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RESUMO

Face ao panorama atual da pandemia de tuberculose (TB) nho mundo, agravado pela co-
infeccdo com o virus HIV e o surgimento de cepas de Mycobacterium tuberculosis (M. tb.)
resistentes aos farmacos utilizados, é urgente a pesquisa e descoberta de novos farmacos anti-TB.
O presente trabalho objetivou o planejamento, a sintese e avaliagcao bioldgica de novos compostos
com atividade anti-TB, candidatos a farmacos para TB. Foram desenvolvidos estudos de relacao
entre estrutura e atividade (SAR) utilizando o método Matched Pair Molecular Analysis (MMPA) e
modelos binarios de relagbes quantitativas entre estrutura e atividade (QSAR) utilizando
combinacdo de descritores (fingerprints) moleculares e métodos de aprendizado de maquina.
Substituicdes bioisostéricas foram propostas para planejar novas aril e heteroaril chalconas
utilizando as informacdes obtidas nas andlises de SAR e QSAR. Trinta e trés compostos foram
selecionados pelo modelo de QSAR por consenso para a sintese. Estes compostos foram
sintetizados e suas estruturas foram confirmadas por métodos espectroscépicos no infravermelho
(IV), de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de *H) e de carbono (RMN de C) e
espectrometria de massas (EM). Os compostos que apresentaram elevado grau de pureza (295%
em CLAE) foram testados contra cepas de M. th. H37Rv (sensiveis) e resistentes a rifampicina
(RMP) ou isoniazida (INH). Além disso, também foram testados em ensaios de citotoxicidade em
células de mamiferos e espectro de atividade. Foram identificados 22 hits com atividade anti-TB,
com concentracao inibitéria minima (MIC) em M. tb. H37Rv em ensaios em condi¢des aerdbias
(MABA) <10 pM. Destes, 12 compostos exibiram potente atividade na replicagéo de M. tb em escala
nanomolar, com valores de MIC em MABA <1 uM e em micromolar em condi¢cdes anaerdbias
(LORA) com MIC <10 puM. Ademais, esses compostos também apresentaram potente atividade
inibitéria contra cepas monoresitentes a RMP ou INH (MIC<1 uM e MIC<10 uM, respectivamente).
Os hits também demonstraram baixa citotoxicidade em células de mamifero (células Vero) e indice
de seletividade entre 11 e 545 para M. tb. A mesma seletividade foi verificada no ensaio de espectro
de atividade frente a quatro cepas comensais e seis cepas de micobactérias nao-tuberculose
(NTMs), em que 0s compostos apresentaram amplo espectro contra as cepas NTMs. Estes
resultados demonstraram que a combinacao das estratégias in silico para o planejamento de aril e
heteroaril chalconas foi eficiente na identificacdo de novos compostos que se mostraram potentes,

seletivos e promissores candidatos a protétipos de farmacos anti-TB.
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ABSTRACT

In view of the current panorama of tuberculosis (TB) pandemic in the world, aggravated by
co-infection with the HIV virus and the emergence of resistant strains of Mycobacterium tuberculosis
(M. tb.), The research and discovery of new Anti-TB drugs. The present work aimed at the planning,
synthesis and biological evaluation of new compounds with anti-TB activity, candidates for TB drugs.
Structure and activity relationship (SAR) studies were developed using Matched Pair Molecular
Analysis (MMPA) and binary models of quantitative relations between structure and activity (QSAR)
using a combination of molecular fingerprints and machine learning methods. Bioisosteric
replacement were proposed to plan new aryl and heteroaryl chalcones using the information
obtained from SAR and QSAR analyses. Thirty-three compounds were selected by the consensus
QSAR model for the synthesis. These compounds were synthesized and their structures confirmed
by infrared (IR), hydrogen nuclear magnetic resonance (1H NMR) and carbon (13C NMR)
spectroscopic methods and mass spectrometry (MS). Compounds which showed high purity (=95%
in HPLC) were tested against strains of M. th. H37Rv (sensitive) and resistant to rifampicin (RMP)
or isoniazid (INH). In addition, they were also tested in mammalian cell cytotoxicity assays and
activity spectrum. We identified 22 hits with anti-TB activity, with minimum inhibitory concentration
(MIC) in M. tb. H37Rv in aerobic conditions (MABA) <10 uM. Of these, 12 compounds exhibited
potent M. tb. replication activity on nanomolar scale, with MIC values in MABA <1 uM and in
micromolar under anaerobic conditions (LORA) with MIC <10 uM. In addition, these compounds also
showed potent inhibitory activity against monoresistant strains at RMP or INH (MIC <1 yM and MIC
<10 pM, respectively). Hits also demonstrated low cytotoxicity in mammalian cells (Vero cells) and
selectivity index between 11 and 545 for M. th. The same selectivity was verified in the activity
spectrum assay against four commensal strains and six strains of non-tuberculosis mycobacteria
(NTMs), in which the compounds presented broad spectrum against the NTMs strains. These results
demonstrated that the combination of in silico strategies for the design of aryl and heteroaryl
chalcones was efficient in identifying new compounds that proved to be potent, selective and

promising candidates for prototypes of anti-TB drugs.
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1 INTRODUGAO

1.1. Tuberculose (TB)

1.1.1. Etiologia e Patologia

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa crbnica resultante da infeccao
por Mycobacterium tuberculosis (M. tb.) e outras micobactérias do complexo tuberculose,
gue incluem M. africanum, M. microtti, M. bovis, M. pinnipedii e M. caprae. A infec¢ao ocorre
diretamente pelo contato direto pessoa-pessoa pela inalacdo de goticulas de saliva
expelidas pela fala, tosse ou espirro de individuos infectados (Figura 1) (COLE; RICCARDI,
2011; GUERRA; OCHOA; TAMAYO, 2011). Primariamente, a TB € uma doenc¢a pulmonar,
entretanto, pode também afetar outros 6rgdos sendo classificada neste caso como TB
extrapulmonar (MCKAY; CORNER; BYRNE, 1967).

Transmissao do Mycobacterium
tuberculosis pessoa-pessoa

‘ N W 20 intai
, f‘ o [ — Infecgéo inicial
i © Mycobacterium >
tuberculosis
[} \
\ 1
i I
Reativagao e &
disseminacgao - \ 4
¢ o Possivel A Macréfago
Sy ars % Erradicagéo »
Células T'EQ\, ’~ S l Imunidade inata

A 1~/ Célula necrética
ST =

Granuloma
calcificado

1. Linfocito inato

Fatores inatos s Neutréfilo

Imunidade mediada por
células T @84

Fatores desconhecidos

T Fase imune adaptativa.
Contencgao da infecgao em

Rosuval conirole 90% dos individuos.

da TB.

Figura 1 - Ciclo de patogenicidade de M. tuberculosis, (adaptado de Nunes-Alves et. al, 2014).
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Pacientes com TB pulmonar ativa sao a principal fonte de infec¢ao e transmisséo do
M. tb.

A infeccdo ocorre com a deposi¢cdo de goticulas contendo bacilos nos alvéolos
(ORME, 2014). Embora os bacilos possam infectar diferentes células, os macréfagos
alveolares séo o principal alvo (Figura 1). O estagio inicial da infeccao caracteriza-se pela
resposta imune inata, que envolve o recrutamento de células do sistema pré-inflamatorias
para o pulmao como: neutrdfilos, células NK (do inglés natural killer), células T CD4+, bem
como células B e T CD8+ (TANG; YAM; CHEN, 2016). A inducdo da resposta humoral
iniciard somente ap0ds a disseminac¢ado do M. th. para os linfonodos. Nos linfonodos ocorre
a apresentacdo dos antigenos bacterianos pelas células dendriticas (células T) que
identificam o antigeno especifico e se diferenciam em células T maduras e efetoras.
Quando as células T efetoras migram para a regido infectada no pulmdo, combinam-se a
outros leucécitos e formam os granulomas (NUNES-ALVES et al., 2014).

Os granulomas sdo estruturas organizadas que contém macréfagos, linfécitos e
fibroblastos (Figura 1). Dentro do granuloma, os interferons-gama secretados pelas células
T CD4* ativam os macréfagos que podem restringir a dispersao e a replicacdo do M. tb.
(ERNST, 2012). Embora o sistema imune humano possa controlar a infec¢cado por M. tb.,
esta resposta pode conduzir a ndo eliminacéo total do patégeno criando apenas uma
contengdo resultando na infecgédo latente de TB (SALGAME et al., 2015).

A infeccéo latente de TB é o estado de resposta imune persistente ao estimulo por
M. th. sem manifestacéo clinica ativa. A exposicdo ao M. tb. frequentemente resulta no
desenvolvimento da infecgédo latente com cerca de 5 a 10% dos casos evoluindo para forma
ativa da doenca nos dois primeiros anos (SALGAME et al., 2015). Este é um dado
preocupante tendo em vista que cerca de um ter¢co da populacdo mundial possui LTBI
(WHO, 2015a). Sugere-se que baixas concentracdes de oxigénio e nutrientes nos
granulomas que se formam apds o controle primario, associados a fatores como a producao
de oOxido nitrico e TNF-a, sejam capazes de manter o bacilo na forma latente atraves de
uma barreira de contencédo (PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007).

A falha na contencéo devido a resposta imunoldgica insuficiente resulta no préximo
estagio da leséo, pois permite aos bacilos escaparem a periferia do centro caseoso, esses
sdo novamente fagocitados por macréfagos provocando o agravamento da lesdo e a
progressdo da doenca liberando bacilos infectantes nas vias aéreas, resultando na
transmissdo da TB (Figura 1). Este quadro geralmente ocorre em pacientes
imunocomprometidos como pacientes em idade avancada, portadores do virus HIV, em

guimioterapia ou quadro clinico de desnutricdo (MADKOUR, 2004).
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1.1.2. Bases Epidemiolégicas

As descobertas da estreptomicina (SM) (1) em 1944 por Selman Wakasman, e em
seguida da isoniazida (INH) (2) (Figura 2) em 1952, gerou expectativas de que a TB poderia
ser erradicada (JASSAL; BISHAI, 2009). Entretanto, no inicio da década de 90 constatou-
se o retorno da TB em indices mundialmente alarmantes ao ponto de ser considerada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) uma doenca de emergéncia global (WHO, 2011).
Essa constatacdo foi atribuida a fatores como a prevaléncia da co-infeccdo com HIV, o
aparecimento de cepas resistentes aos farmacos usados na terapia anti-TB e a indicadores
socioeconémicos como globalizacdo, aumento de migracdo, ma-nutricdo, dificuldade de
acesso a cuidados médicos pelas populacbes de baixa renda, empobrecimento

populacional e condi¢des precarias de saneamento e habitacdo (DYE, 2006).

