediada por EDC/HOBt demonstrada no Esquema 7. J& para a sintese do
intermedidrio 44, partiu-se, do acido 4-aminobenzoico 25 e do di-terc-butildicarbamato

(Boc20) 45 (Esquema 6 e 7).

Esquema 7- Obtengao do intermediario sintético 42

Q o)
oH Boc,0 (45), t.a, 72h S >_©,NH
1. Dioxano/H,0 ©: />—NH />—O
N o)

HN 2. EDC, HOBt, DMF 43: 79% / \
25 t.a, 24h
N HCI/ACOEt (2M)
N C
>—NH
< 2 t.a, 24h
18

Q
S @NHZ.ZHCI
e
N

42: 97%

A tentativa de sintese dos compostos 46-51 pela condi¢do experimental com trietilamina
(TEA) e diclorometano (DCM) como solvente ndo gerou o produto almejado (Esquema 7). Em
contrapartida, ao verificar outras metodologias na literatura (DAS ef al., 2018), foi optado por
mudar a base e o solvente a fim de melhorar a solubilidade da reagao e facilitar o acesso até o

substrato da reagdo — o intermedidrio 42- usando piridina.
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Esquema 8- Sintese das amidas 46-50

%-c
N? Q o
49 s @NHZ.ZHCI @[ )—NH Ry
D — P—NH S N
N Piridina (8 equiv.)

Piridina (8 equiv.)
ACN, 24h,t.a 42 ACN, 24h.ta 46: R2=CHj3 (57%)

47: R2= F (66%)
48: R1=0CHj; R2=Cl (24%)

Cx

TEA (8 equiv.)
DCM, 24ht.a

o
@[ :/% N?—!_@ R

46:R2= CHj (N.F)
51: R1= CN (N.F)

1

Legenda: N.F: Nao formado

Diante disto outra possibilidade de condi¢do experimental foi avaliada para obtencao
das amidas 46-50 (Esquema 8), partindo-se do cloridrato 42 utilizando piridina como base,
acetonitrila (ACN) como solvente, tempo de reacdo de 24 horas, e usando o cloreto de sulfonila
para formagdo das sulfonamidas nos compostos 46, 47 ¢ 48, com 57%, 66% e 24% de
rendimento, respectivamente. Outra sintese utilizando o cloridrato 42 foi com o precursor
isotiocinato de fenila 49 para formagdo da tioureia no composto 50, obtida com 17% de
rendimento. O composto 46 foi escolhido para fazer a atribui¢do dos sinais no espectro de RMN
'H (Figura 12) e RMN !3C (Figura 13) e Tabela 5. No RMN 'H (Figura 12), em & 2,34 aparece
um singleto (s) atribuido a CH3 (sinal mais blindado do espectro) do composto 46. Na regido
dos aromaticos, os dubletos (d) sdo referentes aos H-15 e H-17 (67,38, d, J = 8,9 Hz, 2H) e
aos hidrogénios H-24 e H-26 (07,24 , d, J = 8,5 Hz, 2H). Os triplos dubletos (td) sdo referentes
aos hidrogénios H-1 (6 7,33, td, J="7,5 Hz, 1H) e H-2 (567,45, td, J= 7,2 Hz, 1H). Os multipletos
(m) sdo referentes aos hidrogénios H-23, H-27 e H-3 (67,74), e H-14, H-18 e H-6 (68,01).

No espectro de RMN de *C da Figura 13 aparece em 164,94 aparece o deslocamento
referente ao carbono da carbonila. Na sequéncia, os sinais equivalentes dos carbonos dos anéis
aromaticos aparecem em C-15 e C-17 (6 117,87), C-14 e C-18 (6 129,77), C-23 e C-27
(8126,70), C-24 e C-26 (8 129,85). Na Tabela 3, estdo agrupados os demais sinais (8) de 'H e

13C para o composto 46.
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26
25
29
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24

Figura 12- Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) de 46
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Tabela 5— Dados de RMN de 'H e 13C de 46

8 RMN de 'H 8 RMN de 3C
Posicao J
(ppm)? Mult.P I | (Hz)® | Posicao (ppm)?
1 7,33 td 1H 7,5 1 126,09
2 7,45 td 1H 7,2 2 123,57
3,14e18 8,04-7,96 m 3H - 3 120,38
6,23 e27 7,74 m 3H - 4,24e26 | 129,85
10 10,84 S 1H - 5 148,55
15,17 7,38 d 2H 8,9 6 121,64
19 12,69 S 1H - 8 158,63
24,26 7,24 td 2H 8,5 11 164,93
13,23 e | 126,70
27
14,18 129,77
15,17 117,87
16 142,09
22 136,43
25 143,68
29 20,91

3Deslocamentos quimicos em ppm: ® Mult= multiplicidade; ©integral; ‘constantes de acoplamento em Hz.
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34 RESULTADOS BIOLOGICOS COM MODIFICACAO NO NUCLEO
SULFONAMIDA

Conforme mencionado anteriormente, foi fixada a posicao relativa para no nucleo p-
aminobenzamida e foi trocado o substituinte metoxi do nucleo sulfonamida por diferentes
grupos variando os efeitos estéricos e eletronicos (Tabela 6). Os compostos 38, 40 ¢ 47, com
hidrogénio, bromo e fllor na posicdo para do nucleo sulfonamida, respectivamente,
apresentaram inibi¢do da replicagdo viral superior a 50% a 10 uM, mas também apresentaram

alto nivel de citotoxicidade (viabilidade celular inferior a 41%).

Tabela 6- Efeito de 38-50 na viabilidade de células Vero E6 e na infectividade do ZIKV

@:\Q%@w’

Continua
Inibicao
Grupo Conc. | Viabilidade da ECso¢ | CCso”
Comp. LS
substituido (uM) | celular® (%) | replicagio | (uM) | (uM)
b (%)
0.9 10 17,7 82,6
38 \SO ND | ND | ND
‘ 2 85,9 44,7
0.0 10 72,3 25,8
39 ‘SONHAC ND | ND | ND
2 98,1 0,9
0.9 1o 2250 757 150+ | 458
40 ‘\S{%Br ' 192
2 97,0 69,1 b | =2
6.0 10 99,7 72,1 25+ | 302
41 \\SONOz ’ |40
) 2 101,0 0 04 | *3
0.0 10 19,5 83,0
46 ‘SOMe ND | ND | ND
2 70,6 55
0.0 10 40,4 54,7
47 \SOF ND | ND | ND
@ 2 93,6 15,3
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N O\\é(’)@m 10 17.5 100,0 107 | 239 »
() +1 | +5 ’

MeO 2 44,0 64,5

Q 10 29,0 73,6
S
50 N ND ND ND

g\* 2 96,0 9.4

Comp.: Composto; Conc.: Concentragdo; N.D: Nao determinado; I.S: Indice de seletividade =CCs¢/ICso. “Efeito
dos compostos na viabilidade das células Vero E6. "Efeito dos compostos na infectividade do ZIKV em células
Vero E6. “Valor ECso (uM) para a inibi¢do do ciclo replicativo ZIKVpga43. Valor CCsp (uM) medido em células
Vero E6. Os valores relatados sdo a média de trés experimentos independentes, cada um medido em triplicata
(valores de P <0,05).

O composto com grupo nitro 41 a 2 uM ndo inibiu o virus. Os compostos 39, 46, 47 ¢
50 a 2 uM apresentaram baixo nivel de inibi¢ao do virus (< 26%). No entanto, 40 apresentou
um bom perfil a 2 uM (69,1% de inibi¢do do ZIKV e 97% de viabilidade celular), um ECso de
5,0 uM e CCso de 45,8 uM, o que corresponde a um L.S de 9,2. O 48 apresentou perfil mais
promissor baseado na inibi¢ao da replicagdo do ZIKV em 2 uM (64,5%), sendo selecionados
para avaliacdo de ECso e CCso (ECso de 10,7 uM, CCso de 23,9 uM e IS de 2,2). O composto
50 apresentou um bom nivel de inibicdo a 10 uM, mas também apresentou uma viabilidade
celular menor de 30%. O composto 41 a 10 uM, reduziu 72,1% da replicacdo viral e apresentou
viabilidade celular de 99,7%, tendo ECso de 7,5 uM e CCso de 30,2 uM, apresentando I.S de
4,0. Portanto, a melhor poténcia e seletividade foram de 40, 41 ¢ 48 em comparacao ao Ait 2

indicam que os grupos retiradores de elétrons no nucleo sulfonamida sao preferidos para inibir

0 ZIKV.
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3.5 SINTESE DE COMPOSTOS COM MODIFICACAO NO NUCLEO
BENZOTIAZOL

Na sequéncia, foram planejadas as modificagdes estruturais no ntcleo benzotiazol
destacado na Figura 14, mantendo os nucleos p-aminobenzamida destacado em verde e
mantendo o nucleo sulfonamida destacado em azul. As aminas 51 e 52 substituiram o nucleo
benzotiazol a fim de complementar o estudo de relacdo estrutura quimica e atividade bioldgica,

avaliando assim a influéncia desses grupos nas extremidades das moléculas (Figura 14).

Figura 14- Modificacao no nucleo benzotiazol

nucleo
p-aminobenzamida

.—:H O
C s

nucleo
benzotiazol

nucleo O—
sulfonamida

e CLye e

18 51 52

Fonte: Autora (2023).

Para obteng¢do de 57 e 58, descrito no Esquema 9, partiu-se do 4cido 4-amino-benzoico
25, realizando uma primeira etapa com prote¢ao com terc-butildicarbamato e, na segunda etapa,
uma reacdo de acoplamento com EDC/HOBt utilizando 2-amino-benzoimidazol (51) e 2-
amino-tiazol (52), respectivamente, para gerar intermediario 55 (63%) e 56 (76%) utilizando a
condi¢do experimental com piridina como base e acetonitrila como solvente para gerar os

produtos da reacdo 57 e 58 com 22% e 13% de rendimento, respectivamente.
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Esquema 9- Sintese das amidas 57-58

H
N
HoN O@NH @[ )—NH, o
oH Dioxano/H,0Q HO o 51 N H "
Boc,0 (45) g >< — @[ /%NgH_< > o

0 ta, 72h 44:(75%) EDC, HOBt e

) N O >v
DMF, t.a, 24h 53

EDC, HOB, HCI/ACOEt (2M
[%NHz\DMF t.a, 24h \ t.a,24h W

25

52 " ) ®Cl
N (o) N NH3
H T j< @[@%NH :
N ©
H ClI 55: 63%

HCI/ACOEt (2M) S Q _ci

t.a,24h = S;
8 eq. ~ o
®CIO (o)

NH ACN, 24h
3
H
SYN\[\/@( O>—< >—NH
\ {\,H @[ )—NH _57°

@ O 56:76% o*
57:22%
N
| 0—
% \
8 eq.
ACN, 24h

Ho

S~

O_

No RMN 'H (Figura 15), na regido dos aromaticos aparecem dubletos (d) relacionados
aos hidrogénios H-19 e H-23 (87,78, d, /= 9,0 Hz, 2H), H-20, H-22 (6 7,08, d, /= 9,0 Hz, 2H),
e H-9 H-13 (6 7,97, d, J = 8,8 Hz, 2H). Os duplos dubleto (dd) sao referentes H-10, H-12, (o
7,22,d,J= 8,8, H). O carbono da carbonila no espectro de RMN de '3C (Figura 16) aparece em
0164,16, e os demais deslocamentos quimicos para o composto 58 pode ser conferido na Tabela
7.



Figura 15-Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) de 58

13 12
5 @) 14
7 8 11 16

S G@NH/O

ppm

Fonte: A autora

N
! 15 _S%
»/7NH 2517
4 9 10 ¢ 23
N 18
3
19 22
* 2%cn
3
24 ©
T
]
v
=
[ — a
n n =3 q o
S @ RN 8 ® 8 STITN mo P § s
< © N in 0 © N TMNO O~ [ 9 <
o = oo NN n 1 NNNA S0 N~ it
— — NN NN NN NNNN NN m q N
\ o/ \ o/ Y4 ~ee N/
10,22 @)
21
9,13 (d) 19,23 d) 2 1(d) 20,22 (d)
7.97 .78 7.52 7.24 7.08
10,12 | ‘
7.21 (d) !
|
12.41 10.69 3.79
1
- [ee] o n o ~ O
& N - S o - -
o [ — ~ o - -
T T T T T T T T T T T
8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0
ppm
|
|
— | 1 I UL
7 T A AN i
~ o — ©® O ® N~ o
[«>] - NN - NN o
o ~ [ I ) [}
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12,5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0



52

Figura 16- Espectro de RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds) de 58
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Tabela 7- Dados de RMN de 'H e 13C de 58

Posicio 0 RMN de 'H 0 RMN de 13C
on J

(ppm)? Mult? | I¢ | (Hz)° | Posicio (ppm)?
1 7,24 1H 3,6 1 113,69
2 7,52 1H 3,6 2 137,69
6 10,69 S 1H - 4 158,54
9,13 7,97 d 2H 8.8 7 164,16
10,12 7,22 dd 3H 4,0 8 126,64
9,13 128,91
14 12,41 S 1H - 10,12 117,82
19,23 7,78 d 1H 9,0 11 141,86
20,22 7,08 2H 9,0 18 128,90
19,23 129,51
20,22 114,53
21 162,23
24 158,54

2 Deslocamentos quimicos em ppm’® Mult= multiplicidade; ¢ integral; constantes de acoplamento em Hz.

Também foi realizado o planejamento de outros analogos do Ait 2 com modificagdes no
nucleo p-aminobenzamida e no nucleo benzotiazol destacados no Esquema 10. Partiu-se do
acido carboxilico 19 preparado anteriormente, do 2-amino-benzoimidazol 51 ou do 2-amino-
benzotiazol 52, juntamente com EDC, HOBt e temperatura de 100°C, durante 48h. As amidas

59 e 60 foram obtidas com 57% e 51% de rendimento, respectivamente.
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Esquema 10- Sintese das amidas 59 e 60

.NH 0 y
\©\ EDC, HOBt HN_@'@'O

R- NH2

(L T

51 52

59: (57 %)
60: (51 %)

O composto 60 (Esquema 10), foi escolhido para fazer a atribui¢do dos principais
deslocamentos no espectro de RMN 'H (Figura 17) e RMN !3C (Figura 18) e Tabela 8. A regido
dos aromaticos, os dubletos aparecem em o 7,61 (d, J = 8,8 Hz, 2H) referente aos H-19 ¢ H-
23,em 6 7,48 (d, J= 3,6 Hz, 1H) referente ao H-14, em 6 7,31 (d, J= 38,5, 1,2 Hz, 1H) referente
H-11, & 7,15 referente ao H-1 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 6 6,91(d, J = 8,9 Hz, 2H) referente H-20 ¢
H-22 O duplo dubleto aparece em 6 7,95 (dd, J="7,9, 1,8 Hz, 1H) referente ao H-2. Os tripletos
aparecem em o 7,10 (t, J = 8,6, 1H) referente H-13 ¢ 6,63 (t, J = 7,5 Hz, 1H) referente H-12.