NH,

\

H,N

estreptomicina isoniazida

(1) (2)

Figura 2 - Representacdo das estruturas quimicas dos farmacos estreptomicina (SM, 1) e isoniazida (INH, 2).

Até 2014, a TB era a segunda maior causa de morte por doenca infecciosa no
mundo, apenas atras da infegcdo por HIV (KAKKAR; DAHIYA, 2014). No entanto, no relatério
anual de 2015, informacéo reproduzida no ultimo relatorio publicado em outubro de 2016,
0 numero de mortes causadas por TB ultrapassou o nimero de mortes causadas por HIV
(1,4 milhdo de mortes incluindo 400.000 mortes associadas a co-infeccdo TB/HIV),
tornando-se a maior causa de morte por doencga infecciosa no mundo (WHO, 2015b, 2016)

A estimativa da incidéncia mundial de novos casos de TB em 2015 (Figura 3) foi de
10,4 milhdes de casos (5,9 milhdes entre homens, 3,5 milhdes mulheres e 1 milhdo de
criangas), o equivalente a 142 casos a cada 100.000 pessoas e 1,2 milhdo de casos de TB
associado a HIV. Dos 10,4 milhdes de novos casos de TB, cerca de 61% concentram-se
no sudeste da Asia e em regides do Pacifico ocidental, onde india, Indonésia e a China. O

continente africano responde por 26% do total de novos casos. Esse alto valor de incidéncia
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pode ser relacionado a alta densidade demografica, o que favorece a transmissao por
contagio direto em aglomeragcdes humanas. O continente europeu e as Americas
apresentam menor proporc¢éo, juntas somam 13% do total de casos. No Brasil em 2015,
81.137 casos de TB foram notificados, o qual 73.221 sdo novos casos e reincidéncia (WHO,
2016).

Estimativa de incidéncia de
“ novos casos de TB por i
,» 100.000 habitantes por ano. LI
0-24,9
| 25-99
\ 100-199
I 200-200 %
2300 /
= o
Sem dados oficiais

N&o aplicavel

Figura 3 - Incidéncia de novos casos de TB no mundo no ano de 2015, (adaptado de WHO, 2016).

A incidéncia e a mortalidade de TB sdo agravadas pelo desenvolvimento de cepas
resistentes a quimioterapia anti-TB. Se essa resisténcia esta associada a INH (2) e
rifampicina (RMP) (3), a cepa é classificada como multirresistente (MDR-TB do inglés
Multidrug-resistent tuberculosis) (IZUMIZONO et al., 2011; ZUMLA et al., 2012). A MDR-TB
representa grande ameaca ao controle global da TB (ZUMLA; NAHID; COLE, 2013), j& que
no ano de 2015 estimou-se que 250.000 pessoas morreram por MDR-TB (WHO, 2016).

No entanto, se a cepa apresentar resisténcia a INH (2) e RMP (3), somada a algum
farmaco da classe das fluorquinolonas (4) e no minimo trés farmacos das seis classes de
farmacos de segunda escolha a exemplo de canamicina (5), etioamida (6), ciclosserina (7),
e acido p-aminossalicilico (8), representados da Figura 4, a cepa é classificada como
extensivamente resistente (XDR-TB do inglés, Extensively drug-resistent tuberculosis)
(JASSAL; BISHAI, 2009), termo usado pela primeira vez na literatura em marco de 2005,
em um relatorio publicado pela OMS e pelo Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) (ZUMLA et al., 2012).
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Figura 4 - Representacao das estruturas quimicas dos farmacos rifampicina (RMP, 3), fluorquinolonas (4), canamicina,
etionamida, ciclosserina e &c. p-aminossalicilico.

1.1.3. Mycobacterium tuberculosis

O M. th., pertencente ao género Mycobacterium, € classificado como bactéria alcool
acido-resistente (Figura 5A), Gram-positiva, devido a sua parede celular rica em lipideos e
auséncia de membrana celular externa (KAYSER et al., 2005). As colbnias de M. th. tém o
formato de migalhas de pao ou de couve-flor, sdo secas, acromdgenas e branco-

acinzentadas ou amarelo-acastanhadas (Figura 5B) (SIMEAO et al., 2009).

Figura 5 - Esfregaco contendo M. tb. corado por metodologia de Ziehl-Neelsen (alcool-acido resistente) em pré-
diagnostico de TB (A). Cultura de M. tb. apds quatro semanas de incubagédo (B) Fonte: (Kayser et al., 2005).

7

Geneticamente é classificado como do grupo dos actinomicetos. Apresenta
morfologia de haste ou bastdo curvo, mas também apresenta como coco-bacilos, sendo
raramente pleomoérfico, de acordo com as condicfes de crescimento e idade da cultura.

Microscopicamente ndo possui diferenciacdo entre as espécies, ndo apresentando
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motilidade nem esporulacdo, sua parede bacteriana provavelmente possui a maior
concentracdo de lipideos em bactérias j4 estudadas (MADKOUR, 2004; PALOMINO;
LEAO; RITACCO, 2007).

Os lipideos constituem mais da metade do peso seco do Mycobacterium, entretanto,
esta composicdo pode variar durante o ciclo de vida em meio de cultura devido a
composicdo dos nutrientes. Caracteristicas proprias dos lipideos conferem ao
Mycobacterium algumas propriedades idiossincrasicas como a rigidez, hidrofobicidade e
resisténcia a farmacos contudo, contribuem com o crescimento lento em algumas espécies
pela limitacdo na absorcéo de nutrientes (RATLEDEGE; DALE, 1999).

1.1.3.1 Envelope celular

A distingdo entre as micobactérias do complexo tuberculose e micobactérias nédo
tuberculose (NTMs) é feita a partir de seu envelope celular. O envelope celular
especificamente do M. tb. é apresentado como um complexo diagrama estrutural conforme
apresentado na Figura 6. A membrana citoplasmatica da micobactéria ndo possui grandes
diferencas quando comparada a outros microrganismos, exceto pela presenca de alguns
lipopolissacarideos que s&o compartilhados por todos actinomicetos (PALOMINO; LEAO;
RITACCO, 2007).

O envelope celular confere protecdo osmoética as micobactérias, regulando a
passagem de solutos do citoplasma para o ambiente externo. A membrana contem
proteinas que apresentam diferentes fungbes como: mensurar a concentracdo de
moléculas no ambiente externo. Sinalizar para 0 maquinario genético e metabdlico no
citoplasma para sintetizar proteinas intracelulares. Fazer catabolismo. Interferir na sintese
da parede e membrana celular durante a divisdo do Mycobacterium. Participar da
montagem e secrecao de proteinas extra citoplasmaticas; e replicacdo do DNA (BARKER,
2012).

Externo a membrana celular apresenta-se a parede celular de constituicdo Unica
entre 0s procariotos. Sua camada mais interna € constituida de peptideoglicanos,
responsaveis pela integridade estrutural da micobactéria, esses, apresentam numero
elevado de ligacdes cruzadas (Figura 6) que no Mycobacterium possui grau de reticulacéo
dos peptideoglicanos em cerca de 70-80%. Enquanto que, em outros procariotos € cerca
de 20 a 30% (PALOMINO; LEAQ; RITACCO, 2007; SMITH, 2003).
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Figura 6 — Representacdo esquematica da estrutura da parede celular micobacteriana (adaptado de Riley, 2006).

O peptideoglicano esta covalentemente ligado ao arabinogalactano, um
polissacarideo ramificado no qual suas subunidades exteriores sao ésteres ligados aos
acidos micdlicos (acidos graxos de alto peso molecular), que se apresentam como
estruturas de cadeia longa contendo entre 60 e 90 4&tomos de carbono. Estas cadeias
possuem ramificacBes com grupamentos metila, insaturacdes e anéis ciclopropanos, que
contribuem para a integridade estrutural do M. tb. e sua viruléncia, protegendo-o também
de espécies reativas de oxigénio (TAKAYAMA; WANG; BESRA, 2005). Glicolipideos como
os manosideos, fosfaditil-mioinositol, lipomanana (LM) e lipoarabinomana (LAM), sé&o
observados ancorados a membrana plasmatica estendendo-se até a porcao exterior da
parede celular. Esta ainda apresenta proteinas que sdo responsaveis por sua construgédo
durante o ciclo de vida do bacilo no qual a sua espessura esta ligada a fatores ambientais
(RILEY, 2006).

1.1.4. Quimioterapia

O tratamento farmacoldgico da TB teve inicio com a descoberta da SM (1) em 1944,
primeiro farmaco usado no tratamento com atividade comprovada contra M. tb., interferindo
na biossintese de proteinas ao interagir com a subunidade 30S do ribossomo
(VILLEMAGNE et al.,, 2012). Essa descoberta delineou o desenvolvimento de novos

farmacos anti-TB, como o acido p-aminossalicilico (PAS) (8) (Figura 8) em 1948, a INH (2)
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um dos farmacos mais ativos usados na terapia anti-TB em 1952, seguido da pirazinamida
(PZA) (9) em 1954. O etambutol (EMB) (10) na década de 60 e a RMP (3) (Figura 7) no
inicio da década de 70. Adicionalmente, representou uma inovacao no tratamento da
terapia anti-TB, pela acdo tanto em formas replicantes quanto néo-replicantes, que pode
ser justificado pelo seu mecanismo de acédo ao inibir a sintese de RNA bacteriano pela
ligacdo a subunidade B da cadeia polimerase DNA dependente (TRIPATHI et al., 2012;
ZUMLA; NAHID; COLE, 2013).

Tradicionalmente, a quimioterapia contra a TB € dividida em farmacos de primeira
escolha, que compreendem a INH (2), RMP (3), PZA (9) e EMB (10) (Figura 7), e os de
segunda escolha, recomendados a pacientes que apresentaram resisténcia aos farmacos
de primeira escolha (Tabela 1) e incluem aminoglicosideos injetaveis como a SM (1),
canamicina (KM) (11), amicacina (AMK) (12); polipeptideos injetaveis como capreomicina
(CAP) (13); além de etionamida (ETN) (14), ciclosserina (CLS) (15), fluorquinolonas (4)
injetaveis e orais como ciprofloxacino (CFX) (16), levofloxacino (LFX) (17), moxifloxacino
(MFX) (18), ofloxacino (OFX) (19) e gatifloxacino (GFX) (20) (Figura 8) (VILLEMAGNE et
al., 2012; WONG; COHEN; BISHAI, 2013).