Os demais deslocamentos quimicos (8) podem ser visualizados na Tabela 8.
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Figura 17-Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) de 60
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Figura 18-Espectro de RMN 3C (101 MHz, DMSO-de) de 60
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Tabela 8- Dados de RMN de 'H ¢ '3C de 60

0 RMN de 'H 0 RMN de 13C
Posicao 7
(ppm)? Mult.P I | (Hz)® | Posicao (ppm)?
1 7,15 d 1H 3,5 1 118,66
2 7,95 dd 1H 1,8 4 158,39
6 - - - - 8 164,88
11 7,31 d 1H 8,5 9 129,93
12 6,63 t 1H 7,4 10 137,71
13 7,10 t 1H 7,5 11 112,86
14 7,48 d 1H 3,6 12,17 132,06
15 - - --- --- 13 116,34
19, 23 7,69 d 2H 8,8 14 119,24
20,22 6,91 2H 8,9 19,23 127,84
25 3,74 S 3H - 21 160,31
20,22 113,39
25 55,18

2 Deslocamentos quimicos em ppm’ ® Mult= multiplicidade; ®integral; 9constantes de acoplamento em Hz.

57

3.6 RESULTADOS BIOLOGICOS COM MODIFICACAO NO NUCLEO

BENZOTIAZOL

A substitui¢ao no nucleo benzotiazol do A4it 2 por benzimidazol e tiazol, compostos 57

e 58, respectivamente, houve diminui¢do na taxa de inibi¢do do ZIKV (Tabela 9), sendo menor

que 30%, nao tendo ECso e CCso determinado. Para melhorar a inibicdo anti-ZIKV desses

compostos, foram avaliados os derivados benzimidazol (59) e tiazol (60) com substituintes na

posicao relativa orto ao nucleo p-aminobenzamida, apresentando até 100% de inibi¢do na maior

concentracdo testada (Tabela 9). Apos avaliagdo de ECso e CCso, composto 59 apresentou

poténcia moderada (ECso de 33,9 uM), enquanto o composto 60 apresentou uma melhora na

poténcia (ECso de 5,0 uM), CCsode 38,7 uM e .S de 7,7.
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A troca do benzotiazol pelo tiazol e a mudanga na posi¢ao relativa orto em relagdo ao,
melhor ao nicleo p-aminobenzamida melhorou a seletividade cerca de 6 vezes mais em relagao

ao hit 2 (ECso de 11,1uM, CCsode 13,3 uM e IS de 1,2), conforme mostra a Tabela 9.

Tabela 9- Efeito de 2-60 na viabilidade de células Vero E6 e na infectividade do ZIKV

OCH,4
o LT

'Y

Inibic. da
Posicio | Conc. | Viabilidade ECso¢ | CCso”
Comp. Nicleo replica¢io® SI
relativa (uM) | celular® (%) @M) | (pM)
(%)
10 94,8 74,4
2 N 11,1 13,3
@[ \>—. para 1,2
s 2 88,7 10,8 £0,5 | £5
N 10 25,9 0
57 @[,\?_’ para ND | ND | ND
H 2 93,1 0
N 10 98,9 16,1
58 [ \>—‘ para ND ND ND
S 2 95,7 4,9
N 10 19,9 98,8
\ s > 33,9 56,5
59 @[Nm orto 1,7
H 2 33,5 97,6 =121l
N, 10 34,8 100,0 50+ | 387
60 [ >—‘ orto 7,7
S 2 36,2 68,6 0.6 | +10

Comp.: Composto; Conc.: Concentragdo; N.D: Nao determinado; L.S: Indice de seletividade = CCso/ICso. *Efeito dos
compostos na viabilidade das células Vero E6. PEfeito dos compostos na infectividade do ZIKV em células Vero E6. © Valor
ECso (uM) para a inibi¢do do ciclo replicativo ZIK Vpg243. ¢ Valor CCso (uM) medido em células Vero E6. Os valores relatados
sdo a média de trés experimentos independentes, cada um medido em triplicata (valores de P <0,05).
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3.7NOVO PLANEJAMENTO DE DERIVADOS COM MODIFICACOES NO NUCLEO
P-AMINOBENZAMIDA

Dando continuidade a modificagdo no nucleo p-amino-benzamida, seguimos com uma
nova série de moléculas derivadas a partir da glicina (Figura 19) inspirado no trabalho de
Millies e colaboradores (2019) para continuar a investigagdo estrutura quimica e atividade
biologica, ja que o composto 33 que apresentou uma atividade contra ZIKV de 5,1 = 0,4 uM ¢

o composto que apresenta uma modifica¢ao no nucleo central.

Figura 19- Estrutura Quimica do derivado com grupo glicina
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p-aminobenzamida

Nucleo
benzotiazol

33
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|C50 2IKY= 5,1uM sulfonamida

ICs50 Ns2B-NS3= 0,81UM

A escolha do composto 62 (Figura 19), que apresenta ICso de 0,81 uM, foi baseada pela
similaridade com a estrutura quimica do kit 33 tendo o benzotiazol como heterociclico
principal, o nucleo sulfonamida fixado, e a modificacdo sendo realizada no ntcleo p-amino-
benzamida (Figura 19).

A glicina na molécula pode conferir diversas vantagens em termos de estrutura, fungao,
interacdo e atividade bioldgica, sendo assim ter varios efeitos sobre as propriedades fisico-
quimicas, farmacocinéticas e farmacodindmicas. Por exemplo, a glicina pode aumentar a
solubilidade em d4gua, diminuir a lipofilicidade, reduzir a toxicidade, melhorar a
biodisponibilidade e modular a poténcia e a seletividade dos compostos (Dvorak et al., 2015).

Para obtencao de um dos analogos do it 33 (Esquema 11), partiu-se da glicina 63,
protegendo-a com terc-butildicarbamato 45 para obter a Gli-Boc 64 com 100% de rendimento.
O composto 64 foi reagido com o amino-benzotiazol 18, EDC, e HOBt para obtencdo do

composto 65 com 26% de rendimento. O 65 foi utilizado para obtengdo de 66 cujo rendimento
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foi de 100%. O composto 66 foi aplicado na sintese para obtengdo das amidas 67-68, que foram

obtidas entre 15-54%, seguindo o total de 4 etapas sintéticas.

Esquema 11- Sintese das amidas 67-72 pelas estratégias 1 e 2
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O composto 67 foi elucidado por RMN 'H (Figura 20) e '3C (Figura 21) e Tabela 10.
No espectro de RMN de 'H (Figura 20), podemos visualizar o desdobramento em & 3,75 e &
3,85 referentes a CH3 (25) e ao CH» (13), respectivamente. Na regido dos aromaticos aparecem
dubletos (d) referentes aos H-20, H-22 (6 7,07 J = 8,9 Hz, 2H) e aos H-6, H-19 e H-23 (5 7,75,
J=6,8 Hz, 3H). Um duplo dubleto (dd) referente ao H-3 (67,97, J = 7,5 Hz, 1H). Os triplos
dubletos (td) sdo referentes aos H-1 ( 67,31, J= 8,0 Hz, 1H) e ao H-2 (87,44, J= 8,0 Hz, 1H).
Naregiao o 8,05 aparece um tripleto (t) referente ao H-14 da sulfonamida, e em 6 12,28 aparece
um singleto (s) referente ao H-10 da amida.

No RMN !3C (Figura 21), os principais sinais observados em § 162,19 referente ao C-
11. Em 0 44,99 aparece o sinal referente ao C-13, e posteriormente, o d 55,56 referentes C.24.

Os demais sinais da molécula 67 podem ser conferidos na Tabela 10.
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Figura 20- Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) de 67
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Figura 21-Espectro de RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds) de 67
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Tabela 10- Dados de RMN de 'H e '3C de 67

0 RMN de 'H 0 RMN de 13C
J

Posicao (ppm)? Mult. | I¢ | (Hz)* | Posicio | (ppm)?
1 7,43 td 1 8,0 1 126,09

2 7,31 td 1 8,0 2 123,58

3 7,97 d 1 7,5 3 121,66
6,19,23 7,73 dd 3 6,8 4 127,60
10 8,04 S 1 --- 5,19,23 128,73
13 3,85 d 2 6,1 6 120,82
14 12,98 S 1 --- 8,21 162,19

20,22 7,07 d 2 8,9 11 -

25 3,75 S 3 - 18 131,86
20,22 114,18

25 55,56

2 Deslocamntos quimicos em ppm’ ® Mult= multiplicidade; ¢ integral; ‘constantes de acoplamento em Hz.

64
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3.8 RESULTADOS BIOLOGICOS COM MODIFICACAO NO NUCLEO P-
AMINOBENZAMIDA

A introdu¢@o de um grupo glicina no nucleo central gerou os compostos 65, 66 ¢ 67
(Tabela 11). Os compostos 67 e 68 apresentaram viabilidade celular >80%, no entanto,
considerando a substitui¢ao do grupo p-amino-benzamida pela glicina nao foi vantajoso para a
atividade biologica, visto que a introdu¢do do grupo glicina levou a diminui¢do na taxa de
inibicdo do ZIKV. Ja os compostos 71 ¢ 72 ndo tiveram seu ECso determinado, apesar de
apresentarem uma boa viabilidade celular a 2 uM, tiveram baixissima inibi¢do do ZIKV nessa
mesma concentragdo. O composto 72 também chegou apresentar viabilidade celular <30% a 10
uM.

Entretanto, o composto 65, um composto intermedidrio para a sintese de 66 ¢ 67,
apresentou cerca de 57% de inibi¢do do ZIKV e 60,1% de viabilidade celular a 10 uM. Este
composto apresentou ECso e CCso de 17,0 e 79,0 uM, respectivamente, com L.S de 4,6. A
poténcia moderada do 65 ¢ a baixa citotoxicidade indicam este composto como um sucesso
promissor para futuras investigagdes contra o ZIKV, especialmente avaliando a troca do grupo
Boc, um grupo lipofilico e sensivel em meio &cido, por outros grupos lipofilicos e mais estaveis.

Apoés a sintese e avaliacdo biologica (atividade anti-ZIKV e citotoxicidade) dos 19
novos compostos do trabalho, foi possivel estabelecer uma analise de SAR (Figura 22). As
substitui¢des do benzotiazol no lado esquerdo por tiazol e benzimidazol foram vantajosas para
derivados com posi¢do relativa orto em relagdo ao nucleo p-aminobenzamida (central). Os
derivados substituidos na posi¢do relativa meta ao anel central foram mais ativos e seletivos
quando combinados com benzotiazol no lado esquerdo. A introdugdo de derivados de glicina
no nucleo central diminuiu a taxa inibi¢do do ZIKV. A substitui¢do do grupo metoxi do anel

benzenossulfonil por grupos retiradores de elétrons melhorou a poténcia.



66

Tabela 11- Efeito de 65-72 na viabilidade de células Vero E6 e na infectividade do ZIKV

~»°

Inibi¢ao
C Viabilidade da EC CCad
onc. 50¢ 50
Comp. Grupo M) Celular® | replicacio M) | @M L.S
substituido n (%) do ZIKV? n "
(%)
0 10 60,1 56,5 17+ | 79+
65 o J< 4,7
N © 2 104,1 18,9 1 18
0.9 10 82,7 0
67 S OMe ND ND |ND
‘ 2 1043 0
OMe 10 101,8 7.9
oL
68 NS ND | ND |ND
‘ 2 112,3 8,3
MeO
0.0 10 74.4 27.9
\\I/
71 S@Me ND | ND |ND
‘ 2 1012 6.8
0.0 10 26,5 65,1
72 \S@F ND | ND |ND
‘ 2 95.6 15,9

Comp.:Composto; Conc.: Concentragio; ND: Nio determinado; 1.S: Indice de seletividade = CCso/ICs. 2Efeito
dos compostos na viabilidade das células Vero E6. "Efeito dos compostos na infectividade do ZIKV em células
Vero E6. “Valor ECso (uM) para a inibi¢do do ciclo replicativo ZIKVpga43. “Valor CCsp (uM) medido em células
Vero E6. Os valores relatados sdo a média de trés experimentos independentes, cada um medido em triplicata
(valores de P <0,05).
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Figura 22- Relagdo estrutura quimica e atividade biologica para os compostos sintetizados no
trabalho
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3.9 COMPOSTOS QUE AFETAM AS ETAPAS DE REPLICACAO DA INFECCAO
POR ZIKV