R
o] H
~
) | izoniazida
=
 rfampicina etambutol
" CH; CHy
o] H OH
H3C I “ | H E/
O OH H
-CHy OH - OH Farmacos anti-TB Hac/‘\;/N\/\N/\/CHS
ouH3C H 1% escolha H H
w ) T ~ Ho™
0 ZN
o 10
—, OH |\)|\CH3 (10)
H3C
3)
o]
pirazinamida
=
(9)
Pro-farmaco ativado por KatG, inibe a inhA, Inibe a translagdo e acidificagao do citoplasma
envolvida na sintese de acido micdlicos
. ] ) - Inibe a arabinosil transferase e a biossintese
Inibe o gene rpoB essencial para a sintese da da parede celular por inibigdo de
subunidade 8 do DNA arabinogalactana e lipoarabinomanana

Figura 7 - Estruturas quimicas e mecanismo de agéo de farmacos anti-TB de primeira escolha.

Introdugdo 8



ciprofloxacino, o o

OH OH OH
F. : :
| OH

Ho\CC\cHa H;N\CH
. NH
NH, (l;:‘dm HN,&; HO™ Ny ° NH,
H,d2 oA
n L e eta ,b\ ‘Q s
3 y HO™ "NH,
levofloxacino) o o ®) H M HiM,&:H H N 0 2
‘ ” ol Ly (1)

F.
OH
N

Q T an e
H,c/N ° CH, p-aminossalicilico

0, CHg
moxifloxacino. o o o] o . H\Q'/"O (12)
E Farmacos ) NHy A_OH
 oH anti-TB HaN \,L::Lo
2% escolha HaN v H
Rj \ SH
don @ e
o o fluorguinolonas: o NH,

ofioxacino. i | OH HzN\&NH HO. m
! s H H on
(\N \)N\ (19) O 2 AN NH HIN\H
H c/N ° CH ; i l N
3 3 ciclosserina | N N o NW\H/Y\/\NH;
0 NH,
N/ CH (1 3)
14) "

o 2

\
gatifloxacino) F. | oH (15) o
H etionamida
iy s

5C.
HN\)HSC/O A (20)

Inibigdo da sintese de proteinas se ligando ao rRNA . Inibigao da sintese de acidos - Inibigdo do metabolismo de
16S e a porgdo 308 ribossomal micélicos, InhA folato

Inibigdo da sintese de

Inibicdo de DNA girase 3 -
peptideoglicanos

Figura 8 - Estruturas quimicas e mecanismos de ac¢édo dos farmacos anti-TB de 22 escolha.

Tabela 1 - Mecanismo de resisténcia dos farmacos anti-TB de 12 e 22 escolha. (Adaptado de SUNDARAMURTHI et al.,
2016; ZUMLA; NAHID; COLE, 2013).

Farmaco Mecanismo de resisténcia Referéncia

INH (2) Mutagdes especificas nos genes do inhA, (GREEN; GARNEAU-TSODIKOVA, 2013)
RMP (3) Mutag6es no estiramento 81bp do gene rpoB, (LEWIS et al., 2002)

PZA (9) Mutag6es nos genes da enzima conversora de PZAase (SHI et al., 2011)
EMB (10) MutacGes nos genes embA ou embB resultam no (LEWIS et al., 2002)

aumento do MIC.

SM (1) Mutag6es no gene rpsL (SUNDARAMURTHI et al., 2016)
KM (11) MutagBes no gene Rrs (SUNDARAMURTHI et al., 2016)
AMK (12) MutagBes no gene Rrs (SUNDARAMURTHI et al., 2016)
CAP (13) Mutacbes no gene Rrs (SUNDARAMURTHI et al., 2016)
ETN (14) MutacGes no gene da inhA (SUNDARAMURTHI et al., 2016)
CLS (15) Mutacbes no gene alr e ddIA (SUNDARAMURTHI et al., 2016)
CFX (16) Mutag6es no gene gyrB e gyrA (SUNDARAMURTHI et al., 2016)
LFX (17) MutagBes no gene gyrB e gyrA (SUNDARAMURTHI et al., 2016)
MFX (18) MutagBes no gene gyrB e gyrA (SUNDARAMURTHI et al., 2016)
OFX (19) MutagBes no gene gyrB e gyrA (SUNDARAMURTHI et al., 2016)
GFX (20) MutagBes no gene gyrB e gyrA (SUNDARAMURTHI et al., 2016)

Para obter sucesso no tratamento da TB, a OMS prop6s uma estratégia global de
trabalho intensivo de tratamento com observacgéo direta (DOTS, do inglés Directly Observed
Treatment Short-course) para combate da TB no periodo de 2006-2015 ( WHO, 2015c)

O DOTS € constituido de cinco elementos: (i) compromisso politico com
financiamento aumentado e sustentavel, (ii) diagndstico de qualidade, (ii) tratamento
padronizado, (iv) gestdo eficaz e fornecimento de medicamentos e (v) monitoramento e

avaliacado do impacto dos sistemas de medi¢cdo (SHI; SUGAWARA, 2010; WHO, 2015d).
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Esta estratégia compde um conjunto de acdes organizadas pela OMS para controle e
reducdo dos numeros de casos de TB no mundo entre 2006 e 2015, quando comparado
aos indices de 1990 (WHO, 2015c).

O complexo esquema terapéutico adotado para o tratamento da TB e o longo tempo
de duracédo e o desenvolvimento de cepas resistentes sdo as maiores limitacbes para o
sucesso no controle da TB. O tratamento padréao para a TB sensivel (DS-TB do inglés Drug
Sensitive Tuberculosis) aos farmacos de primeira escolha recomendado pela OMS € de 6
meses. Nos dois primeiros meses administra-se a combinacao de quatro farmacos INH (2),
RMP (3), PZA (9) e EMB (10), nos quatro meses restantes € mantida a combinacao INH (2)
e RMP (3) (TRIPATHI et al., 2012; TYLER; ENGMAN, 2001).

Nos casos de resisténcia, o tempo recomendado de tratamento é de dois anos, em
gue os pacientes sao tratados com farmacos de segunda escolha, que em geral sdo mais
toxicos, injetaveis, de maior custo e menos eficazes (ZUMLA; NAHID; COLE, 2013).

A Unica medida preventiva disponivel atualmente para TB € a vacina BCG (Bacilo de
Calmette-Guérin) que previne o desenvolvimento de TB fatal em criancas (CALMETTE;
PLOTZ, 1929). Contudo, em adultos a eficacia e protecao € questionavel, ndo existindo

ainda no mercado nenhuma vacina eficaz para prevencao de TB em adultos (WHO, 2016).

1.1.5. Novas terapias para tratamento e prevengao da TB

Por um periodo de 42 anos, a descoberta da RMP (3) foi a dltima inovacéo
terapéutica para o tratamento da TB. Entretanto, a ineficacia contra cepas MDR-TB, XDR-
TB e a co-infeccdo com HIV fez esse panorama mudar. Mesmo sendo ativa contra cepas
replicantes e latentes, somada a associa¢cdo com outros farmacos do regime terapéutico no
combate a DS-TB (MA et al., 2010).

Essa mudanca foi iniciada no ano 2000, em que uma reunido com 120
representantes de universidades, industrias farmacéuticas e agéncias governamentais e
nao-governamentais de todo o mundo iniciaram um debate para discutir a necessidade de
novos tratamentos para TB, concebendo um grupo denominado Alianga Global para o
Desenvolvimento de Farmacos para TB, a TB Alliance (http://tballiance.org) (TBALLIANCE,
2015).

A criacdo da TB Alliance representou um grande avan¢co que culminou no
desenvolvimento e aprovacgéo da bedaquilina (TMC207) (21) em 2014. A bedaquilina foi o

primeiro farmaco anti-TB aprovado apds 42 anos da descoberta da RMP (3), e o primeiro
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farmaco aprovado para pacientes portadores de cepas MDR-TB. Quimicamente, é
classificada como uma diarilquinolina (Figura 9), sendo ativa em formas replicantes e nao
replicantes de M. tb. Seu mecanismo de acdo é inovador com relacdo a todos os outros
farmacos anti-TB, atua pela inibicdo da ATP sintase e da bomba de prétons do M. tb.
(HARDS et al., 2015; KAKKAR; DAHIYA, 2014).

Outro farmaco recém-aprovado para TB foi a delamanida (OPC-67683) (22), um
derivado diidronitroimidazoxazéico (Figura 9). Seu mecanismo de ac¢do é a inibicdo da
sintese da parede celular, mais especificamente dos componentes acido metéximicélico e
acido cetomicdlico. E classificada como pro-farmaco, pois é dependente de ser ativado pela
enzima deazaflavina nitroredutase (Rv3547). O metabdlito ativo inibe a sintese de &cidos
micélicos. Para evitar o aparecimento de resisténcia recomenda-se o uso de delamanida
apenas para pacientes adultos que apresentam quadro de MDR-TB e que o regime
terapéutico aprovado ndo tenha apresentado eficacia para evitar o surgimento de
resisténcia (XAVIER; LAKSHMANAN, 2014).

o)
| N
H;C” CH, o

(21) (22)

Figura 9 — Representagéo das estruturas quimicas dos farmacos bedaquilina (21) e delamanida (22).

Ainda assim, o esforco para o desenvolvimento de novos farmacos anti-TB é
continuado. A organizagdo Working Group on New TB Drugs (http://www.newtbdrugs.org),
ligada diretamente a TB Alliance, disponibiliza pipeline para o desenvolvimento de novos
farmacos anti-TB (Figura 10), o qual lista compostos que estdo em fase de descoberta e

em fase de desenvolvimento.
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Otimizagao de Desenvolvimento
lideres inicial

diarilquinolinas TBI-166 BTZ-043 Q203* sutezolida (PNU-100480) rifapentina-

inibidores de DprE CPZEN-45* PBTZ-169  pBTZ169 linezolida DS-TB

inibidor da InhA 1599* TBA-7371* Qpc-167832* SQ109* delamanida com regime
macrolideos, azaindoéis SATB-082* GSK-070* rifampicina (Alta dosagem) otimizado de tratamento
inibidores de DNA girasse dedaquilina- pretomanida- para MDR-TB

analogos da pirazinamida pirazinamida bedaquilina-pretomanida-
complexos de Ruténio (1) comregime linezolida

espectinamidas otimizado de tratamento bedaquilina-linezolida com
inibidores deTranslocase-1 e regime de tratamento
oxazolidinonas, otimizado para MDR-TB

pirimidinas DprE1,
arilsulfonamidas,
squarimidas

Classes quimicas: , rifamicina, oxazolidiona, nitroimidazol, diarilquinolina, benzotiazinona. Novas classes
quimicas*
GLP: Boas Praticas de Laboratdrio (do inglés Good Laboratory Practice)

Figura 10 - Pipeline de descoberta de novos farmacos anti-TB e seus estagios de desenvolvimento (adaptado de
http://www.newtbdrugs.org.br).

Desse pipeline, alguns compostos ja sdo farmacos aprovados que estdao sendo
reposicionados para a TB, a exemplo de macrolideos e inibidores de DNA girase, enquanto
gue outros estdo sendo testados em associacado (bedaquilina-proteonamida-pirazinamida)
ou com regime de dose otimizado (levofloxacino). Além disso, existem também novas
classes quimicas, como a espectimanida 1599 (23), em desenvolvimento inicial (ensaios in
vitro, pré-clinicos), o BTZ043 (24) (ensaios de toxicidade pré-clinicos, GLP Tox (boas
praticas de laboratorio, do inglés Good Laboratory Practice)) e Q203 (25) (fase 1) (Figura
11) (NEWTBDRUGS, 2015).

%j
:
:

espectinamida
1599 BTZ 043 Q203

(23) (24) (25)

Figura 11 - Representacao da estrutura quimica de novas classes quimicas de candidatos a farmacos anti-TB.

A espectinamida 1599 (23) (Figura 11), analogo semissintético da espectinomicina,
foi planejado por planejamento de farmacos baseado na estrutura (SBDD, do inglés
Sctruture-Based Drug Design) com inibicdo seletiva ribossomal. Em estudos in vitro (23)
apresenta potente atividade anti-TB e auséncia de resisténcia cruzada com farmacos da
terapia existente, sendo ativo contra as formas MDR e XDR-TB. Seu mecanismo chave &

a modificagdo estrutural para escapar da bomba de efluxo RV1258c que provoca up-
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regulation em cepas MDR-TB que implica na tolerancia a farmacos induzida por macréfagos
(LEE et al., 2014).

O BTZ043 (24) (Figura 11) inibe a sintese da parede celular bloqueando a
decaprenil-fosforibose-2’-epimerase (DprE1l) que € necesséaria para a sintese de D-
arabinofuranose componente da arabinogalactana e arabinomanana. Este mecanismo de
acdo torna este composto altamente seletivo para micobactérias (NEWTBDRUGS, 2015).

O Q203 (25) (Figura 11), candidato a farmaco submetido a registro no FDA, é um
potencial agente anti-TB em estudos clinicos de fase 1 pertence a classe dos
imidazopiridina amida (IPA) compostos que inibem o crescimento do M. th. bloqueando o
complexo citocromo bci (PETHE et al., 2013).

Para evitar o avan¢co da TB no mundo, a prevencao também é buscada com o
desenvolvimento de vacinas que possam ser mais efetivas para prevenir a TB em criangas
e recém-nascidos que contém o Bacilo Calmette-Guérin. O pipeline de pesquisa de novas
vacinas anti-TB também estad disponivel pelo Working Group on New TB Drugs
(http://www.newtbdrugs.org/pipeline/vacines).

Em fase clinica 3 encontra-se a vacina Vaccae™. Esta vacina é um lisato especifico
desenvolvido pela companhia farmacéutica chinesa Anhui Zhifei Longcom Biologic
Phamacy Co., Ltd. e esta lincenciada pela China Food and Drug Administration (WHO,
2016).

1.2. Industria farmacéutica e desenvolvimento de farmacos anti-TB

A indastria farmacéutica é a maior responsavel pelo desenvolvimento e
comercializacdo de farmacos no mundo, com volume de vendas no ano de 2015 cerca de
954 bilhdes de ddlares. Deste montante, o mercado de antibacterianos aparece ranqueado
em sétimo lugar no topo das 20 classes terapéuticas como maior niumero de vendas,
comercializando cerca de, 38 bilhdes de dodlares no ano de 2015 (IMSHEALTH, 2016).
Mesmo diante deste panorama, a pesquisa, desenvolvimento e inovagcao (PD&I) de novos
farmacos € um processo longo, podendo requerer um periodo de até 15 anos. Complexo
porque necessita a integracao de varias areas de inovacgao, conhecimento, tecnologia e alto
investimento (LOMBARDINO; LOWE, 2004).

Estudo publicado por DiMasi e colaboradores em 2003 no Journal of Health
Economics (DIMASI; HANSEN; GRABOWSKI, 2003) estimou que O custo para o
desenvolvimento de novo farmaco em média seria por volta de US$ 800 milhdes, incluindo

o preco das falhas e o “custo com o tempo”. Entretanto, uma nova analise feita pela mesmo
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grupo, usando metodologia semelhante, estimou que o custo em 2013 seria da ordem de
US$ 2,6 bilhdes, ou seja, um aumento de 145% (MULLARD, 2014).

No ambito do mercado farmacéutico, os investimentos e a competitividade entre as
industrias farmacéuticas estéo relacionados ao desenvolvimento e descoberta de farmacos
na categoria blockbusters (i.e. termo em inglés para designar farmacos inovadores que
atingem valores de vendas anuais superiores a US$ 1 bilhdo por ano) (IOANNIDIS, 2013;
KHANNA, 2012). A atorvastatina (Lipitor®) e o sildenafil (Viagra®), ambos da Pfizer, sao
exemplos de farmacos blockbusters com valores de vendas de US$ 12 bilhdes em 2008 e
US$ 1,8 bilhdo em 2003, respectivamente (NATURE, 2009; NEUMEYER; KIRKPATRICK,
2004).

Ainda que tenha ocorrido avangos na terapia contra TB com a aprovacao da
bedaquilina (21) e delamamida (22), estes novos farmacos sdo indicados apenas em
infeccBes multirresistentes. O esquema constituido por INH (2), RMP (3), PZA (9) e EMB
(10) ainda € a terapia mais eficaz e preconizada pela OMS para o tratamento da TB
sensivel. No entanto, este esquema de combinacdo de farmacos possui tempo de uso
prolongado, custo elevado e o aumento do numero de casos associados a cepas
resistentes séo fatores que fundamentam a pesquisa de novos farmacos anti-TB. De acordo
com a TB Alliance é necessério reduzir a quantidade de farmacos usados, o tempo de
duragdo e custo do tratamento, alcangando taxa completa de cura (Figura 12)
(TBALLIANCE, 2015).

Tratamento atual da TB Visédo da TB Alliance
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Figura 12 - Projecéo da TB Alliance para o tratamento da TB (adaptado de TBAlliance, 2015).
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Guiados pelos requisitos especificos para a TB, um comité coordenado pelo fundo
de tecnologia inovadora global em saude (GHIT, do inglés Global Health Innovative
Tecnology) concebeu critérios especificos para o desenvolvimento de novos hits para o
tratamento da TB (KATSUNO et al., 2015). O primeiro critério caracteriza o hit pela poténcia
celular, no qual um hit deve possuir uma concentracao inibitéria minima (MIC) contra cepa
de M. tb. H37Rv < 10 uM sobre condi¢des de replicacdo ou aerdbia (MABA) (CHO; LEE;
FRANZBLAU, 2015). A substancia deve possuir diferenca maior que 10 vezes no teste de
citotoxicidade contra células de mamiferos e o MIC contra M. tb. H37Rv. Além disso, o hit
deve apresentar evidéncias de relacdo estrutura atividade (SAR) entre os analogos
(KATSUNO et al., 2015).

J& o segundo critério é relacionado a caracterizacdo do protétipo. Um composto
protétipo também é caracterizado pela poténcia in vitro, devendo apresentar MIC contra M.
tb. H37Rv < 1 uM sob as condi¢des do MABA e MIC < 10 uM sob condi¢des nao-replicantes
em condigbes anaerdbias (LORA) (CHO; LEE; FRANZBLAU, 2015). Além disso deve
apresentar atividade in vitro em cepas resistentes a pelo menos um dos farmacos INH (2)
ou RMP (3), indicando novo mecanismo de acado; possuir demonstracdo de atividade
bactericida in vitro, indicado por curvas de tempo de morte que mostram queda nas
unidades formadoras de coldnias (UFCs) ao longo de 14 dias; apresentar biodisponibilidade
oral em roedores, eficacia do tratamento oral em modelo de infeccdo aguda em ratos
(ORME, 1998) e indicacao preliminar de seguranca, que deve ser demonstrada em hERG
(PRIEST; BELL; GARCIA, 2008).

1.2.1. Aril e heteroaril chalconas

As aril chalconas sdo compostos de baixo peso molecular, biossintetizados em
resposta a estimulos ambientais e precursores de flavonodides e isoflavondides
(NOWAKOWSKA, 2007; SAHU et al., 2012).

Quimicamente as aril chalconas (1,3-diaril-2-propen-1-onas) (26) e as heteroaril
chalconas (27) sdo compostos que possuem dois anéis aromaticos unidos por uma cadeia
aberta constituida de trés atomos de carbono em um sistema carbonilico a,8 insaturado
como representado na Figura 13 (NASIR ABBAS BUKHARI et al., 2013; SAHU et al., 2012).

Quanto a numeracgédo dos anéis, as chalconas sdo comparadas as acetofenonas, que
as difere dos flavonoides, cujo anel A recebe niameros ordinais seguidos de um apostrofo

() e 0 anel B recebe somente a numeracéo ordinal (Figura 13) (SIMOES et al., 2010).
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Figura 13 - Representagdo da estrutura geral do ndcleo fundamental de aril (26) e heteroaril chalconas (27).