O papel da Renilla luciferase ¢ servir como marcador bioluminescente que permite
monitorar a infec¢ao viral em tempo real e identificar potenciais compostos antivirais baseado
nos ensaios celulares com a linhagem replicon reporter de ZIKV, a BHK-21-RepZIKV_IRES-
Neo. A medida da atividade deste reporter permite a avaliacdo do efeito dos compostos no
processo de replicacdo, bem como no processo de producdo e tradugdo dos RNAs
subgendmicos. O tratamento de células BHK21-RepZIKV IRES-Neo com os compostos 33,
2,40, 41, 48,59 ¢ 60 a 10 uM reduziu a expressdo da Luciferase Renilla em 63,4%, 40,3%,
60,4%, 23,4%, 3,4%, 46,4% e 75,5 %, respectivamente, sem afetar a viabilidade celular (Figura
23 e 24). Os compostos mais ativos contra ZIKVPE»43 foram 33, 40 € 60 (ECso ~ 5 uM) também
foram os compostos mais capazes de reduzir a replicagdo viral em células Rluc-ZIKV (inibi¢ao
superior a 60% a 10 uM). Tomados em conjunto, estes dados sugerem que estes compostos
inibem potencialmente a infeccao, interferindo no funcionamento das proteinas nao estruturais

do ZIKV, tais como NS2B-NS3pro.
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Figura 23- Efeito dos compostos na viabilidade das células BHK21-RepZIKV IRES-Neo
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Legenda: Células BHK21-RepZIKV _IRES-Neo foram tratadas com cada composto a 10 e 2 uM. Apds 72h, o
meio com composto foi removido e substituido por meio fresco com MTT a 1 mg/mL e incubado por 30 min.
Apds a incubacdo, o meio foi removido e os cristais solubilizados com DMSO. As células sobreviventes foram
medidas por absorvancia (490 nm). DMSO foi usado como controle nio tratado. Sao mostrados os valores médios
de trés experimentos independentes, cada um medido em triplicata, incluindo o desvio padrdo. (¥) P < 0,05.
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Figura 24- Efeito dos compostos na viabilidade das células BHK21-RepZIKV IRES-Neo e na
replicacdo do ZIKV
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Legenda: Células BHK21-RepZIKV IRES-Neo foram tratadas com cada composto na concentragdo nao
citotoxica mais alta (10 pM). Apos 72 horas, as células foram lisadas e um ensaio Renilla-luciferase foi realizado
para avaliar a replicagdo do ZIKV. A viabilidade celular foi avaliada tratando células BHK21-RepZIKV IRES-
Neo com os compostos nas concentragdes especificas. Apds o tratamento, o meio com composto foi removido e
substituido por meio com MTT a 1 mg/mL e incubado por 30 min. Apds a incubagdo, o meio foi removido e os
cristais solubilizados com DMSO. As células sobreviventes foram medidas por absorvancia (490 nm). DMSO foi
usado como controle ndo tratado. Sdo mostrados os valores médios de trés experimentos independentes, cada um
medido em triplicado, incluindo o desvio padrdo. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. (**) P <
0,01, (***) P < 0,001 e (****) P <0,0001.
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4.0 RESULTADOS DE INIBICAO CONTRA ENZIMA NS2B-NS3 DO ZIKV

Ensaios enzimaticos contra o ZIKV NS2B-NS3pro foram realizados para avaliar a
inibicdo desta enzima como um possivel mecanismo de acdo dos compostos mais potentes
contra 0 ZIKV descobertos neste estudo (Tabela 12). Além disso, compostos com inibi¢ao
reduzida do ZIKV e/ou viabilidade celular reduzida também foram testados para identificar
potenciais inibidores para otimizagdes futuras. A atividade enzimatica foi medida com um
ensaio fluorométrico e os compostos foram testados apds 10 min de pré-incubagdo com a
enzima e sem este periodo de pré-incubagdo. Alguns dos compostos mais promissores contra o
ZIKV, 33, 2, 40, 41 ¢ 48 mostraram baixa inibicdo da enzima NS2B-NS3pro a 100 uM,
sugerindo que a acdo contra o ZIKV ocorre através de outra via (Tabela 12). Por outro lado,
quatro compostos inibiram a atividade da protease em pelo menos 50% (32, 50, 59 ¢ 60). Os
derivados benzimidazol e tiazol (59 e 60) apresentaram valores de ICso de 8,0 e 26,0 uM,
respectivamente, contra a enzima. Ambos os compostos contém um padrdo de substitui¢ao orto
no nucleo p-amino-benzamida, o que sugere que a posi¢do relativa orto pode atuar como
inibidores potentes por apresentarem uma estrutura planar e aromética que se encaixa no sitio
da enzima, formando interagdes de empilhamento do tipo pi-pi com os residuos HIS51 e

ASP75, demonstrando afinidade e especificidade pela enzima.



Tabela 12- Triagem inicial e determinagdo do ICso contra NS2B-NS3 do ZIKV
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n°: 2, 38, 39, 40, 41, 46, 47, 48, 50 - /
n°: 32, 33, 57, 58, 59, 60
¢ H
iy @
H
S (0]
Niucleo benzotiazol
Niucleo sulfonamida
n°: 67,71,72
Continua
% de inibicao
Nicl ZIKV NS2B-NS3pro
ucleos
Compostos i bee Sem Com 1Cs0 (nM)
destacados em * incubacdo | incubacio
[1100 puM | [] 100 pM
NO
2 O\\9
‘S OCH3 38+ 13 32+ 11 ND
32 N
\>—’ 92 £12 100 2442
orto ©:s
33 N
\>—’ 2+4 11+10 ND
meta ©:s
38 0\9
‘\SQ 20+21 28+ 19 ND
39 0. ?
‘SONHAC 44 +9 57+ 14 ND
40 0. ?
‘\SOBr 747 443 ND
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41 0.0
;SONOZ 30 =26 39 +21 ND

46 0.9
‘SOCHf’ 20+ 11 28 +21 ND
47 0.9
\SOF 22+13 27+ 13 ND

48

‘ 3+4 5+7 ND

50 g\ N;H 46 + 13 100 8+0.5

57 N
@ @ ND 43+ 10 ND

para
58 N
| > ND 7+6 ND
e )@
59 N
@ @ 62 =26 100 8+ 3

orto H
60 N
| \>—‘ 62+ 15 100 26+ 7
orto Es
0
OLn
67 ‘SOOCHS ND 62+ 12 ND
O
Oy
71 ‘é’@cm ND 21+ 14 ND
O

oN
72 ‘é'OF ND 43 + 15 ND

ND: Nao determinado; *Compostos mais potentes e seletivos contra ZIKV; os valores reportados referem-se a
média e ao desvio padrao, calculados com base em dois experimentos independentes, em triplicatas.
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Compostos que interferem em varios ensaios sdo conhecidos como PAINS, do inglés
Pan-assay interference compounds. Esses compostos costumam dar falsos positivos em ensaios
bioquimicos, pois reagem de forma inespecifica com diversos alvos biologicos, em vez de afetar
somente um alvo desejado. Os PAINS podem formar agregados com as proteinas ou enzimas
que sdo alvos dos ensaios, alterando sua conformacao e atividade. Esses agregados podem ser
ins6luveis ou soluveis, dependendo da concentracdo e das condi¢des do meio. Os agregados
insoluveis podem precipitar no ensaio e os agregados soluveis podem interferir na ligagao do
substrato ou do inibidor com alvo, aumentando ou diminuindo a atividade enzimatica (BAELL,
WALTERS, 2014).

O ensaio de BSA ¢ uma técnica que utiliza a albumina sérica bovina (BSA) como
proteina modelo para avaliar a capacidade de um composto quimico de formar agregados
proteicos. Outro ensaio utilizado para identificar compostos agregadores ¢ o teste pela cruzaina
protease, enzima essencial para o parasita Trypanosoma cruzi, causador da doenca de chagas.
A inibi¢do da cruzaina por compostos agregadores pode levar a falsos positivos, o ensaio
realizado ¢ para detectar a inibi¢cdo ndo especifica pela enzima (JADHAYV et al., 2010). Outra
estratégia eficaz para prevenir a agregacao ¢ a adi¢do de detergentes, em muitos casos, a adi¢do
de detergentes pode reverter a modulagao inespecifica de proteinas por agregacdo. O detergente
mais popular no que diz respeito a agregacao € o triton X-100, que ¢ frequentemente utilizado
na concentracdo de 0,01% (v/v), sendo um ponto de partida para identificar compostos
agregadores (AULD, INGLESE, DAHLIN, 2017).

Considerando os conceitos apresentados para os compostos agregadores, foram
realizados testes adicionais para verificar a especificidade do inibidor (Tabela 13).Como dito
anteriormente, este detergente tem efeito disruptivo, podendo causar uma diminuicdo na
inibi¢do em concentracdes mais elevadas, sugerindo uma inibi¢ao inespecifica pelos agregados
(FENG et al.,, 2007). Em varios estudos, foi realizado ensaios em trés concentragcdes de
detergente Triton X-100 (0,1, 0,01, 0,001%) e foi observado 0,001% era uma concentragao
baixa o suficiente para permitir a formacao de agregados e, a0 mesmo tempo, proporcionar
melhor estabilidade enzimatica durante o ensaio (ASSIS et al., 2021; SILVA et al., 2021). No
entanto, para os quatro inibidores NS2B-NS3pro do ZIKV aqui identificados (compostos 32,
50, 59 e 60), foi observado uma diminui¢do da inibi¢ao de pelo menos 50% quando comparado
a triagem inicial na concentragdo mais baixa de Triton X-100 (0,001%) (Tabela 13), indicando

uma sensibilidade muito alta ao detergente.
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Assim, foi realizado um segundo ensaio confirmatorio, na presenca de albumina sérica
bovina (BSA). Apoés a pré-incubagdo de agregadores com concentragdes elevadas de BSA, esta
proteina satura a capacidade de ligagao dos agregados. Consequentemente, a adi¢ao da enzima
alvo apos esta etapa resulta em diminui¢do da inibi¢do, quando comparada com ensaios na
auséncia de BSA (MCGOVERN et al., 2002) Para este ensaio, foi avaliado as concentrac¢des
de compostos proximas aos seus valores de ICso (Tabela 13). Apds a pré-incubacdo dos
compostos com alta concentragao de BSA (1 mg/mL), observamos reducgdo da inibigao protéica,
fornecendo evidéncia adicional de agregacao. Também comparamos a inibi¢cao de proteinas
pelos compostos em concentragdes enzimaticas variadas, usando a concentracdo usual (0,2 nM)
e uma concentragdo 10 vezes maior (2 nM). Para inibidores especificos, ¢ esperado que esta
variagdo na concentracdo da enzima ndo afete significativamente a sua atividade
(MCGOVERN et al., 2002). No entanto, a inibi¢cdo da enzima diminuiu em pelo menos 35%
com o aumento da concentragdo da enzima.

Finalmente, foi avaliado diretamente a promiscuidade dos compostos contra a cruzaina,
uma cisteina protease ndo relacionada ao virus Zika NS2B-NS3pro. Os compostos foram
avaliados em concentragdes proximas aos seus valores ICso contra NS2B-NS3pro. Os
compostos 32, 50 e 59 apresentaram inibi¢ao superior a 50%, evidéncia de inibi¢cao promiscua.
No total, estes dados fornecem evidéncias conclusivas de que todos os compostos ativos contra
o ZIKV NS2B-NS3pro sdo agregadores coloidais. Assim, a atividade antiviral dos compostos

ndo esté relacionada com a inibi¢do desta protease.



Tabela 13- Ensaios com a enzima NS2B-NS3-pro do ZIKV
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Todos os resultados representam a média de pelo menos dois experimentos independentes e seus respectivos desvios padrao. * Tampao: Tris-HC1 10 mM pH 8,5, glicerol a 20%
e CHAPS 1 mM. P Pré-incubagéo a 37 °C por 10 minutos. ¢ Tampao: Tris-HCI 10 mM, pH 8,5, glicerol a 20% e Triton X-100 a 0,001%. ¢ para os compostos 50 e 59, a
concentragdo de 10 uM foi aplicada apenas para os ensaios de BSA. Para o ensaio variando concentra¢do de NS2B/NS3pro e inibi¢do de cruzaina, a concentragao utilizada foi
de 12,5 uM. ¢ Tampao: acetato de sddio 0,1 M pH 5,5, B-mercaptoetanol 10 mM. Os compostos foram avaliados na mesma concentra¢do empregada em ensaios confirmatorios

para ZIKV NS2B/NS3pro.
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4.1 ANALISE IN SILICO DAS PROPRIEDADES ADME-tox

Os métodos de quimica medicinal combinados com o ensaio bioldgico sdo uma
combinac¢do eficaz no desenvolvimento de novos candidatos a medicamentos com atividade
biologica. A predicao das propriedades farmacocinéticas dos compostos ¢ de grande
importancia, pois constitui um pilar para o entendimento de propriedades como Absorgao,
Distribui¢ao, Metabolismo, Excrecao e Toxicidade (ADME-tox).

Considerando a Regra dos cinco de Lipinski, a boa molécula candidata deve satisfazer
as regras incluidas: Peso molecular (PM) < 500 (g/mol), LogP <5, niimero de doadores de
ligagdo de H <5 (HD), e nimero de aceitadores de ligacdo de H < 10 (HA) (LIPINSKI et al.,
1997).

A regra de Ghose ¢ definida como segue: 160 < PM < 480, -0,4 < WLogP < 5,6; 40<
Refratividade molar < 130 e 20 < 4tomos < 70 (GHOSE et al., 1999).

A Regra de Veber ¢ definida como: Ligacdes rotativas < 10; TPSA <140 (VEBER e¢
al., 2002).

A Regra de Egan ¢ definida como: WLOGP <5,88; TPSA <131,6 (EGAN et al., 2000).

A Regra de Muegge ¢ definida como: 200 < MW < 600, -2 < XLOGP <5; TPSA <157;
HA <10; HD <5; Ligagdes rotativas < 15; nimero de anéis <7; nimero de carbonos >4; nimero
de heteroatomos >1 (MUEGGE et al., 2001).

Considerando a apresentacdo das regras, na Tabela 14 se encontram reunidas as
informacdes dos parametros farmacocinéticos dos compostos 32 a 65, que foi realizado um
estudo através do software online SwissADME (SwissADME).

Os compostos avaliados pelo software, nenhum violou a regra de Linpinski, mas
mostraram violagdo de alguma das regras citadas, de Veber, de Ghose ou Egan para TPSA ou
WlogP, conforme mostrado na Tabela 14. O alto valor de TPSA (TPSA > 140 A?) indica baixa
penetracdo em ambientes hidrofilicos, enquanto esses baixos valores de TPSA (TPSA < 60A2)
devem facilmente indicar penetracdo em ambientes hidrofilicos. A previsdo in silico também
mostrou baixa absor¢ao gastrointestinal para maioria dos compostos avaliados, com excecao
dos compostos 59 e 65. Além disso, os compostos de 32 a 65, nenhum apresentaram capacidade
de permeabilidade, ou seja, ndo apresentaram facilidade de atravessar a barreira
hematoencefalica (BBB). A permeacdo da BBB ¢ uma propriedade importante, uma vez que ¢

uma condicao desejavel para alcangar as células infectadas pelo ZIKV.
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Outra ponto importante para a biodisponibilidade ¢ se os compostos sdo substratos
inibidores de glicoproteina P (P-gp), uma vez que o transporte por P-gp ¢ um mecanismo
comum de efluxo de farmacos através de membranas bioldgicas. A Tabela 14, mostra que
nenhum dos compostos apresentou ser substratos de P-gp indicando um perfil favoravel, com
uma baixa probabilidade de resisténcia a medicamentos através desse mecanismo. Finalmente,
prevé-se que a maioria dos compostos inibem as principais enzimas do citocromo P4so (CYP)

envolvidas no metabolismo dos medicamentos, o que sugere possiveis interagdes

medicamentosas com medicamentos metabolizados por essas isoformas.

Tabela 14- Propriedades ADME-tox dos compostos 32 a 65

Predicao das Compostos
propriedades 32 2 40 41 48 59 60 65

Farmacocinética
Absorgao GI?

BHEP
Substrato P-gp°©
Inibidor CYP1A2¢
Inibidor CYP2C19¢
Inibidor CYP2C9¢
Inibidor CYP2D6¢
Inibidor CYP3A4¢
°Drug-likeness
Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge

Alertas
PAINS
Brenk

3G.I: Gastro intestinal; "BHE: Barreira Hematoencefalica; “P-gp: Glicoproteina-P; ¢CYP: Citocromo; °Drug-

likeness: Semelhanga de farmacos.
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4 CONCLUSAO

Neste trabalho, o composto 2 foi avaliado como candidato a inibir o virus ZIKV
demonstrando uma poténcia cujo ECso foi de 11,1 uM e .S =2. Sendo assim, o hit 2 foi
otimizado e essa otimizacdo preliminar mostrou que a posicao mefa em relagao ao nucleo p-
amino-benzamida foi a mais promissora, gerando o analogo 33, cujo ECso foi de 5,1 uM e 1.S=
25,1. Além disso, o nucleo benzotiazol apresenta diversas atividades bioldgicas conhecidas na
literatura como anticancer, antiinflamatdria, antibacteriana, antidepressiva, entre outras, e
demonstrou ser importante a sua fixagdo como grupo farmacoforico.

Baseado nas informac¢des anteriores, foram realizadas novas modificagdes nos nucleos
benzotiazol, aril e sulfonamida do 4it inicial 2 o qual gerou dezenove novos derivados que
foram testados com o ZIKV.

Com a modificacdo no nucleo sulfonamida, o composto 40 foi o mais promissor da
série, com ECso de 5,0 uM e L.S de 9,2. A influéncia de grupos retiradores de életrons na
posi¢do para do anel se confirmaram como a mais potente em relagao aos substituintes doadores
na mesma posi¢ao.

Ja com as modificagdes no nucleo benzotiazol, o composto 60 foi 0 mais promissor com
ECsode 5,0 uM e .S de 7,7.

Com base nos resultados no ntcleo p-aminobenzamida da série da glicina, o composto
65 foi o mais promissor com ECso de 17,1 uM e .S de 4,7.

A triagem inicial realizada com a enzima NS2B-NS3 do ZIKV, apresentaram os
compostos mais potentes, o 50 (com modificacdo no nucleo sulfonamida) e o 59 ( com
modifica¢do no nacleo benzotiazol), ambos com ICsode 8,0 uM.

Para identificar se os compostos testados com a NS2B-NS3 na triagem inicial estavam
formando agregados foram realizados ensaios com Triton-X, com BSA e com a enzima
cruzaina, a fim de promover um filtro seletivo para os potenciais inibidores da protease NS2B-
NS3 do ZIKV. O conjunto de ensaios realizados permitiram concluir que os benzotiazdis
testados ndo sdo inibidores especificos da NS2B-NS3, e assim outro mecanismo de ag¢do deve
estar contribuindo para a diminui¢do da atividade antiviral.

A andlise ADME-tox indicou que os compostos 2,32,41,48,60 apresentaram baixa
absorc¢do na previsdo in silico. Os compostos 2, 32, 40, 41,48, 59, 60 e 65 nio apresentaram
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica. Todos os compostos ndo apresentaram
ser inibidores da glicoproteina P. A maioria dos compostos ndo inibiram alguma isoforma do

citocromo Psso. Os compostos 2, 32, 40, 41, 48, 59, 60 e 65 nenhum violaram a regra de
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Lipinski. Somente o composto 48 violou a regra de Ghose pelo log de P. O composto 41 violou
aregra de Veber e a regra de Muegge pela TPSA. O composto 40, 59 ¢ 65 ndo violaram a regra
de Egan.

Dentro deste contexto, ¢ possivel inferir que o composto mais promissor da série de
modificac¢des foi o composto 33, apresentando orientagdo meta em relacdo ao nicleo p-amino-
benzamida, sendo destaque em dois parametros farmacodinamicos: como a poténcia (ECso de
5, luM) e o indice de seletividade maior que 10. O indice de seletividade maior que 10 indica
que o composto ¢ um candidato promissor na categoria de hit.

A partir da andlise in silico realizada pelo software SwissADME ¢ possivel sugerir
melhorias para série benzotiaz6is a fim de melhorar a absor¢do gastrointestinal, introduzindo
grupos hidrofobicos ou amentando a flexibilidade molecular, para aumentar a permeabilidade
através da membrana celular, além disso, propor utilizar sistemas como nanoparticulas ou
outros agentes pontecializadores da absorcao, para proteger os compostos da degradagdo no
trato gastrointestinal e aumentar a sua biodisponibilidade também ¢ outra alternativa.

A poténcia antiviral e a boa seletividade relatadas neste trabalho indicam que esta série
de N-acil-2-aminobenzotiazol ¢ promissora no tratamento de doengas associadas ao ZIKV.
Estudos futuros sobre estes compostos deverdo incluir também a avaliacdo do seu perfil
farmacocinético e um estudo in vivo num modelo de doenca por ZIKV.

Em suma, infec¢des por ZIKV sdo uma preocupacao de saude global atual devido ao
risco de microcefalia em recém-nascidos e a sindrome de Guillain-Barré em adultos. Como nao
ha agentes contra ZIKV aprovado e ndo ha estratégias de vacinacdo disponiveis ¢ importante a

identificacdo de novos candidatos a inibir a atividade viral do ZIKV.
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5 PARTE EXPERIMENTAL
5.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e Carbono (RMN '3C)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '3C foram registrados nos
espectrometros Bruker Ascend 400 (400 MHz para RMN de 'H e 101 MHz para RMN de 3C)
do Laboratério de Multiusuarios do Instituto de Quimica da UFU. As amostras foram
solubilizadas em cloroféormio deuterado (CDCl3) ou dimetilsulféxido (DMSO-ds) contendo
TMS (tetrametilsilano) como padrdo interno e acondicionadas em tubo de 5 mm. Os
deslocamentos quimicos foram mostrados em ppm vs. SiMes, e determinados por referéncia a
partir dos picos de solvente residual.

As multiplicidades dos sinais de RMN de 'H foram abreviados da seguinte forma: d —
dubleto; dd - dubleto duplo; m - multipleto; s -singleto; t - tripleto; td - tripleto duplo. Os valores
das constantes de acoplamento foram medidos diretamente nos espectros de RMN de 'H
utilizando o programa MestReNova, versdao 12. Os prétons trocaveis ndo foram observaveis em
alguns espectros de RMN. A espectrometria de massa de alta resolu¢do (HRMS) foi medida
utilizando ionizagdo por electrospray (ESI) (Bruker Daltonics Corporation, Q-TOF geometria
Impact II, do Laboratorio da LaBioMass da Universidade Estadual de Maringd (UEM). Os
espectros de RMN e HRMS estao disponiveis no ANEXO.

5.2 Materiais e Solventes

Para a cromatografia em camada delgada (CCD) silica gel Aldrich (35-70 mesh) ou
silica gel Macherey-Nagel (230-400 mesh). A cromatografia analitica em camada fina foi
realizada em folhas de cromatografia de aluminio impregnadas com silica gel 60 F254 (Sigma-
Aldrich) e a revelacdo da placa foi obtida utilizando luz UV (254 nm) e/ou atmosfera de iodo.
Os reagentes e solventes utilizados foram produtos analiticamente puros e/ou destilados e secos
para seu uso nas sinteses. Trietilamina (Et;N), dimetilformamida (DMF), etanol (EtOH) foram
secos em peneira molecular. Acetato de Etila (AcOEt), Hexano (Hex), Metanol (MeOH), e
Diclorometano (DCM) foram destilados antes do uso. Os demais solventes foram utilizados

sem tratamento prévio.
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5.3 Analise pelo SWISSADME

A andlise in silico pelo SWISSADME ¢ uma forma de avaliar as propriedades fisico-
quimicas, farmacocinéticas e farmacoldgicas de um ou mais compostos de interesse para o
descobrimento de farmacos. O software prevé parametros de solubilidade, permeabilidade,
regra dos cinco de Lipinski, toxicidade, interacdo com proteinas plasmaticas, metabolismo,
transporte, entre outros. A ferramenta ¢ util para desenvolver novos candidatos a farmacos, pois
permite filtrar as moléculas com maior potencial farmacoldgico e menor risco toxicologico,

reduzindo o tempo ¢ o custo do processo de descobrimento de farmacos.

5.4 Sintese dos benzotiazois

5.4.1 Procedimento geral para a preparacdo das sulfonamidas 19-21

Esquema 12- Sintese dos compostos 19-21
COzH CO,Et
1)EtOH, H,S0, \@\ @
NO, 2) Hy; Pd/C

3) so,Cl

19: 0-NH(SO,): 90%
20: m-NH(S0,):90%

OMe 21: p-NH(SO,): 87%

A uma solucdo de acido nitrobenzoéico (1g; 5,98mmol) em etanol anidro (15 mL) foram
adicionadas 10 gotas de H2SO4. A reagdo foi agitada a 70°C durante 72 horas e resfriada. O
consumo de 4cido nitrobenzodico foi monitorado por CCD, AcOEt/hexano = 7:3, UV254nm).
A reacgdo foi tratada pela solucdo sat. ag. NaHCOs3 (3x 10 mL) e extraida usando AcOEt (3x 20
mL). A fase organica foi separada, seca com Na>SO4 anidro, filtrada e o solvente foi removido
e a pressdo reduzida. O produto bruto ndo necessitou ser purificado por coluna cromatogréfica,
resultando no produto éster. Para redu¢ao do composto nitro obtido na etapa 1 foi utilizado 4,71

mmol do éster de partida, utilizado Pd/C (50 mg;10 mmol%), o baldo foi coberto com balao de
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hidrogénio e agitado por 12 horas em temperatura ambiente até a conversdo completa do
material de partida (conforme monitorado por CCD, AcOEt/hexano = 7:3). A mistura de reacao
foi filtrada através de uma almofada de celite e o solvente foi removido a pressao reduzida,
resultando na amina correspondente. Uma solugao de aminobenzoato de etila dissolvida em
diclorometano (5mL), com uma mistura de piridina e cloreto de 4-metoxibenzenossulfonila foi
agitada durante 24 horas a temperatura ambiente. O progresso da reagdo foi monitorado por
CCD, AcOEt/hexano = 7:3). A mistura de reagdo foi lavada com solugdo sat. aq. de NH4Cl
(20mL), extraido com AcOEt (3 x 15mL) e seca com Na»SO4 anidro, filtrado e evaporado sob
pressdo reduzida, resultando nas sulfonamidas correspondentes do Esquema 12. As quantidades

de cada reagente estdo listadas na Tabela 15.

Tabela 15- Preparacio das sulfonamidas 19-21

CO,Et S0,CI
HoN OMe Piridina Rend.
Composto [mg] [mmol] [mg] [mmol]  [mL] %
19 100 0,605 150 0,726 0,3 90
20 200 1,21 375 1,82 0.6 90
21 300 1,82 375 1,82 0.9 87

Rend. %= Rendimento.
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19-orto: Solido laranja; RMN H (400 MHz, CDCl3): § 10,62 (s, 1H), 7,91 (ddd, J =
8,0, 1,7, 0,5 Hz, 1H), 7,81 — 7,74 (m, 2H), 7,67 (ddd, J= 8,4, 1,1, 0,5 Hz, 1H), 7,43 (dddd, J =
8,4,7,3,1,7,0,4 Hz, 1H), 7,02 (ddd, J = 8,0, 7,3, 1,2 Hz, 1H), 6,89 — 6,84 (m, 2H), 4,32 (q, J =
7,1 Hz, 2H), 3,80 (s, 3H), 1,35 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN 3C (101 MHz, CDCl3): § 167,83,
163,11, 140,63, 134,31, 131,11, 129,43, 122,75, 119,21, 116,29, 114,14, 61,56, 55,55, 14,12.

20-meta:Sélido marrom claro. RMN 'H (400 MHz, CDCl3): § 8,08 (dt, J = 7,6, 1,4
Hz, 1H), 8,03 (dd, J = 22,6, 9,9 Hz, 2H), 7,98 (td, /= 1,6, 0,8 Hz, 1H), 7,70 (ddd, J = 8,1, 2,3,
1,2 Hz, 1H), 7,63 (ddd, J=24,2, 7,9, 0,6 Hz, 1H), 7,20 (d, /=9,0 Hz, 1H), 4,67 (q, /= 7,1 Hz,
2H), 1,68 (t,J= 7,0 Hz, 3H).