A conjugacéao de duplas ligagdes do nucleo chalcénico produz o deslocamento dos
elétrons m para o carbono da carbonila, aumentando o carater eletrofilico dos anéis
aromaticos (MATHEW et al., 2014). Apresentam isomeria trans (E) e cis (Z), entretanto o
isdmero E (Figura 13) é termodinamicamente mais estavel, pois a configuracdo Z possui
impedimento estérico provocado pela repulsdo dos pares de elétrons do oxigénio da
carbonila e do anel B (DUCKI et al., 1998).

O nome chalcona deriva do grego chalcos, que significa bronze. Este nome foi dado
pela primeira vez por Kostanecki e Tambor em 1899. Estes compostos geralmente
apresentam coloracdo amarela, contudo, em meio alcalino sua coloracao é vermelha, que
contribui com a pigmentacédo de flores, tornando-as atrativas a passaros e insetos para a
polinizacdo (REPANAS; KATSORI; HADJIPAVLOU-LITINA, 2013).

Plantas que contem chalconas como a Glycirrhhiza, Piper e Ruscus sdo muito
usadas na Asia, Africa e América do Sul como plantas medicinais. No mercado
farmacéutico, as aril chalconas ja possui um representante, a metachalcona, nome
comercial Auxibilina® (28), cuja indicacdo € atividade colerética e colagoga (NI; MENG;
SIKORSKI, 2004). Outro representante em estudos pré-clinicos é a sofalcona (PubChem
CID: 5282219) (29), com atividade antiulcerosa, representados na figura 14 (ISOMOTO et
al., 2005; TANAKA et al., 2009).

(o]

HsC HOJ\/\O o
o

™™ o0

= CH,

=

O O _CHj, 0/\)\CH3
o H3c\‘)

3

auxibilina® sofalcona

CH,
(28) (29)

?
CH

Figura 14 - Representacao das estruturas quimicas da auxibilina e da sofalcona.

A via bioquimica que melhor representa a biossintese de chalconas € a da chalcona
sintase (CHS), que envolve a condensacéo de trés moléculas de malonilcoenzima-A (CoA)
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e uma molécula de p-coumaril (Figura 15). As moléculas condensadas sao descarboxiladas
no sitio ativo da CHS e o resultado da descarboxilacdo é um grupo carbanion acetil-CoA
gue age como nucledfilo na formacao do enolato (FERRER et al., 1999). Esta atividade &
crucial para a biossintese de fitoalexinas isoflavondéides antimicrobianas, antocianinas que

da pigmentacao as pétalas e a sintese de flavonoides (JEZ; NOEL, 2000).

NH,
o PAL @/\/Yo C4H S
©/\)\f“ OH HO OH
fenilalanina (30) (31) (32)
4CLJ
OH O
CoA +
chalcona malonil-CoA coumaroil-CoA
(36) (35) (33)

PAL: fenilalanina amdnia-liase; C4H: acido cindmico 4-hidrolase, citocromo P450 monoxigenase; 4CL: coenzima A 4-
coumarato ligase

Figura 15 - Via bioquimica de biossintese de chalconas.

Ja as aril chalconas sintéticas sao produtos de condensacdo entre aldeidos
aromaticos e acetofenonas na presenca de catalizador alcalino. Este método se refere a
tradicional condensacado de Claisen-Schmidt, representado na Figura 16 (LIU et al., 2012;
NASIR ABBAS BUKHARI et al., 2013; SIVAKUMAR et al., 2007).

0 (o) (0]
catalisador
CH, + H base O = O
acetofenona benzaldeido chalcona
(37) (38) (26)

Figura 16 - Esquema geral da sintese de chalconas pela condensacéao classica de Claisen-Schmidt.

Entretanto, outras metodologias de sintese de aril e heteroaril chalconas ja foram
reportadas, como: irradiagcdo por micro-ondas (SRIVASTAVA, 2008), Método de Von-
Konstanecki (NASIR ABBAS BUKHARI et al., 2013), Sintese de Flavonas de Ganguly’s
(GANGULY et al., 2005), Acilacdo de Friedel-Crafts (BOHM, 1998), Olefinacdo de Julia-
Kocienski (KUMAR et al., 2010) e Técnica de Grinding (VIBHUTE; MOKLE, 2009). Todas
essas diferentes metodologias de sintese tem como variavel o uso de diferentes
catalisadores (NASIR ABBAS BUKHARI et al., 2013).
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A estrutura das aril e heteroaril chalconas séo alvo de estudo de diversos grupos de
pesquisa devido a fatores como: (i) estrutura relativamente simples, (i) permitir rapida
sintese, (iv) ligar diversos substituintes e (v) apresentar amplo espectro de atividade
biologica ja descrita em literatura, como: atividade antitumoral (SYAM et al., 2012),
antioxidante (AOKI et al., 2008), anti-inflamatéria (CHEN et al.,, 2013), antidiabética
(MAHAPATRA; ASATI; BHARTI, 2015), antirretroviral (RIZVI et al., 2012), antimalarica
(HANS et al., 2010), antileishmania (CHEN et al., 2001), anti-helmintica (OUATTARA et al.,
2011), antifungica (LOPEZ et al., 2001), anti-hipertensiva (AVILA-VILLARREAL et al.,
2013), anti-histaminica (YAMAMOTO et al., 2004), ansiolitica (JAMAL; ANSARI; RIZVI,
2008), hipndtica (CHO et al., 2011), antiespasmaddica (SATO et al., 2007), e antituberculose
(CHIARADIA et al., 2008; HANS et al., 2010; MASCARELLO et al., 2010; NOWAKOWSKA,
2007) (Figura 17).
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Figura 17 - Diferentes atividades biolégicas apresentadas por chalconas

A atividade antituberculose de aril chalconas reportada na literatura refere-se a
produtos naturais, como a licochalcona A (39) (MIC < 59 uM) (NOWAKOWSKA, 2007) e a
isobavachalcona (40) (MIC = 55 pM) (GARCIA et al., 2012), ou sintéticas como: (2E)-1-(3-
hidroxifenil)-3-(fenantren-9-il)prop-2-en-1-ona (41) (MIC = 97 uM) (LIN et al., 2002), (2E)-3-
(4-metoxifenil-1-[2-(prop-2-in-1-iloxi)fenil]prop-2-en-1ona (42) (31 uM) (HANS et al., 2010),
(2E)-1-(2,5-dimetoxifenil)-3-(naftalen-2-il)prop-2-en-1-ona (43) (8,4 pM) de inibicdo da
enzima tirosina fosfatase PtpA de M. tb. (12 uM) (CHIARADIA et al., 2008) (Figura 18).

Introdugdo 18



3
(43)

Figura 18 - Estruturas quimicas de algumas chalconas naturais e sintéticas reportadas na literatura com atividade anti-

TB.

1.2.2. Planejamento de farmacos

A génese planejada de novos farmacos esta estruturada em duas etapas: (i)
planejamento: compreende a identificacdo, a validacdo de alvos, a identificacdo e
otimizacdo de compostos prototipos; (ii) desenvolvimento: compreende 0s ensaios pré-
clinicos e clinicos (Figura 19) (ELEBRING; GILL; PLOWRIGHT, 2012; XIANG et al., 2012).

Padronizagéo e Otimizag&o dos Ensaios clinicos
validagdo do alvo compostos lideres (I-1V)
Eleigdo e Identificagéo dos Ensaios pré- Aprovacgéo pela
validag&o do alvo compostos lideres clinicos agéncia reguladora

Planejamento | Desenvolvimento |

Figura 19 - Génese de novos farmacos (ELEBRING; GILL; PLOWRIGHT, 2012).

Na etapa de planejamento, a identificacdo e a validacédo do alvo € uma etapa-chave

para a descoberta de farmacos (TANG et al., 2006). O alvo consiste em macromoléculas
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gue frequentemente sao proteinas que devem estar intrinsecamente relacionadas com a
fisiopatologia, pois casos sejam essenciais para determinada via bioquimica regular o
bloqueio pode interferir um processo fisiolégico regular e trazer prejuizo ao individuo
(NOGRADY; WEAVER, 2005). Selecionado o alvo, a validacao deve ser feita, podendo ser
através de bloqueio de genes que o expressam (gene knockout) e observando a influéncia
da auséncia da expressdo desses genes no processo fisiopatoldgico. Especificamente em
patologias causadas por microrganismos, 0 processo de validagao avalia a sobrevivéncia
destes microrganismos na auséncia da expressdo desses genes. Validado o alvo
bioquimico, o estagio seguinte é a padronizac¢édo do ensaio biolégico para identificar ligantes
(hits) que in vitro sejam capazes de modular a resposta biolégica do alvo (BRAGA et al.,
2014b).

A identificacdo de hits pode ser feita, por exemplo, através de ensaios de triagem
biolégica em alta vazédo (HTS, do inglés High Throughput Screening) ou por triagem virtual
(VS, do inglés Virtual Screening). Apds identificados os hits, podem ser otimizadas suas
propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas (ADME). Podem ser identificadas as
relacdes entre estrutura atividade e relacdes quantitativas entre estrutura e atividade, para
obtencao de informac¢des que possam guiar o planejamento e a sintese de novas entidades
guimicas (NCE) com propriedades otimizadas (MACARRON et al., 2011; V. C. GUIDO;
OLIVA; D. ANDRICOPULO, 2011).

Durante etapa de desenvolvimento as NCEs sdo avaliadas em ensaios de pré-
clinicos e clinicos. Nos ensaios pré-clinicos, a seguranca e a eficacia dos candidatos a
farmacos sdo avaliadas em estudos in vivo, e se aprovados, sao iniciados os testes clinicos
em humanos. Os ensaios clinicos sado divididos em quatro fases: (i) fase I: os testes séo
realizados em um pequeno grupo de voluntarios saudaveis (20 a 100) para realizar estudos
de toxicidade; (ii) fase II: os ensaios sdo conduzidos em grupo maior de voluntarios (100 a
300) com objetivo de avaliar a dosagem, a eficacia e a seguranca; (iii) fase Ill: 0 nimero de
voluntarios pode ser até 3.000 pessoas de origem geografica diferente e escolhidos
aleatoriamente para avaliagdo de propriedades farmacocinéticas. Um estudo comparativo
aos farmacos usados no tratamento padrao € desenvolvido para avaliar a eficacia do novo
candidato a farmaco, que se aprovado, € submetido a aprovacao dos 6rgaos reguladores
(FDA, EMEA, ANVISA) (LOMBARDINO; LOWE, 2004).