21-Para: Solido amarelo palido. RMN 'H (400 MHz, CDCl3): 6 7,92 (d, J= 13,4 Hz,
2H), 7,76 (d,/=9,1, 2,1 Hz, 2H), 7,12 (d, /= 12,5 Hz, 2H), 6,90 (d, J = 8,8, 2,1 Hz, 2H), 4,33
(q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,83 (s, 3H), 1,36 (t, J = 16,3, 7,0, 3,6 Hz, 3H). RMN 3C (101 MHz,
CDCl): 06 166,37, 163,64, 141,38, 141,27,131,51, 129,93, 119,55, 114,83, 61,21, 55,67, 29,98,
14,93.

5.4.2 Procedimento geral para a preparacao dos compostos 2-33

Esquema 13- Sintese dos compostos 2 a 33

OMe

0._0 Q 9C
>~ 1) NaOH S /S\\o
o — )—NH M
~ \©\ S 2)HCI N
o
& Az 3)EDC; HOBt

g \H S 2: p-NH (SO,): (46%)
/>—NH2 32: 0-NH(SO,): (34%)
N

33: m-NH (SO,): (27%)

18
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Partindo-se do acido carboxilico do Esquema 13 (Tabela 16), a primeira etapa ¢
realizada a formacao do sal de acido carboxilico com 10 eq. da solucdo de NaOH (2 M). A
reacdo foi agitada durante 40 minutos. Apos a conclusdo da reagao (monitorada por CCD
AcOEt /hexano = 7:3, UV-254nm), o pH foi ajustado em 2-3 usando solu¢do de HCI (1M) em
banho de gelo a 0°C. Os precipitados formados foram filtrados em funil de vidro sinterizado,
lavados varias vezes com agua destilada, dissolvidos em metanol, seco com Na;SO4 anidro,
filtrado em papel e evaporado sob pressdao reduzida, resultando nos acidos carboxilicos
correspondentes do Esquema 13 (Tabela 16). Para reagdo de acoplamento de amida, uma
mistura de compostos acido carboxilico, 2-amino-benzotiazol, EDC e HOBt em DMF (0,5 mL)
agitado por 24 horas em temperatura ambiente ou 80°C. Apos a adi¢cdo de agua (5 mL), o
precipitado resultante foi filtrado e purificado por cromatografia flash (AcOEt/hexano = 7:3)

para dar 2 a 33. As quantidades de cada reagente estdo listadas na Tabela 16.

Tabela 16- Preparacio dos compostos 2-33

CO,Et

O B
\©;§’?N/ . EDC  HOBt
H
Compostol® s mmol
P [mg] [mmol] @EN%NHZ [ .
[mmol] [mmol] Rend.
%
32b 60 0,195 24,4 0,163 0,211 0,016 34
33¢ 78 0,250 38,0 0,250 0,304 0,329 27
2¢ 50 0,162 244 0,162 0,211 0,162 46

(21 pbtido & 80°C; [ obtido a temperatura ambiente.

2:S¢6lido branco; RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 6 12,69 (s, 1H), & 10,78 (s, 1H), &
8,02-8,04 (m, 3H), & 7,85 — 7,73 (m, 3H), 6 7,46 (td, /= 1.3 Hz 1H), 6 7,33 (td, /= 1,1 Hz,
1H), 8 7,24 (d, J= 8,8 Hz, 1H), 5 7,09 (d, /= 8,9 Hz, 1H), & 3,80 (s, 3H). RMN 3C (101 MHz,
DMSO-ds): 6 165,01, 163,13, 158,70, 142,45, 130,84, 129,86, 129,03, 126,21, 123,69, 121,74,
120,47, 117,85, 114,64, 55,71. HRMS (ESI+): calc. para [M + Na] ™ = 462,0553 m/z,
encontrado:[M + Na]" = 462,0536 m/z, erro= 3,68 ppm. Formula molecular: C21H;7N304S,.

32-orto: Solido amarelo; RMN 'H (400 MHz, CDCl3): 6 10,38 (s, 1H), 7,87 (dd, J =
7,9, 1,4, 0,7 Hz, 1H), 7,76 (dd, J = 8,4, 1,1 Hz, 1H), 7,71 — 7,65 (m, 3H), 7,57 (d, J= 7,9 Hz,
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1H), 7,50 (td, J= 8,3, 7.4, 1,5 Hz, 1H), 7.43 (td, ] = 8.0, 7,2, 1,3 Hz, 1H), 7.37 (td, J = 7.8, 7.2,
1,3 Hz, 1H), 7,12 (td, J = 7,6, 1,2 Hz, 1H), 6,74 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 3,62 (s, 3H). RMN 13C
(101 MHz, CDCl3): 6 166,85, 162,59, 159,28, 145,39, 138,69, 133,45, 130,69, 129,94, 128,92,
127,60, 126,04, 123,92, 123,75, 122,04, 121,15, 120,44, 119,24, 113,62, 54,86. HRMS (ESI+):
calc. for [M + Na] " = 462,0553 m/z, encontrado [M + Na] * = z 462,0544 m/z, erro = 1,95 ppm.
Férmula molecular: C21Hi7N304S>.

33-meta: Solido branco; RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 12,86 (s, 1H), 10,45 (s,
1H), 7,87 — 7,76 (m, 3H), 7,73 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 7,50 — 7,39 (m, 2H), 7,37—7,28 (m, 2H),
7,07 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 3,78 (s, 3H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-de): & 162,49, 138,41,
130,88, 129,40, 128,82, 126,17, 123,67, 123,34, 121,72, 119,69, 114,43, 55,57. HRMS (ESI+):
calc. para [M + Na] " = 462,0553 m/z, found [M + Na]" = 462,0544 m/z, erro = 1,95 ppm.

Formula molecular: C1Hi7N304S:.

5.4.3 Procedimento para a preparacio dos compostos 38-41

Esquema 14- Sintese dos compostos 38 a 41

N
O,N Q, ©:\>—NH2
s S
©\WOH 1) PdIC; Ha (9): Q\b \©\WOH 18
R

° 2 NaaCOs (1M 21 0 EDC, HOBt
% Q DMF
W _ClI
Sy 34:R: H (36%):
© 35: R: NHCOCHj (64%)
R 36:R: Br (95%)
3) HCI; pH 2, 0°C-t.a 37: R=NO, (57%)

0
I S @NH
e
Lo %
N 0

38-41 Q

38: R: H (68%)% R
39: R: NHCOCH,? (44%)

40: R: Br (31%)°

41:R= NO, (32%)°
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O acido 4-nitrobenzoico (1g; 5,98 mmol) (Esquema 14) foi adicionado a mistura de
30mL de MeOH e AcOEt (1:1) e Pd/C (64 mg;10 mmol%). O baldo foi coberto com baldo de
hidrogénio e agitado por 8 horas a temperatura ambiente até a conversao completa do material
de partida (monitorado por CCD, DCM/MeOH = 9:1). A mistura reacional foi filtrada através
de uma camada de celite e o solvente foi removido sob pressdo reduzida, resultando no acido
4-aminobenzoico com 98% de rendimento. Para a formacao de sulfonamida, uma mistura de
acido 4-aminobenzobico, cloreto de sulfonila e o pH foram ajustados em 8, usando solugdo de
NaxCOs (1 M). A reagdo foi agitada durante 24 ou 48 horas até a conclusdo da reagdo de
formagao do sal de acido carboxilico (monitorada por CCD, AcOEt /hexano = 7:3, UV254nm).
Ap6s a formacao do sal, o pH foi ajustado para 2-3 usando solugdo de HCI (IM) em banho de
gelo a 0°C para haver a hidrélise e formacgao do acido carboxilico. Os precipitados formados
foram filtrados em funil de vidro sinterizado, lavados varias vezes com dagua destilada,
dissolvidos em metanol, secos com Na>SOy4 anidro, filtrados em papel e evaporados sob pressao
reduzida, resultando nos acidos carboxilicos correspondentes do Esquema 13 com 36-95 % de
rendimento. Para a reagdo de acoplamento de amida, uma mistura dos compostos acido
carboxilico, 2-amino-benzotiazol, EDC e HOBt em DMF (0,5mL) foi agitada por 24 ou 48
horas a temperatura ambiente. Apds a adicdo de agua (5 mL), o precipitado resultante foi
filtrado e purificado em coluna cromatografica com silica gel 230-400 mesh. As quantidades de

cada reagente e a mistura de solventes usados estao listadas na Tabela 17.
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Tabela 17- Formacao de amidas 38-41

CO,H S0,CI
CO,H
/0 s
- £ Q??N (I%w | EDC | HOBt | Ren
O H d-
[mmol] [mmol] [mmol]
Composto R [mmol] [mmo | [mmo
o
[a] 1 1] Yo
38b 0,73 H 0,73 0,155 0,155 0,186 0,015 68
5
39b 1,46 NHAc 1,46 0,15 0,15 0,180 0,195 44
40° 0,73 Br 0,73 0,14 0,14 0,168 @ 0,14 31
41¢ 0,73 NO» 0,73 0,11 0,11 0,13 0,11 32

[l obtido em 24h; mistura de solventes: 9:1 (AcOEt/Hexano); ! obtido em 48h; mistura de solventes: 9:1
(DCM/MeOH).

38: Solido branco. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 5 12,70 (s, 1H), 10,93 (s, 1H), 8,09
—7,97 (m, 3H), 7,86 (d, J= 10,6 Hz, 2H), 7,77 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7,71-7,55 (m, 3H), 7,46 (t,
J=7,6Hz, 1H), 7,33 (t,J=17,5 Hz, 1H), 7,26 (d,J= 8,5 Hz, 2H). RMN *C (101 MHz, DMSO-
de): 0 164,91, 158,65, 148,58, 142,01, 139,27, 133,30, 131,57, 129,84, 129,49, 126,67, 126,15,
123,63, 121,70, 120,45, 118,00. HRMS (ESI +): calc. for [M + H] " =410,0628 m/z, encontrado
[M+H] " =410,0622 m/z, erro = 1,46 ppm. Formula molecular: C20H15sN303S5.

39: Sélido amarelo claro. RMN "H (DMSO-ds): 6 12,67 (s, 1H), 10,77 (s, 1H), 10,30
(s, 1H), 8,06 — 7,96 (m, 3H), 7,83 — 7,70 (m, 5H), 7,45 (td, J=8,2, 7,2, 1,3 Hz, 1H), 7,32 (td, J
=8,3,7,2, 1,2 Hz, 1H), 7,24 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 2,05 (s, 3H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-
de): 0 168,99, 143,49, 143,39, 142,16, 132,68, 129,74, 127,98, 126,09, 123,56, 121,64, 118,66,
117,86, 24,06.
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40: Solido branco. RMN 'H (DMSO-de): & 7,73 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,69 — 7,60 (m,
3H), 7,54 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,45 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,21 (td, J = 7,9 Hz, 1H), 7,02 (td, J =
8,3 Hz, 1H), 6,75 (d, J = 8,7 Hz, 2H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-de): § 174,21, 154,17,
151,11, 147,50, 133,29, 131,49, 129,50, 129,18, 125,06, 123,02, 121,25, 119,97, 119,16.
HRMS (ESI +): calc. para [M + Na]" = 509,9552 m/z, encontrado [M + Na]" = 509,9537 m/z,

erro = 2,94 ppm. Formula molecular: C20H14BrN3O3S,.

41: So6lido marrom claro. RMN 'H (400 MHz, DMSO-d¢) 6 12,73 (s, 1H), 11,20 (s,
1H), 8,39 (d, J=8,9 Hz, 2H), 8,07 (dd, /= 17,0, 8,9 Hz, 4H), 7,99 (d, J= 7,9 Hz, 1H), 7,75 (d,
J=28,3 Hz, 1H), 7,45 (td, J= 8,3, 7,2, 1,3 Hz, 1H), 7,32 (td, J = 8,3, 7,2, 1,2 Hz, 1H), 7,26 (d,
J=38.8 Hz, 2H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds): 5 149,65, 144,17, 140,85, 129,57, 127,92,
125,78, 124,47, 123,26, 121,32, 118,22. HRMS (ESI+): calc. para [M + Na] " = 477,0298 m/z,
encontrado [M + Na] " = 477,0287 m/z, erro = 2,30 ppm. Férmula molecular: C20Hi4N4OsS».

5.4.4 Procedimento geral para a preparaciao dos compostos 46-48

Esquema 15- Sintese dos compostos 46-48

H,N o)
1)80020 45 S >_©7N\H/O 3) HCI

@\”/OH (49). @[ S NH 5° 2 ,

5 2) EDC; HOBt N o Q@ Ar-SO,ClI

43
25 N
\ o
E:’:S?_NH2 HNJ{O‘%
18

0 .
S NH
. )—NH
N
0 (0]
I 1
S

R cl o~

46:R: Me (57%) 48:R:24%
47:R: F (68%)
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Para protecdo o 4-aminobenzdico (804,3mg; 5,86mmol; leq.) (Esquema 15) foi
adicionado a solugdo (16 mL dioxano/agua (2:1; v/v), seguido de NaOH 235mg; 5,86mmol;
leq.) e Boc2O (8,79mmol; 1,918g; 1,5eq). A reagao foi monitorada por CCD e agitada por 72
horas a temperatura ambiente. Apds, foram adicionados 30mL de agua destilada e a reacao foi
acidificada com solucdo de HCI1 (1M) até pH 3. Apos, o solido foi filtrado em funil sinterizado
e lavado vérias vezes com agua destilada e lavado com diclorometano para retirar o excesso de
terc-butil-carbamato. O solido marrom claro resultante foi dissolvido em MeOH, seco com
NazSOy4 anidro, filtrado e concentrado no vacuo. O produto da etapa 1 foi obtido com 75% de
rendimento. Para a reagdo de amidagdo foi adicionado 2-aminobenzotiazol (0,798 mmol;
119,84mg; leq.), o acido protegido (0,798mmol; 189,30mg; leq.), HOBt (0,798 mmol;
107,83mg; leq.), EDC (1,04 mmol; 198,87mg; 1,3 eq.) e DMF (ImL). Apos agitacdo durante
24 horas a temperatura ambiente, adicionou-se d4gua (20 mL) para precipitar o sélido.

O solido foi filtrado e lavado com dagua destilada (2x 20 mL), dissolvido em
DCM/MeOH, seco com Na>SOj4 anidro, filtrado e evaporado sob pressao reduzida. O sélido foi
purificado por cromatografia de silica gel 35-70 mesh no eluente 7:3 (AcOEt /hexano). O
produto da etapa 2 foi obtido com 79% de rendimento. O composto protegido (0,632 mmol;
233,4 mg) foi adicionado em DCM (3 mL) e adicionado em 4,8 mL de uma solu¢do de HCI em
AcOEt (2M). A reagdo foi monitorada por CCD (AcOEt /hexano = 1:1) e agitada por 72 horas
a temperatura ambiente. Apds o término da reacdo, o baldo foi concentrado no vacuo e o produto
da etapa 3 foi obtido com 97% de rendimento. Uma mistura de cloridrato, cloreto de sulfonil,
piridina dissolvida em acetonitrila (SmL) foi agitada durante 24 horas a temperatura ambiente.
O progresso da reacao foi monitorado por CCD, AcOEt/hexano = 7:3). A mistura reacional foi
lavada com solugdo saturada de NH4Cl (3 x 10mL), extraida com AcOEt (3 x 15mL) e a fase
organica seca com Na>SO4 anidro, filtrada e evaporada sob pressao reduzida, resultando nas
amidas correspondentes da etapa 4. As quantidades de cada reagente e a mistura de solventes

utilizados para a cromatografia de silica 35-70 mesh estdo listadas na Tabela 18.
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>
Cloridrato " /Q:R1 Piridina Rend.
Composto? | [mmol] | [mg] [mmol] | [mg] | [mmol] %
46!P! 0,175 60 R>=CH; 0,263 50 1,4 57
47 bl 0,146 50 R:=F 0,219 | 42,65 1,17 66
48l¢l 0,157 53,9  Ri=OCHj; 0,157 38 1,24 24
R>=Cl

[a Mistura de solventes para coluna: 1:1 (AcOEt /hexano); [ Mistura de solventes: 7:3 (AcOEt/hexano).

46: Solido amarelo claro. RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 5 12,69 (s, 1H), 10,84 (s,
1H), 5 8,04 — 7,96 (m, 3H), 7,78-7,71 (m, 3H), 7,45 (td, J = 7,6, 7,2 Hz, 1H), 7,38 (d, J = 8,5
Hz, 2H), 7,32 (td, J = 7,5 Hz, 1H), 7,24 (d, J = 8,9 Hz, 2H). RMN 13C (101 MHz, DMSO-ds):
0 164,94, 158,63, 148,55, 143,68, 142,09, 136,43, 129,85, 129,77, 126,70, 126,09, 123,57,
121,64, 120,38, 117,87,20,91. HRMS (ESI +): calc. for [M + Na] " =446,0603 m/z, encontrado
[M + Na] " =446,0578 m/z, erro = 5,60 ppm. Formula molecular: C21H17N303S,.

47: Solido branco. RMN H (400 MHz, DMSO-de): § 12,71 (s, 1H), 10,93 (s, 1H),
8,02 (dd, /= 16,4, 8,1 Hz, 3H), 7,92 (dd, J = 8,6, 5,1 Hz, 2H), 7,76 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,44
(q,J=28.,8, 8,2 Hz, 3H), 7,32 (t,J= 7,5 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 8,4 Hz, 2H). RMN 13C (101 MHz,
DMSO-ds): 6 165,97, 163,46, 142,24, 136,23, 130,10, 129,99, 126,38, 123,86, 121,93, 118,42,
117,07, 116,84. Formula molecular: C2oH14FN3Os3So.

48: Solido amarelo claro. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 6 12,66 (s, 1H), 10,77 (s,
1H), 8,03 — 7,94 (m, 3H), 7,80 (d, J= 2,7 Hz, 1H), 7,75 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,65 (dd, J= 8.9,
2,7Hz, 1H), 7,43 (td, J=8,2, 7,2, 1,3 Hz, 1H), 7,30 (td, /= 8,3, 7,2, 1,2 Hz, 1H), 7,22 (dd, J =
9,0, 2,4 Hz, 3H), 3,85 (s, 3H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-d¢): § 165,13, 158,63, 155,32,
148,57, 141,96, 134,99, 131,58, 129,72, 129,35, 127,57, 126,43, 126,12, 123,76, 123,60,
121,67, 120,43, 117,84, 115,38, 56,99. HRMS (ESI +): calc. para [M + H] " = 474,0343 m/z,
encontrado [M + H] " = 474,0332 m/z, erro = 2,32 ppm. Formula molecular: C21H16CIN304S>.
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5.4.5 Procedimento para a preparaciao dos compostos 57 e 58

Esquema 16- Sintese do composto 57

N
? @[
)—NH,
NH 0
©\n/OH Dioxano/H,Q HO 2 o 51 N N \>_Q
[e) 2—NH
0] N 5

Boc,O (45)

44 >< EDC, HOB,
ta, 72h DMF, t.a, 24h

NH
o
e

) N

\ HCI/ACOEt (2M)

25

%-Cl t.a,24h
N>—NH 2//0 © o)
7 o~ - H ®Cl
N 0 N NH;

: NH
57:22% N, ﬁ’>5
o— | HCl 55
8 eq.
ACN, 24h

Sintese de 57: Uma solu¢do de 44 (0,5783mmol; 137mg) (Esquema 16) em DMF (1
mL) foi adicionada a 2-amino-benzoimidazol (0,5257mmol; 70 mg), EDC (0,631mmol;
120,93mg), HOBt (7,10 mg; 0,0525 mmol). A rea¢ao foi monitorada por CCD e agitada durante
24 horas a temperatura ambiente. Depois foi adicionado 4gua (SmL) para precipitar o s6lido. O
solido foi filtrado em funil sinterizado e lavado com agua destilada (2x20mL), dissolvido em
DCM/MeOH, seco com Na>SOg4 anidro, filtrado e evaporada a pressao reduzida. O so6lido foi
purificado com silica gel 35-70 mesh no eluente 95:05 (DCM/MeOH). O produto 53 da etapa
1 foi obtido com 63% rendimento. Para clivagem do grupo Boc, uma mistura de tert-butil (4-
((1H-benzoimidazol-2-il) carbamoil) fenil) carbamato (0,334 mmol; 117,6mg), em 20 eq. de
uma solucdo de HCI (2M/ AcOEt) foi agitada durante 24 horas a temperatura ambiente. Apos
a reacdo foi evaporada a pressao reduzida. O produto da etapa 2 foi obtido com rendimento de
82%. Para a preparacao do composto 57, uma solugao de cloridrato 55 (89,3 mg; 0,1461 mmol;
1,0 eq.), em acetonitrila (5 mL), seguido do cloreto de 4-metoxibenzenosulfonil (68,1mg,
0,219mmol, 1,5 eq.) e piridina (8,0 eq.; 94.0 uL) foi agitado por 24 horas a temperatura
ambiente. O progresso da reac@o foi monitorado por CCD, AcOEt /hexano = 7:3). A reagao foi
lavada com solugdo sat. aq. de NH4Cl (3 x15mL), extraida com AcOEt (3 x20 mL) e a fase
organica seca com Na>SOg anidro, filtrado e evaporado a pressao reduzida e purificado por
silica gel 35-70 mesh no eluente 7:3 (AcOEt /Hex). O produto 57 foi obtido com 22% de
rendimento. Sélido amarelo. RMN H (400 MHz, DMSO-ds): & 12,10 (s, 2H), 10,61 (s, 1H),
8,00 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,77 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 7,44 (dd, J = 5,9, 3,2 Hz, 2H), 7,21 (d, J =



92

8,8 Hz, 2H), 7,11 (dd, J = 5,9, 3,2 Hz, 2H), 7,08 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 3,80 (s, 3H). RMN 3C
(101 MHz, DMSO-ds): 6 162,57, 141,38, 130,81, 130,02, 129,56, 128,90, 121,39, 117,84,
114,47, 112,52, 55,59. HRMS (ESI +): calc.para [M + Na]" = 445,0941 m/z, found [M + Na]"
=445,0923 m/z, error = 4,04 ppm. Formula molecular: C21H1sN4O4S.

Esquema 17- Sintese do composto 58

-
H,N 0 " [/>—NH2 H\(@ 0
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o) IN\ NH
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B

58:13% ACN, 24h
Q _ci

Sintese de 58: Uma solucdo de 44 (1,088mmol; 258mg) (Esquema 17) em DMF (1 mL)
foi adicionado 2-amina-tiazol (0,989mmol; 100mg), EDC (227mg; 1,2eq.), HOBt (0,0989
mmol; 13,36mg; 0,leq.). A reagdo foi monitorada por CCD e agitada durante 24 horas a
temperatura ambiente. Apo6s foi adicionado 4dgua destilada (5 mL) para precipitar o s6lido. O
solido foi filtrado em funil sinterizado e lavado com agua destilada (2x 20mL), dissolvido em
DCM/MeOH, seco com Na>SO4 anidro, filtrado e evaporado a pressdo reduzida. O sélido foi
purificado por silica gel 35-70 mesh no eluente 1:1 (AcOEt /Hex). O produto 54 da etapa 1 foi
obtido com 76% de rendimento. Para clivagem do grupo protetor, uma mistura de tert-butil (4-
(tiazol-2-ilcarbamoil) fenil) carbamato (0,751 mmol; 240 mg), em 20 eq. de uma solucao de
HCI (2M/ AcOEY) foi agitada por 24 horas a temperatura ambiente. A reagdao foi monitorada
por CCD no eluente 1:1 (AcOEt /Hex). Apos a reagdo foi evaporada a pressao reduzida. O
produto 56 da etapa 2 foi obtido com rendimento de 76%. Para preparagdo do composto 58,
uma solug¢do de cloridrato 56 (0,2403mmol; 70,22 mg 1,0 eq.), em acetonitrila (5 mL), seguido

do cloreto de 4-metoxibenzenosulfonil (0,288 mmol; 59,6 mg; 1,2 eq.) e piridina (1,82 mmol;
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0,154mL; 8,0 eq.) foi agitada por 24 horas a temperatura ambiente. A reagdo foi lavada com
solugdo sat. aq. de NH4Cl (3x 15mL), extraida com AcOEt (3 x20 mL) e a fase organica seca
com NaSO4 anidro, filtrado e evaporado a pressao reduzida e purificada por cromatografia em
coluna de silica gel 35-70 mesh no eluente 7:3(AcOEt/Hex), o produto 58 foi obtido com 13%
de rendimento. Solido marrom. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 6 12,41 (s, 1H), 10,69 (s,
1H), 7,97 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,78 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,52 (d, J= 3,6 Hz, 1H), 7,22 (dd, J =
8,8, 4,0 Hz, 3H), 7,08 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 3,79 (s, 3H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds): &
164,16, 162,63, 158,54, 141,86, 130,85, 129,51, 128,91, 126,64, 117,82, 114,53, 113,69, 55,62.
HRMS (ESI +): calc. for [M +H] " =390,0577 m/z, encontrado [M + H] " = 390,0558 m/z, erro
= 4,87 ppm. Férmula molecular: C17H15N304So.

5.4.6 Procedimento para a preparaciao dos compostos 50

Esquema 18- Sintese do composto 50

©: >_NH :: >_NH3 cl ©/ ©i/>_NH N
42 @ 50: 17% @
.
(8eq.)

Sintese de 50: Uma soluc¢do de cloridrato 42 (Esquema 18) (50 mg; 0,1461 mmol; 1,0
eq.) foi adicionada em acetonitrila (5 mL), seguida de fenil isocianato 49 (29,63 mg, 0,219
mmol, 1,5 eq.) e piridina (0,168 mmol; 94 uL; 8 eq.) a temperatura ambiente sob agitacao
durante 24 horas. A reagdo foi monitorada por CCD em 7:3 (AcOEt /Hexano). Depois, a mistura
de reacdo foi lavada com solu¢do sat. de NH4Cl (3 x15mL), extraida com AcOEt (3 x 20 mL)
e a fase organica seca com NaSO4 anidro, filtrada e evaporada sob pressdo reduzida e
purificada por cromatografia em silica gel 70-230 mesh na propor¢ao 7:3 (AcOEt /Hexano),
dando o produto 50 foi obtido com 17%. Sé6lido marrom. RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg): &
10,10 (s, 1H), 10,06 (s, 1H), 8,07 (d, /= 8,8 Hz, 2H), 7,71 (d, /= 8,8 Hz, 2H), 7,55 (d, /= 3,6
Hz, 1H), 7,49 (dd, J= 7.8 Hz, 2H), 7,35 (t, /= 7.8, 7,3 Hz, 2H), 7,27 (d, /= 3,6 Hz, 1H), 7,18—
7,13 (m, 1H). RMN 13C (101 MHz, DMSO-d¢): & 179,33, 143,52, 139,15, 129,91, 128,62,
128,46, 124,66, 123,62, 121,75, 113,67, 112,56, 79,23, 78,89, 78,57. HRMS (ESI +): calc.
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para [M + Na] * = 427,0658 m/z, encontrada [M + Na] " = 427,0647 m/z, erro = 2,57 ppm.

Formula molecular: Co1Hi6N4OSo.