A fase IV ocorre com o medicamento sendo comercializado em que é realizado
monitoramento de farmacovigilancia pelas agéncias reguladoras, para verificar possiveis

efeitos adversos a longo prazo (DIMASI et al., 2010).
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1.2.3. Estratégias de planejamento /in silico de farmacos

O avanco no campo computacional em hardware, aliado aos avancos nas areas de
gendmica, proteOmica, metabolomica e biologia estrutural, com a elucidacdo e
disponibilizacdo de estruturas 3D de proteinas relacionadas a processos bioldégicos em
bancos de dados de proteinas (PDB, do inglés Protein Data Bank), permitiu a concepg¢éo e
o desenvolvimento do planejamento de farmacos auxiliado por computador (CADD, do
inglés Computer-Aided Drug Design). Nesse sentido o CADD envolve o planejamento,
descoberta e otimizacdo de compostos biologicamente ativos como candidatos a novos
farmacos utilizando o auxilio de ferramentas computacionais (ROGNAN, 2007; TANG et al.,
2006; YOUNG, 2009).

A compreensao das propriedades estruturais e quimicas do alvo macromolecular
com seu ligante capazes de modular fun¢des alvo especificas que permite o planejamento
e a descoberta de inibidores de proteinas pelo conceito de complementaridade molecular
(APARQY; REDDY; REDDANNA, 2012). Um novo ligante biologicamente ativo pode ser
planejado com propriedades estéricas, eletrdnicas e de interacdo complementares ao alvo
biolégico, a partir do uso da informacdo tridimensional (3D) da estrutura da proteina. Esta
estratégia € denominada de planejamento de farmacos baseado na estrutura (SBDD, do
inglés Structure-Based Drug Design). Quando o alvo macromolecular (proteina) nédo
apresenta ligante conhecido, o sitio de acdo pode ser usado para buscar fragmentos e
construir novos ligantes, o qual € denominado como planejamento de novo (BRAGA et al.,
2014b). A estratégia de planejamento de farmacos baseado no ligante (LBDD, do inglés
Ligand-Based Drug Design) fundamenta-se nas caracteristicas estruturais de ligantes
disponiveis ou de um ligante endogeno/substrato (ANDRICOPULO; SALUM; ABRAHAM,
2009). A integracdo dessas estratégias gera informacfes complementares e consiste em
uma situacdo ideal para o planejamento e descoberta de novos farmacos (SHIM;
MACKERELL, 2011).

1.2.3.1. Relagdes quantitativas entre estrutura quimica e atividade (QSAR)

Os avangcos computacionais obtidos nas Ultimas décadas, aumentou
consideravelmente a capacidade de coletar, analisar e armazenar informacdes quimicas e
biolégicas, favorecendo o rapido desenvolvimento dessas areas. Técnicas modernas
experimentais como a quimica combinatéria e HTS produziram informag¢des quimicas e

biologicas em alta escala que estdo acumuladas em base de dados. Como exemplo pode-
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se citar as bases de dados ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl/) e PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) que possuem informacgdes de conjuntos de milhares de
compostos testados diferentes ensaios biolégicos e que estao disponiveis para acesso por
toda a comunidade cientifica.

Essas informacdes podem ser usadas para construir e validar modelos
computacionais que, juntamente as bases do QSAR sejam capazes de predizer a atividade
biol6gica novos compostos como poténcia e seletividade, otimizar a estrutura de compostos
ja conhecidos e identificar compostos com caracteristicas farmacocinéticas indesejaveis ou

toxicidade.

1.2.3.2. Principios do QSAR

O método de QSAR é descrito como método matematico e estatistico de analise de
dados capaz de desenvolver modelos para predicdo correta da atividade biol6gica de
compostos a partir da relacdo estabelecida entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica.
Logo, para a construir modelos de QSAR dois tipos de informacdo sdo necessarias:
conjunto de dados com atividade bioldgica definida e descritores calculados desses
compostos (Figura 20) (TROPSHA, 2010). Essa relacdo € gerada pela aplicacdo de
métodos estatisticos que pode ser definida de forma genérica como Pi= k’ (D1, D2, ..., Dn),
o qual Pi é a atividade biolégica ou propriedade da molécula, D1, D2, ..., Dn séo
propriedades estruturais (descritores) calculadas (ou, em alguns casos, medidas
experimentalmente) e k' € um peso definido pelo algoritmo computacional e atribuido aos
descritores para se calcular as propriedades das moléculas (PUZYN; LESZCZYNSKI;
CRONIN, 2010). Ademais, os métodos estatisticos estabelecem pesos aos descritores e 0s

ajusta a equacao que relaciona a estrutura quimica e atividade bioldgica (TROPSHA, 2010).
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Milhares de descritores moleculares estao
disponiveis para compostos organicos
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Figura 20 - Representacdo esquematica da geracdo de modelos de QSAR (adaptado de TROPSHA, 2010). PLS: partial
least squares; RLM: regresséo linear multipla; NN: neural networks; SVM: Support vector machine; RF: random forest;
DL: deep learning

1.2.3.3. Descritores moleculares

O descritor molecular é o resultado de um procedimento matematico l6gico que
codifica informacdes quimicas da representacéo simbdlica de uma molécula em um nimero
util para desenvolvimento do modelo (TODESCHINI; CONSONNI, 2000). Os descritores
moleculares abrangem o campo de estudo multi- e interdisciplinaridade, pois envolvem
diferentes teorias de conhecimentos em algebra, teoria dos grafos, teoria da informacéao,
quimica computacional, quimica organica e fisico-quimica. (PUZYN; LESZCZYNSKI;
CRONIN, 2010; TODESCHINI; CONSONNI, 2000).

Milhares de descritores estdo disponiveis para serem usados e estes podem ser
classificados base no tipo de informacédo estrutural que podem descrever. Em geral sao
classificados quanto a “dimensionalidade”. Os descritores unidimensionais (1D), baseados
em propriedades fisico-quimicas e da formula molecular (ex., massa molecular,
refratividade molar, logP, entre outros); bidimensionais (2D), que descrevem propriedades
gue podem ser calculadas de representacdo 2D (ex., nUmero de atomos, nimero de

ligacdes, indices de conectividade, entre outros); e tridimensionais (3D), que dependem da
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conformacao das moléculas (ex., volume de Van der Waals, area de superficie acessivel
ao solvente, entre outros) (XUE; BAJORATH, 2000).

Entretanto, existe outra classificacdo relacionada a natureza dos descritores, 0s
guais sao classificados como: (i) constitucionais, que séo derivados da composi¢céo atomica
do composto (e.g., peso molecular, nimeros de atomos e ligacdes); (i) topoldgicos; (iii)
geométricos, derivados de coordenadas 3D (e.g., volume molecular, area de superficie
polar, entre outros); (iv) eletrostaticos, que séo derivados da substituicdo de cargas parciais
(e.g., indices de polaridade, carga parciais, entre outros); (v) qguanto-mecéanicos, que sado
derivados das fun¢des de onda dos elétrons (e.g., energia dos orbitais moleculares) e (vi)
impressdes digitais moleculares (do inglés fingerprints), que calculam a frequéncia de um
dado fragmento molecular em uma molécula (e.g., MACCS e FeatMorgan) (TODESCHINI;
CONSONNI, 2000).

1.2.3.4. Aprendizado de maquina

O aprendizado de maquina (ML, do inglés Machine Learning) sdo algoritmos de
inteligéncia artificial que podem ser usados para desenvolvimento de sistemas capazes de
aprender a partir de seu ambiente de forma automatica. Esse sistema de aprendizado toma
decisGes a partir de experiéncias acumuladas com base na solucdo bem sucedida de
problemas anteriores (DOBCHEV; PILLAI; KARELSON, 2014). Esse aprendizado é
construido de trés estagios: (i) representacdo dos dados; (ii) otimizacdo da hipotese; (iii)
generalizacdo. Na sua aplicacdo na construcdo de modelos de QSAR por exemplo, 0s
compostos sao codificados em descritores moleculares e uma hipétese (equacao) é gerada
para tentar estabelecer uma relacdo dos descritores com a atividade biolégica e essa
relacdo € otimizada. Por exemplo, supbe-se que determinada atividade biologica Y é
descrita linearmente em funcdo de Unico descritor molecular x, conforme estabelecido pela
Equacéao 1.

Y(x) = a+ bx Equacgdo 1

Com o objetivo de encontrar valores para os parametros a e b, algoritmos
computacionais séo utilizados para minimizar esses valores, de forma que se ajustem e
sejam capazes de descrever os dados de entrada denominado conjunto treinamento. Em
seguida, é testada a capacidade de generalizacdo da hipotese gerada, essa generalizacao
esta relacionada a capacidade da hip6tese de prever corretamente a tarefa que nao foi

usada para a construcdo dos modelos que € o conjunto teste (WELLING, 2011).
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1.2.3.5. Boas préticas de desenvolvimento e validacéo

Nos ultimos anos, diretrizes e recomendacdes de boas praticas de desenvolvimento
e validagao de modelos de QSAR foram publicadas (CHERKASOV et al., 2014; TROPSHA,
2010). A mais importante € a publicacdo da OECD (Organization of Economic Co-operation
and Development) no ano de 2004, o qual sugere que, a constru¢do e validacao dos
modelos de QSAR siga cinco principios: (i) atividade biolégica ou propriedade definida; (ii)
algoritmo claro; (iii) ter dominio de aplicabilidade (DA) definido; (iv) avaliacdo apropriada da
robustez e preditividade; e (v) realizar a interpretacdo mecanistica, que significa encontrar
relacbes entre os descritores e a atividade biolégica ou propriedade, para compreender
melhor o mecanismo de acdo de uma estrutura quimica ou aprofundar o conhecimento
biolégico sobre a propriedade em estudo (CHERKASOV et al., 2014; DEARDEN; CRONIN;
KAISER, 2009; OECD, 2015; TROPSHA, 2010).

1.2.4. Estratégias de modificagao molecular

As modificacdes moleculares podem aprimorar as propriedades farmacocinéticas ou
farmacodinamicas de um farmaco ou de composto lider, tornando-se uma abordagem
fundamental ao longo da histéria na descoberta de novos farmacos. Varios sdo os exemplos
de farmacos obtidos de modificacbes moleculares, que incluem: a morfina, codeina,
estradiol, a cimetidina entre outros. Diferentes estratégias de modificagdo molecular podem
ser usadas para planejar um novo farmaco e.g. hibridizacdo molecular, latenciacao,
simplificacéo e bioisosterismo entre outras (DUTRA et al., 2012; TISHLER, 1964). Contudo
esta Ultima sera descrita abaixo mais detalhadamente abaixo, pois, foi a estratégia de

modificacdo usada neste trabalho.

1.2.4.1. Bioisosterismo

E uma estratégia de modificacdo molecular usada em Quimica Medicinal para o
planejamento racional de novos farmacos, aplicada em compostos lideres. O sucesso
dessa estratégia esta em desenvolver novas substancias terapeuticamente atrativas. A do
uso promissor dessa estratégia € comprovagdo do crescimento significativo de classes
terapéuticas distintas provenientes de modificacdes de empregam essa estratégia de
planejamento. Pode-se citar algumas razdes para usar o bioisosterismo no planejamento
racional de novos farmacos e.g. otimizar a atividade farmacoldgica, aumentar a seletividade

para um determinado receptor ou subtipo de isoforma enzimatica, reducdo de efeitos
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adversos ou toxicos e otimizacdo de propriedades farmacocinéticas (CHEESERIGHT,
2009; LIMA; BARREIRO, 2005).

Pela definicdo da IUPAC, um bioisGstero € um composto que resulta de modificacdes
moleculares em compostos ou subunidades estruturais de compostos bioativos que
apresentam volumes, formas, distribuicdes eletrénicas e propriedades fisico-quimicas
semelhantes capazes de apresentar propriedades biologicas similares (PATANI; LAVOIE,
1996). Contudo, o primeiro conceito dessa estratégia de modificagdo molecular foi proposta
em 1919 por Lagmuir a partir do conceito de isosterismo para modificacdo de compostos
lideres, estudando o0 comportamento quimico e reatividade de grupos quimicos,
substituintes e moléculas que possuem atomos com 0 mesmo numero de elétrons de
valéncia (PATANI; LAVOIE, 1996). Entretanto o termo “bioisosterismo” so foi introduzido
em 1950 por Harris Friedman, ao descrever que substancias estruturalmente relacionadas
apresentavam efeitos biolégicos reconhecidos no mesmo receptor sendo agonista ou
antagonistas, ou seja, 0s compostos poderiam apresentar isosterismo e nao ser
bioisésteros (MEANWELL, 2011).

Aplicar estratégia de bioisosterismo de forma segura exige conhecimento das
propriedades farmacoforicas afim de ndo prejudicar os efeitos farmacolégicos do protétipo.
No entanto, vias de inativagcdo metabdlica assim como propriedades fisico-quimicas que
regulam os efeitos adversos e a biodisponibilidade do novo prot6tipo deve ser diferente da
molécula lider para permitir que a modificacdo pretendida tenha abrangéncia compativel
com a definicdo de bioisosterismo (BROWN, 2012).

Em uma busca na literatura pode-se citar alguns exemplos de farmacos de sucesso
obtidos por estratégia de modificac&o bioisostérica e.g., procaina (45) obtida da substituicdo
bioisostérica do -NH- da procainamida (44) pelo -O- do éster aumentando a
lipossolubilidade e a atividade anestésica (Figura 21) (WERMUTH, 2008).

CH, CH,4
o ( 0 (
{'"X\/N\/CHs » i O/\‘,\/N\/CHS
\.H '} \‘-—"’

H,N H,N

procainamida procaina
(44) (45)

Figura 21 - Modificagao bioisostérica da procainamida em procaina.
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Em maio de 2014, durante a assembleia anual da OMS em Genebra na Suica uma
resolucéo foi aprovada com uma ambiciosa estratégia global para TB entre 2015 e 2035.
Esta estratégia objetiva acabar com a epidemia mundial de TB com metas de reduc¢éo do
numero de mortes em 95% e reducdo do numero de novos casos em 90%. Para chegar a
essas metas, marcos intercalares foram estabelecidos em 2020, 2025 e 2030 (WHO, 2014).

Esta estratégia ambiciosa refor¢a o acordo proposto na carta signataria que criou a
TB Alliance que tem como missao acelerar o desenvolvimento de novos farmacos para
tratamento da TB. No entanto, este desenvolvimento precisa ser direcionado para permitir
gue estes novos compostos possam representar ganhos reais na terapia anti-TB. De acordo
com o proposto no item IX da carta signataria (TBALLIANCE, 2015), em que o
desenvolvimento de farmacos reduza o periodo de tratamento e aumente a eficicia, que
do ponto de vista farmacoecondmico possa reduzir o custo com um Unico paciente,
aumentando proporcionalmente o nimero de pacientes tratados.

Diante do exposto, o0 objetivo geral deste trabalho foi o planejamento de novas aril e
heteroaril chalconas com atividade antituberculose, como paradigma de Quimica Medicinal
moderna que envolve a integracdo de métodos computacionais e experimentais, com o

planejamento, estudos de modelagem molecular, sintese e avaliacéo biolégica.

Os objetivos especificos foram:

e Derivar regras de relacdo entre estrutura e atividade (SAR) a partir de chalconas com
atividade antituberculose descritas na literatura,

e Desenvolver e validar modelos de QSAR;

e Planejar novos compostos usando as regras de SAR e os modelos de QSAR
gerados;

e Predizer a atividade das chalconas planejadas utilizando os modelos de QSAR
desenvolvidos para guiar a sintese dos compostos planejados;

¢ Sintetizar as substancias planejadas e selecionadas;

e Avaliar a atividade antituberculose, citotoxica e espectro de atividade dos compostos

sintetizados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Planejamento racional

O planejamento racional de novas chalconas foi dividido em trés etapas: (i)
desenvolvimento estudos de relacdes entre estrutura-atividade (SAR) de chalconas
descritas na literatura com atividade anti-TB, propondo modificacbes biosostéricas
utilizando ferramentas computacionais com base na identificacdo dos fragmentos
favoraveis e desfavoraveis para atividade; (ii) desenvolvimento e validacdo de modelos de
QSAR para guiar a sintese de novas chalconas; (iii) e predizer a atividade biologica desses

novos compostos utilizando os modelos de QSAR (Figura 22).

Preparo e padronizagdo do conjunto

- de dados

PubChem ChEMBL Scinfider®
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Figura 22 — Fluxograma do planejamento racional realizado para a descoberta de chalconas anti-TB.

3.2. Geracdao e preparo do conjunto de dados

O conjunto de dados foi gerado utilizando 604 chalconas com atividade
antituberculose em cepas de M. th. H37Rv disponiveis nas bases de dados: PubChem
BioAssay (http://www.pubchem.ccbi.nlm.nih.gov/) (AID:1626 e AID:1949), ChEMBL
(https://lwww.ebi.ac.uk/chembl/) e SciFinder (https://www.scifinder.cas.org/scifinder/)
(AHMAD et al., 2013; ANANTHAN et al., 2009; BUKHARI et al., 2013; HANS et al., 2010;
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KONIECZNY et al., 2007; LIN et al., 2002; MARRAPU et al., 2011; REYNOLDS et al., 2012;
SIVAKUMAR et al., 2007). A busca destas estruturas foi feita utilizando dados de ICso como
endpoint para selecionar os compostos ativos e inativos. Os compostos que apresentaram
nos ensaios de inibigdo do crescimento de M.tb. H37Rv ICs0 <10 yM foram definidos como
ativos e 1Cso >10 pM inativos.

Em seguida, o conjunto de dados foi cuidadosamente preparado utilizando a
metodologia proposta por Fourches, et. al, 2010, utilizando o software Standardizer
(v.15.1.26.0, ChemAxon, Budapest, Hungary (http://www.chemaxon.com). Basicamente,
contraions foram removidos e quimiotipos especificos como grupos nitro e aromaticos
foram normalizados. Foi verificada a presenca e remocdo de duplicatas (compostos
idénticos reportados mais de uma vez, com valores de atividade biolégica distintos).

3.3. Estudos de relagao entre estrutura e atividade (SAR)

O conjunto de dados foi usado o desenvolvimento estudos de SAR. Esses estudos
foram realizados utilizando o método MMPA (do inglés, Matched Molecular Pairs Analysis)
(DOSSETTER; GRIFFEN; LEACH, 2013; GRIFFEN et al., 2011; HU et al., 2012). A analise
de MMPA revela mudancas em uma propriedade medida (e.g. a perda ou ganho de
atividade), resultante de mudancas especifica na estrutura (CUMMING et al., 2013). Estas
variaces permitiram o desenvolvimento de regras de SAR usadas para o planejamento de

novas chalconas antituberculose.

3.4. Geracdo de bioisosteros

As regras de SAR desenvolvidas foram usadas para o planejar novas chalconas
utilizando o programa BROOD v.2.0 (Openeye Scientific Software, Santa Fe, USA) e o
servidor SwissBioisostere (http://www.swissbioisostere.ch) (WIRTH et al., 2013).

Foram usados os compostos LabMol63 (46), LabMol64 (47) e LabMol65 (48)
lideres do conjunto de dados para a geragdo de bioisosteros. Priorizou-se a posigéao 4’ do
anel A e o nitroheterociclo B para os trés compostos como demonstrado na Figura 22 de

acordo com as regras de SAR desenvolvidas na analise de MMPA.
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Figura 23 - Estruturas mais promissoras do conjunto de dados escolhidas para proposi¢ao de modifica¢des bioisostéricas
nos fragmentos em destaque para o planejamento de novas aril e heteroaril chalconas.

A proposicao dos novos fragmentos bioisostéricos feitos a partir do BROOD foi feita
a partir da base fragmentos prépria do programa, o qual foi dado o imput do arquivo com a
estrutura dos compostos lideres nos formatos Mol, SDF ou Smiles, foi analisado as
propriedades calculadas como logP, doadores e aceptores de ligagdo de hidrogénio,
numero de ligacdes rotacionaveis, area de superficie polar e acessibilidade sintética. Foram
atribuidos pesos aos fragmentos para as proposicOes bioisostéricas. Uma lista de
bioisésteros foi gerada para cada composto lider. Na base de dados SwissBioisostere o
imput no servidor foi dado apenas com a estrutura dos fragmentos dos compostos lideres,
gue foram comparados a base de fragmentos com dados de atividade biolégica e
propriedades fisico-quimicas propria do servidor. Nas listas de fragmentos gerados foram
selecionados fragmentos bioisdsteros com maior valor de poténcia em ensaios bioquimicos

e logP que contribuiram com o aumento da lipossolubilidade.