5.4.7 Procedimento para a preparaciao dos compostos 59 e 60

Esquema 19-Sinteses de 59 e 60

O~__OH
H
N_ O
/,S\©\ EDC, HOBt \©\
@) - .
o~
19

R—NH,
N N 59: (51): (57 %)
3 \ 60: (52): (51 %)
(L

Sintese de 59: Foi preparada uma solugdo de 19 (Esquema 19) (0,195 mmol; 60 mg;
1,2 eq.) em DMF (0,5 mL) seguida por 2-amino-tiazol 52 (0,163 mmol; 17,24 mg; 1,0 eq.);
EDC (0,212 mmol; 40,55 mg; 1,3 eq.), HOBt (0,0163 mmol; 0,1 eq.; 2,2 mg) foram agitados
durante 48 horas a 100°C. A reacdo foi monitorada por CCD no eluente 7:3 (Hexano/ AcOEt).
Apo6s a adicdo de agua (10 mL), o precipitado resultante foi filtrado através de um funil
sinterizado, solubilizado em MeOH, seco com Na>SO4 anidro, filtrado e evaporado sob pressao
reduzida, obtendo-se o produto 59 com 57% de rendimento. amarelo s6lido.RMN 'H (400
MHz, DMSO-ds): 6 12,61 (s, 1H), 8,16 (d, J=7,9 Hz, 1H), 7,72 (d, /= 8,4 Hz, 2H), 7,48 (d,
J=10,6 Hz, 1H), 7,37 (t, J= 55,5, 21,8, 18,1 Hz, 1H), 7,23 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 7,07-6,92 (m,
3H), 3,73 (s, 3H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-d¢): 5 162,81, 132,78, 131,52, 129,36, 123,21,
119,23, 114,82, 112,67, 56,10. HRMS (ESI*): calc. for [M + H] " =423,1121 m/z, encontrado
[M +H] " =423,1115 m/z, error = 1,42 ppm. Formula molecular: C21HgN4O4S.

Sintese de 60: Foi preparada uma solu¢ao de 19 (Esquema 19) em DMF (0,195 mmol;
60 mg; 1,2 eq.) seguido do 2-amino-benzoimidazol (0,163 mmol; 21,66 mg; 1,0 equiv.), EDC
(0,212 mmol; 40,55 mg; 1,3 eq.), HOBt (0,0163 mmol; 2,2 mg; 0,1 eq.) foram agitados durante
48 horas a 100°C. A reagdo foi monitorada por CCD no eluente 95:05 (Hexano/ AcOEt). Apos
a adi¢do de agua (10 mL), o precipitado resultante foi filtrado em funil sinterizado, solubilizado
em MeOH, seco com Na>SOs anidro, filtrado e evaporado sob pressao reduzida, obtendo-se o

produto 60 com 51% de rendimento. S6lido marrom. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 5 7,95
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(dd, =79, 1,8 Hz, 1H), 7,68 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,48 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 7,30 (d, /= 8,5, 1,2
Hz, 1H), 7,15 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 7,10 (td, J = 8,6, 6,9, 1,9 Hz, 1H), 6,91 (d, J = 8,9 Hz, 2H),
6,63 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 3,74 (s, 3H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds): & 165,33, 160,77,
158,84, 138,16, 132,52, 130,38, 119,70, 119,11, 116,80, 113,84, 113,31, 55,63. HRMS (ESI
")z calc. para [M + Na] * = 412,0396 m/z, encontrado [M + Na] * = 412.0392 m/z, erro = 0,97

ppm. Formula molecular: C17H15sN304S;.

5.4.8 Procedimento para a preparaciao dos compostos 67 e 68

Esquema 20- Sinteses de 67 e 68
o)

o HN-87°
>

N
1) Boc,O (45) O. NHBoc 3) HCI \>—NH

H2N/\n/OH

N
0 2) EDC, HOBt @[ H—NH 4) Ar—SO0,Cl

N S
63 @[ S—NH, 65

S

18 OMe OMe
67 (54 %) 68 (15%)

A uma solugdo de glicina 63 (500mg; 6,6mmol) (Esquema 20) foi adicionado em 24 mL
de dioxano/agua (1:1) a 0°C, seguido de carbamato de terc-butila (10mmol; 2,18g; 1,5 eq.),
NaOH (13,32mmol; 532,8 mg; 2,0 eq.) A reacdo foi agitada a temperatura ambiente durante 24
horas. A reagdo foi monitorada por CCD no eluente 7:3 (Hexano/ AcOEt). Apds evaporado sob
pressao reduzida foi adicionado 20 mL de 4gua destilada, seguido de adi¢do de solucao de HCI
(1M) até pH 3. Apds foi extraido com AcOEt (3x 40mL). As fases organicas foram secas com
NazSO0y, filtradas e concentradas no vacuo. O produto da etapa 1, a (terc-butoxicarbonil) glicina,
foi obtido com 100% de rendimento. Uma mistura de 2-amino-benzotiazol (1,33 mmol; 119,84
mg; 1 eq.), Glicina-Boc (1,6 mmol; 279 mg; 1,2 eq.), EDC (1,73 mmol; 303 mg; 1,3 eq.), HOBt
(0,133 mmol; 18 mg; 0,1eq.), e DMF (1mL) foi agitado por 24 horas a 100°C. A reagao foi
monitorada por CCD no eluente 1:1 (Hexano/ AcOEt). Depois foi adicionada agua (10 mL)
para precipitar o solido. O solido foi filtrado e lavado com dgua destilada (2x 20mL), dissolvido
em DCM/MeOH, seco com NaSOs anidro, filtrado, evaporado sob pressao reduzida e
purificado por cromatografia em silica gel de 230-400 mesh , no eluente 1:1 (AcOEt /Hexano),
dando o produto 65 com 26% de rendimento. A uma solu¢do de 65 (0,283mmol; 87,1mg) foi
adicionado DCM (10 mL), seguido de 15 eq. do HCI em AcOEt (4M) agitado por 24 horas em

temperatura ambiente, dando produto na etapa 3 com rendimento obtido de 100%.
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Sintese de 67:A uma solucdo de cloridrato (0,245 mmol; 60 mg; 1,0 equiv.), em
acetonitrila (5 mL), cloreto de 4-metoxibenzenossulfonil (0,294 mmol; 61 mg; 1,2 eq.),
trietilamina (1,47 mmol; 0,2 mL; 6 eq.). A reacdo foi monitorada por CCD no eluente 9:1
(DCM/MeOH) e agitada a temperatura ambiente por 24 horas. A reagao completa, a mistura de
reacdo foi lavada com solugdo sat. de NH4Cl (3 x15mL), extraida com AcOEt (3 x 20 mL) e a
fase organica seca com Na>SO4 anidro, filtrada e evaporada sob pressdo reduzida e purificada
por cromatografia em silica 230-400 mesh no eluente 9:1 (DCM/MeOH), dando 67 com 54%
de rendimento. Sélido amarelo. RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): 5 12,28 (s, 1H), 8,04 (t,J =
6,1, 5,3 Hz, 1H), 7,97 (d, J= 7,5 Hz, 1H), 7,73 (dd, J = 6,8 Hz, 3H), 7,43 (td, /= 8,0 Hz, 1H),
7.,31 (td, J = 8,0 Hz, 1H), 7,07 (dd, J = 8,9 Hz, 2H), 3,85 (d, J = 6,1 Hz, 2H), 3,75 (s, 3H).
RMN 3C (101 MHz, DMSO-de¢): 6 162,19, 131,86, 128,73, 127,60, 126,09, 123,58, 121,66,
120,52, 114,18, 55,56, 44,99. HRMS (ESI *): calc. para [M + Na] " =400,0396 m/z, encontrado
[M + Na]" = 400,0386 m/z, erro = 2,50 ppm. Formula molecular: Ci6H1sN304S,.

Sintese de 68: A uma solugdo de cloridrato (0,1071 mmol; 30 mg; 1,0 eq.) em
diclorometano (3 mL), cloreto de 2,5-dimetoxibenzenossulfonil (0,1285 mmol; 30,41 mg; 1,2
eq.), piridina (69 pL; 8eq.). A reagdo foi monitorada por CCD no eluente 9:1 (DCM/MeOH).
A reacdo foi agitada a temperatura ambiente durante 24 horas. Apos a reagdo completa, a
mistura de reacdo foi lavada com solugdo sat. de NH4Cl (3 x15mL), extraida com AcOEt
(3x20mL) e a fase orgénica seca com Na>SQO4 anidro, filtrada e evaporada sob pressdo reduzida
e purificada por cromatografia em silica gel 60 70-230 mesh no eluente 100% diclorometano
seguido de um gradiente de eluente 95:05 (DCM/MeOH) para eluente 9:1 (DCM/MeOH),
obtendo-se o produto 68 com 15% de rendimento. S6lido amarelo palido. RMN 'H (400 MHz,
CD30OD): 6 7,83 (d, /=8,2, 1,3 Hz, 1H), 7,73 (d, 1H), 7,43 (td, /= 8,3, 7,2, 1,1 Hz, 1H), 7,38
(d, 1H), 7,30 (td, J = 8,3, 7,3, 1,1 Hz, 1H), 7,06 (d, J = 1,5 Hz, 2H), 3,99 (s, 2H), 3,93 (s, 3H),
3,73 (s, 3H). RMN 13C (101 MHz, CD30D): § 169,07, 159,01, 154,21, 151,92, 127,08, 126,62,
124,86, 122,58, 122,13, 121,63, 120,84, 115,74, 114,76, 114,68, 56,89, 56,17, 46,58.
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5.4.9 Procedimento para a preparaciao dos compostos 71 e 72

Esquema 21-Sintese de 71 e 72

1) Ar—S0,Cl

OH N >—/
HN" S—NH
0 2) EDC, HOBt s
63 N =
\
>—NH, 71 (45%): R: Me
S R F

A uma soluc¢do de glicina 63 (Esquema 21) (100 mg; 1,33mol; 1,0 equiv) foi adicionada
em H>O (2,0mL) /THF (1,0 mL) a 0°C, seguindo cloreto de sulfonil (1,6 mmol; 304,7mg; 1,2

eq.) TEA (0,6 mL; 3,0 eq). A reagdo foi agitada durante 24 horas a temperatura ambiente. Apos
foi adicionado 1 mL de éter etilico, a fase aquosa foi extraida, acidificada com HCI até pH 2.
Ap0s foi extraida com AcOEt (2x15 mL). As fases organicas foram combinadas, lavadas com
solugdo salina (5 mL), secas com Na>SQO4 anidro, filtradas e evaporadas sob pressdo reduzida.
(Tosilglicina): Sélido amarelo claro. 92% de rendimento. RMN 'H (400 MHz, CD30D): §
7,74 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,37 (d, J = 8,6, 0,7 Hz, 2H), 3,67 (s, 2H), 2,42 (s, 3H). RMN 13C
(101 MHz, CD30D): 6172,28, 144,84, 138,62, 130,68, 128,12, 44,79, 21,45. (4-fluorofenil)
sulfonil) glicina): S6lido amarelo. 86% de rendimento. RMN 'H (400 MHz, CD30D): § 7,94-
7,89 (m, 2H), 7,31-7,25 (m, 2H), 3,72 (s, 2H). RMN 3C (101 MHz, CD30D): § 170,24,
165,76, 163,25, 136,21, 129,17, 129,08, 115,28, 115,05, 42,85.

Sintese de 71: Uma solucao de tosilglicina (0,2615 mmol; 60 mg; 1,2 eq.) em DMF (0,5
mL) seguida por 2-amino-benzotiazol (0,2179 mmol; 32,70 mg; 1 eq.); EDC (0,283 mmol; 54,3
mg; 1,3 eq.), HOBt (0,0283 mmol; 0,1 eq.; 3 mg) foram agitados durante 24 horas a temperatura
ambiente. A reacao foi monitorada por CCD no eluente 9:1 (DCM/MeOH). Apo6s a adigao de
agua (5 mL), o precipitado resultante foi filtrado em funil sinterizado, solubilizado em MeOH,
seco com NaxSO4 anidro, filtrado, evaporado sob pressdo reduzida e purificado por
cromatografia em silica 230-400 mesh no eluente 9:1 (DCM/MeOH), dando o produto 34 foi
obtido com 45% de rendimento. S6lido amarelo. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 12,29 (s,
1H), 8,13 (t, J= 6,0 Hz, 1H), 7,98 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,74 (dt, J= 8,1 , 0,9 Hz, 1H), 7,70 (d,
J=138,3 Hz, 2H), 7,43 (dt, J=8,2, 7,2, 1,3 Hz, 1H), 7,37 (d, /= 7,9 Hz, 2H), 7,31 (td, J = 8,2,
7,2, 1,2 Hz, 1H), 3,86 (d, J = 5,8 Hz, 2H), 2,32 (s, 3H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds): &
167,94, 157,60, 148,52, 143,00, 137,54, 131,54, 130,32, 129,69, 127,40, 126, 72, 126,31,
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123,81, 121 0,85, 120,71, 45,14, 21,02. HRMS (ESI *): calc. for [M + H] " = 362,0628 m/z,
encontrado [M + H] " =362.,0615 m/z, erro = 3,59 ppm. Formula molecular: C16HisN303S5.

Sintese de 72: Para uma solucao de 4-fluorofenil) sulfonil) glicina) (0,2572 mmol; 60
mg; 1,2 eq.) em DMF (0,5 mL) seguido por 2-amino-benzotiazol (0,2143 mmol; 32,2 mg; 1,0
eq.), EDC (0,278 mmol; 41,1 mg; 1,3 eq.), HOBt (0,0214 mmol; 0,1 eq.; 3 mg) foram agitados
durante 24 horas a temperatura ambiente. A reagdo foi monitorada por CCD no eluente 9:1
(DCM/MeOH). Apos a adi¢ao de agua (5 mL), o precipitado resultante foi filtrado em funil
sinterizado, solubilizado em MeOH, seco com Na>SOs anidro, filtrado, evaporado sob pressao
reduzida e purificado por cromatografia em silica gel 230-400 mesh no eluente 9:1
(DCM/MeOH), dando o produto 72 obtido com 52% de rendimento. S6lido amarelo. RMN 'H
(400 MHz, CD30OD): 6 7,98-7,92 (m, 2H), 7,84 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,73 (d, /= 7,6 Hz, 1H),
7,43 (td, J=8.,3,7,2, 1,3 Hz, 1H), 6 7,32 (dd, J= 7,0, 1,0 Hz, 1H), 7,29-7,23 (m, 2H), 3,96 (s,
2H). RMN 3C (101 MHz, CD30D): § 179,37, 169,46, 168,08, 165,56, 149,86, 137,93, 133,46,
131,41, 131,32, 127,54, 125,37, 122,54, 122,02, 117,54, 117,31, 46,70. HRMS (ESI +): calc.
for [M + H] " = 366,0377m/z, found [M + H] " = 366,0363 m/z, erro = 3,82 ppm. Férmula
molecular: C1sH12FN303So.

5.5 ATIVIDADE ANTIVIRAL DOS BENZOTIAZOIS NA REPLICACAO DO ZIKV
5.5.1 Cultura de células

Células Vero E6 foram cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM;
Sigma-Aldrich) suplementado com 100 U/mL de penicilina (Gibco Life Technologies),
100 mg/mL de estreptomicina (Gibco Life Technologies), 1% (v/v) ndo- aminoacidos essenciais
(Gibco Life Technologies) e soro fetal bovino a 10% (v/v) (FBS; Hyclone) a 37°C em uma
incubadora umidificada com 5% de CO». Replicon subgenémico (SGR) contendo linhas
celulares (BHK21-RepZIKV_ IRES-Neo) foram mantidos nas mesmas condi¢coes das células

Vero E6, exceto pela adicdo de G418 (Sigma-Aldrich) a 500 pg/mL

5.5.2 Ensaio do virus

O isolado de ZIKV de tipo selvagem de uma amostra clinica de um paciente no Brasil
(ZIKVPE?243) 53 foi amplificado e titulado conforme ja descrito na literatura (DONALD et al.,
2016).
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5.5.3 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi medida pelo ensaio MTT [brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-
il) -2,5-difenil tetrazdlio] (Sigma-Aldrich). Células Vero E6 e BHK21-RepZIKV IRES-Neo
foram cultivadas em placas de 96 pogos e tratadas com diferentes concentragdes de cada
composto por 72 horas a 37°C com 5% de CO». Apds 72 horas, o meio contendo o composto
foi removido e a solugdo de MTT a 1 mg/mL foi adicionada a cada pogo, incubada por 30
minutos e substituida por 100 pL de DMSO para solubilizar os cristais de formazan. A
absorvancia foi medida a 490 nM num leitor de microplacas Glomax (Promega). A viabilidade
celular foi calculada de acordo com a equacdo (T/C)x100%, onde T e C representaram a
densidade optica dos grupos bem tratados e controle, respectivamente. DMSO foi utilizado
como controle ndo tratado. Para calcular a concentragao citotdxica de 50% (CCso), as células
Vero E6 foram plaqueadas em placas de 96 pocos a 5 x 10° células por pogo para ensaios de
ZIKV e foram incubadas durante a noite a 37 °C com 5% de CO.. Meio contendo dilui¢cdes em
série de cada composto variando de 3 a 400 uM foi adicionado as células e incubado por 72 h.
Depois disto, o ensaio MTT foi realizado conforme descrito acima. A concentragdo citotoxica
de 50% (CCso) foi calculada utilizando GraphPad Prism 8.0 empregando uma regressdo nao

linear.

5.5.4 Ensaios Antivirais

Para avaliar a atividade antiviral dos compostos contra o ZIKV, as células Vero E6
foram semeadas a uma densidade de 5 x 10° células por pogo em placas de 96 pocos 24 horas
antes da infeccdo. ZIKVPE243 a um MOI de 0,01 foi utilizado para infectar células na presenca
de cada composto seguindo a mesma faixa de concentracdes. 72h depois, as células foram
fixadas com paraformaldeido a 4%, lavadas com PBS e o ensaio de imunofluorescéncia foi
realizado conforme ja descrito na literatura (CASSANI ef al., 2022). FFU sob tratamento com
cada composto ou controle ndo tratado foram contados. Para ensaios antivirais BHK21-
RepZIKV_IRES-Neo, as células foram semeadas a uma densidade de 1 x 10* células por pogo
em placas de 96 pocos 24 horas antes dos ensaios. As células foram tratadas com as maiores
concentragdes nao citotdxicas de cada composto durante 72 horas a 37°C com 5% de CO». 72
horas ap0s o tratamento, as amostras foram colhidas utilizando tampao de lise Renilla-luciferase
(Promega®) e os niveis de replicagdo do virus foram quantificados medindo a atividade de

Renilla-luciferase utilizando o Renilla luciferase Assay System (Promega®). A concentragao
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efetiva de 50% de inibicdo (ECso) foi calculada utilizando o software GraphPad Prism 8.0. Os

valores de CCso e CEso foram utilizados para calcular o indice de seletividade (I.S = CCso/ECso).

5.5.5 Analise estatistica

Experimentos individuais foram realizados em quadruplicado e todos os ensaios foram
realizados no minimo trés vezes para confirmar a reprodutibilidade dos resultados. O software
GraphPad Prism 8.0 foi utilizado para avaliar diferengas estatisticas de médias de leituras
usando o teste t ndo pareado de Student ou testes de Mann-Whitney. Valores de p < 0,01 foram
considerados estatisticamente significativos. A ECso e a CCso foram calculadas por meio de
regressao nado linear considerando log(inibidor) vs. resposta, com inclinacdo varidvel (quatro
parametros). Os dados foram expressos como média + DP e submetidos a teste de normalidade

e lognormalidade.

5.6 ENSAIOS ENZIMATICOS COM NS2B-NS3

5.6.1 Expressao e purificagdo de NS2B-NS3

O ZIKV NS2B-NS3pro foi expresso e purificado a partir da construgdo descrita e
fornecida por Lei ef al., 2016. A construgdo continha o NS2B-NS3pro do isolado brasileiro
BeH823339, com um ligante Gly4-Ser-Gly4 entre as duas cadeias proteicas e quatro pontos
mutagdes: R96A (em NS2B) e R29G/C80S/C143S (em NS3), em um plasmideo pET-15b.
Células BL21-DE3 contendo a constru¢do ZIKV NS2B-NS3pro foram cultivadas durante a
noite (12 h) a37 °C e 200 rpm de agitacao constante em 12,5 mL de meio estéril 2xY T contendo
100 pg/mL de ampicilina, que foi entdo adicionado a 1 L de no mesmo meio, nas mesmas
condicdes. A densidade dptica foi monitorada até atingir uma DO600 de 0,7 £ 0,1, e 1 mM de
1sopropil-p-D-galactosideo (IPTG) foi adicionado para induzir a superexpressao. A cultura foi
mantida durante a noite a 20 °C e 200 rpm de agita¢do constante, seguida de centrifugag¢do por
30 min a 5000 rpm a 4 °C, e as células foram ressuspensas usando 20 mL de tampao A (Tris-
HCI 25 mM, NaCl 10 mM, 5% de glicerol, pH 8,5). Finalmente, as células foram lisadas por
sonicacao sob pulsos on/off de 20/40 s em gelo e centrifugadas a 4°C e 10.000 g por 1 h. Para
purificar a proteina, o sobrenadante da cultura foi injetado em uma coluna de niquel HisTrap
Sepharose HP (GE Healthcare) de 5 mL e eluido com uma taxa de fluxo de 1 mL/min de
tampao, empregando um gradiente linear cobrindo 5 volumes de coluna de 0 a 100% de tampao

B (Tris-HCI 25 mM, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM, glicerol a 5%, pH 8,5). Em seguida, a
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solugdo proteica foi carregada em uma coluna de filtragdo em gel HilL.oad 16/600 Superdex
75pg (GE Healthcare) e eluida usando tampao. A uma taxa de fluxo de 0,1 mL/min por 1,2

volumes de coluna. As amostras de proteina resultantes foram armazenadas a -80°C.

5.6.2 Ensaios enzimaticos com ZIKV NS2B-NS3pro

A atividade do ZIKV NS2B-NS3pro foi medida monitorando o sinal de fluorescéncia
resultante da clivagem do substrato fluorogénico Bz-Nle-Lys-Lys-Arg-AMC. A intensidade de
fluorescéncia (Excitagdo A: 340 nm; emissao A: 440 nm) foi monitorizada durante pelo menos
6 min (num leitor de placas Biotek Synergy 2). Todos os ensaios foram realizados num tampao
contendo Tris-HC1 10 mM pH 8,5, CHAPS 1 mM e 20% de glicerol. A concentragdo final de
proteina foi de 0,2 nM (salvo indicagdo em contrario) e a concentragdo de substrato foi de 44
uM. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em dois ensaios independentes. Os valores
informados referem-se @ média e ao desvio padrdo. Para triagem inicial, cada composto foi
avaliado a 100 pM, sem e com pré-incubagdo com enzima por 10 minutos a 37 °C. Todos os
outros ensaios foram realizados com pré-incubagdo com a enzima. Para determinar os valores
de ICso, foram avaliadas pelo menos sete concentragdes de composto (0-100 uM ou 0-400 uM).
Os valores de ICso foram calculados no Graph Pad Prism 6.0, ajustando-se a equagdo ICso de
quatro parAmetros Y=Bottom+((Top-Bottom))/(1+ 10°(( [logIC] 50-X)*s) ), onde X ¢é a
concentra¢ao do inibidor, s € a inclina¢do da curva concentragdo-resposta (inclinagao de Hill),
e o topo e a base sdo, respectivamente, os platds superior e inferior. Para avaliar a sensibilidade
ao detergente, os compostos foram avaliados a 100 uM, com o tampao de ensaio modificado
pela remocdao de CHAPS e adi¢do de Triton X-100 a 0,001%. Para avaliar a sensibilidade a
BSA, os compostos foram pré-incubados com BSA (inicialmente a 4 mg/mL, resultando em
uma concentragdo final de 1 mg/mL nos ensaios) por 10 minutos, em concentragdo proxima ao
seu ICso, no mesmo tampao empregado para triagem composta. Em seguida, a enzima foi
adicionada e a mistura foi incubada por mais 10 minutos. Finalmente, o substrato foi adicionado
e o ensaio foi monitorado. Para avaliar o impacto da concentragcdo da enzima, foi realizado um
ensaio variando a concentracdo de NS2B-NS3pro (0,2 nM e 2 nM) mantendo também as demais
caracteristicas do tampao. Os compostos foram avaliados em concentragdes proximas do seu

ICso.
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5.6.3 Ensaios enzimaticos com cruzaina

A cruzaina recombinante foi gentilmente fornecida por Allison Doak e Prof. Brian
Shoichet (Universidade da Califérnia em Sao Francisco, EUA). A atividade da cruzaina foi
medida monitorando o sinal de fluorescéncia obtido pela clivagem do substrato fluorogénico
Z-Phe-Arg-AMC. A intensidade de fluorescéncia (Excitagdo A: 340 nm; emissdo A: 440 nm)
foi monitorada durante pelo menos 5 minutos, num leitor de placas BioTek Synergy 2. Todos
os ensaios foram realizados em acetato de sodio 0,1 M pH 5,5 e B-mercaptoetanol 10 mM. A
concentragdo final de proteina foi de 2 nM e a concentrac¢ao de substrato foi de 2,5 uM. Todos
os ensaios foram realizados em triplicata, em dois experimentos independentes, com pré-
incubagdo com a enzima por 10 minutos a 25 “C. Os ensaios foram realizados em concentra¢des

de compostos proximas aos valores de ICso de cada composto contra ZIKV NS2B-NS3pro.
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7 ANEXOS

Anexo 1- Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) de 2
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Anexo 2- Espectro de RMN '*C (101 MHz, DMSO-ds) de 2
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Anexo 3- Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) de 32
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Anexo 4- Espectro de RMN "*C de 32 (101 MHz, CDCl3)
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Anexo 5- Espectro de RMN 'H de 33 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 6- Espectro de RMN '3C de 33 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 8- Espectro de RMN '3C de 38 (101 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 9- Espectro de RMN 'H de 39 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 10- Espectro de RMN de '3C de 39 (101 MHz, DMSO-dy)
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Anexo 11- Espectro de RMN de 40 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 12- Espectro de RMN '3C de 40 (101 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 13- Espectro de RMN 'H de 41(400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 13- Espectro de RMN '3C 41 (101 MHz, DMSO-de)
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Anexo 14- Espectro de RMN 'H 46 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 15- Espectro de RMN '*C 46 (101 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 17- Espectro de RMN '3C 47 (101 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 18- Espectro de RMN 'H 48 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 19- Espectro de RMN '3C 48 (101 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 20- Espectro de RMN 'H 50 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 21- Espectro de RMN '*C 50 (101 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 23- Espectro de RMN '3C 50 (101 MHz, DMSO-ds) 57
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Anexo 24- Espectro de RMN 3C 58 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 25- Espectro de RMN '*C 58 (101MHz, DMSO-ds)
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Anexo 26- Espectro de RMN 'H 59 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 27- Espectro de RMN '3C 59 (101 MHz, DMSO-de)
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Anexo 29- Espectro de RMN '*C 60 (400 MHz, DMSO-ds)

€966 —

LEELL

vw.m:V
08911~
L6l
on.m:\

8E°08L
zszer”
9188l

v8'851—
120917
£€°G9L~

120

150

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

130

140

160

170

ppm

Anexo 30- Espectro de RMN 'H 67 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 30- Espectro de RMN *C 67(101 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 30- Espectro de RMN 'H 68 (400 MHz, CD;0D)
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Anexo 31- Espectro de RMN '3C 68 (101 MHz, CD;0D)
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Anexo 32- Espectro de RMN 'H 71 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 33- Espectro de RMN '*C 71 (101 MHz, DMSO-de)
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Anexo 34- Espectro de RMN 'H 72 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 34- Espectro de RMN '3C 72 (101 MHz, CD;0D)
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Anexo 35- Espectro de HRMS (ESI +) de 2
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Anexo 36- Espectro de HRMS (ESI +) de 32
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Anexo 37- Espectro de HRMS (ESI +) de 33
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Anexo 41- Espectro de HRMS (ESI +) de 46
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Anexo 42- Espectro de HRMS (ESI +) de 48
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Anexo 44- Espectro de HRMS (ESI +) de 57
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Anexo 45- Espectro de HRMS (ESI +) de 58
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Anexo 49- Espectro de HRMS (ESI +) de 67
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