35. QSAR

3.5.1. Divisao do conjunto de dados

O conjunto de dados original foi dividido em conjunto modelagem e conjunto teste
utilizando o algoritmo de Kennard Stone (GALVAO et al., 2005). O conjunto modelagem

corresponde a 80% do conjunto de dados e foi usado para a geracdo dos modelos,
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enquanto que o conjunto teste representa 20% do conjunto de dados é usado para

validag&o externa.

3.5.2. Calculo de descritores

Descritores quimicos bidimensionais (2D) de cédigo aberto baseados em fingerprints
foram calculados usando o modulo do RDKit (http://www.rdkit.org) disponivel para a
plataforma KNIME (MAZANETZ et al., 2012). Neste estudo, cinco diferentes fingerprints
moleculares foram usados: MACCS, Morgan, FeatMorgan, Avalon e AtomPairs. Estes
descritores refletem a auséncia (0) ou a presenca (1) de fragmentos ou subestruturas para
cada composto tornando-os uma forma eficiente de codificacdo da estrutura quimica dos

compostos

3.5.21. MACCS

Os fingerprints MACCS constituem 166 subestruturas associadas ao padrao
SMARTS uma linguagem de consulta para pesquisa de substruturas moleculares
desenvolvida pela Daylight Chemical Informations Systems (O'BOYLE; MORLEY;
HUTCHISON, 2008). Primeiramente foram planejados para pesquisas de subestrutura e

tornando-os muitas vezes utilizados para estudos de avaliagdo comparativa.

3.5.2.2. Morgan

Descritores Morgan sao baseados em fingerprints ECFP4-like e foram calculados
com 1024 bits e raio atdbmico 2. Estes descritores sdo fragmentos topoldgicos circulares
baseados no algoritmo Morgan (MORGAN, 1965; RINIKER; LANDRUM, 2013; ROGERS;
HAHN, 2010). Inicialmente, um identificador numérico é atribuido para cada atomo. Em um
segundo estagio, cada iteracdo tem o efeito de criar um identificador que representa
subestruturas circulares em torno do &tomo central cada vez maiores. Ao final,
identificadores duplicados sdo removidos e as informacdes armazenadas em bits. O
tamanho dessas subestruturas e o numero de descritores sdo determinados pelo tamanho
do raio selecionado e comprimento dos bits determinados pelo usuario (ROGERS; HAHN,
2010).
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3.5.2.3. FeatMorgan

FeatMorgan € um tipo de impressao fingerprint baseado no algoritmo Morgan que
combina o fingerprint digital RDKit Morgan com recursos de caracteristicas farmacofoéricas.
O farmacoforo € um conjunto de caracteristicas estéricas e eletrbnicas essenciais para a

interacdo com alvo bioldgico e atividade biolégica (BRAGA et al., 2014a).

3.5.2.4. Avalon

O descritor Avalon é similar ao fingerprint Daylight, que € um gerador de fingerprints
gue enumera alguns caminhos e classes de recurso grafico molecular com as posi¢des do
bit fingerprint. S&o funcdes de hash que podem baseadas usando dados de mapas de
tamanho arbitrario e dados de tamanho fixo. No entanto, os codigos de hash para todos os
estilos de recursos e de caminho séo calculados implicitamente enquanto eles enumerados
(GEDECK; ROHDE; BARTELS, 2006).

3.5.2.5. AtomPairs

AtomPairs, foram implementados por Carhart e colaboradores (CARHART; SMITH;
VENKATARAGHAVAN, 1985). Sao definidas em termos dos ambientes atdbmicos como a
separacdo dos caminhos mais curtos entre todos os pares de atomos (AT) ou separacdo
de centros descritivos por uma distancia topolégica fixa: ATi-ATj-Distj, onde Distj é 0
caminho mais curto (0 numero de ligacdes) entre ATi e AT;. Além disso, esses fingerprints
representam as informacdes sobre o tipo de elemento, o nimero de elétrons e o nUmero
de atomos vizinhos néo ligados a hidrogénio (BASKIN; VARNEK, 2008).

3.5.3. Métodos de Aprendizado de Maquina.

Construir modelos de QSAR estatisticamente aceitaveis requer a combinagéo entre
descritores moleculares que descrevem a informagdo quimica e classificadores de
aprendizado de maquina, para gerar equacdes da relacdo entre estrutura e atividade
biologica. Neste trabalho, foram usados trés diferentes métodos aprendizado de maquina:
Support Vector Machine (SVM), Gradient Boosting Machine (GBM), Random Forest (RF).
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3.5.3.1. Support Vector Machine (SVM)

O SVM é uma abordagem baseada em desenvolvido por Vapnik (VAPNIK, 2000)
como metodologia geral de modelagem de dados, com o objetivo de minimizar o risco
estrutural e teoria de aprendizagem estatistica. O SVM mapeia dados em um hiperplano
dimensional a exemplo de descritores ou fingerprints, usando uma funcéo de kernel que &
tipicamente linear, radial ou polinomial. Assim, o SVM busca uma separacdo 6tima entre

duas classes a exemplo de ativos e inativos.

3.5.3.2. Gradient Boosting Machine (GBM)

O método GBM difere dos métodos de arvores de classificagdo ou de regresséo,
pois sdo treinados e combinados sequencialmente. O principio deste algoritmo é gerar
modelos de computador por uma sequéncia de arvores, sobrepondo uma sobre a outra em
que, cada arvore sucessiva € construida a partir dos residuos de predicdo da arvore
anterior. Os dados sé&o particionados de dados simples e sdo determinados em cada passo
do algoritmo da arvore, e os desvios dos valores observados a partir dos respectivos

residuos para cada particdo sdo computadas (NATEKIN; KNOLL, 2013).

3.5.3.3. Random Foresft (RF)

O Random Forest € um algoritmo baseado em arvore de decisdo cuja a previsédo que
cria uma colecdo de arvores de decisdo descorrelacionadas e a previsédo é definida pela
maioria a partir do conjunto de arvores, 1/3 do conjunto treinamento de cada arvore é
extraido enquanto os dois ter¢os restantes € usado para construir os modelos. Cada arvore
na RF é construida pelo método CART e a melhor divisdo a melhor divisdo gerada entre o0s
descritores investigados aleatoriamente em cada ponto é escolhido. As arvores sao
cultivadas na sua maior extensao, por fim o RF é usado para prever o conjunto teste, 0s
valores de classificagdo previstos pela maior presenca em uma das classes. A proporcao

obtida por um classe pode fornecer a indicacao de uma predicao correta (BREIMAN, 2001).

3.5.4. Validagao dos modelos de QSAR

Os modelos de QSAR desenvolvidos foram validados utilizando a estratégia de
validacdo cruzada externa de 5-fold (Figura 22). Neste procedimento o conjunto de dados

foi dividido em cinco subconjuntos com o mesmo numero de estruturas. Inicialmente, quatro
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subconjuntos representando 80% dos compostos foram retirados para geracdo dos
modelos (conjunto treinamento) e os demais 20% para sua validag&o (conjunto teste). Esse
procedimento foi repetido até que cada subconjunto foi retirado uma vez para o conjunto
teste. (FOURCHES; MURATOV; TROPSHA, 2010).

Randomizacao da
urqu Y
5-fold

\/,JJJJ.ug,.u interna e

Conjunto de ) calculo do dominio
dados original de aplicabilidade

Conjunto de

modelagem
Conjunto modelagem

Desenyvolvimento
u 2 ) dos modelos de
: * QSAR

Figura 24 - Fluxograma do método de geracdo modelos de QSAR utilizando o método de validacdo cruzada 5-fold
(adaptado de Tropsha, 2010).

A avaliacéo da preditividade dos modelos de QSAR foi realizada utilizando quatro
métricas diferentes: taxa de classificacdo correta (CCR), coeficiente kappa de Cohen,
sensibilidade (Se) e especificidade (Sp) (BRAGA; ANDRADE, 2013).

A CCR avalia a percentual de moléculas que o modelo de QSAR foi capaz de
classificar corretamente. Calcula-se o CCR pela equagéo (2).

CCR = M (2)
2

O coeficiente Kappa de Cohen € uma analise de concordancia entre as previsées do
modelo e os dados experimentais (COHEN, 1960). Este parametro estatistico é calculado
a partir das seguintes equacdes:

VP + VN

Pr(a) = N

(3)

(VP + FP)x(VP + FN) + (VN + FN)x(VN + FP)
N

Pr(e) = (4)

_ Pr(a) — Pr(e)

1—Pr(e) ®)
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O Pr (a) representa a concordancia relativa observada entre o modelo de
classificacdo predita e a classificacdo conhecida, e Pr (e) € a probabilidade hipotética de
concordancia. Diante disto a andlise de k resulta de valores entre -1 (discordancia) e 1
(concordéancia), os valores entre 0,6 e 1 define o modelo como preditivo.

A sensibilidade (Se) avalia o percentual de compostos ativos preditos pelo modelo
de QSAR corretamente. Observa-se que se a Se do modelo for igual a zero, 0s compostos
ativos foram classificados como inativos, no entanto se a Se = 1, o modelo foi capaz de
classificar corretamente os compostos ativos do conjunto de dados. A equacéao (6) expressa

o céalculo de Se.

VP

¢ = VP ¥ FN

(6)

A especificidade (Sp) € a métrica que avalia o percentual de compostos inativos
preditos pelo modelo de QSAR corretamente. Assim como na SE os valores de Sp variam
entre 0 e 1, de forma que Sp = 0 o modelo classificara todos os compostos inativos como
ativos, ja Sp = 1 os compostos inativos serao classificados corretamente pelo modelo. A Sp
€ expressa pela equacao 7.

VN

~ VN +FP ™)

Sp

3.5.5. Permutacao da variavel Y

O teste de permutacdo da variavel Y foi usado para todos os modelos gerados da
combinac&o entre fingerprints moleculares e métodos de aprendizado de maquina. E uma
ferramenta utilizada na validacdo de modelo QSAR, em que o desempenho do modelo
original na descri¢cdo de dados € comparado a de modelos construidos aleatoriamente, se
resposta desta permutacao for semelhante aos modelos de predicdo ou mesmo superior,
significa que o modelo classifica aleatoriamente, entretanto o valor menor significa menor
correlacédo entre a variante e o descritor confirmando a robustez e a preditividade do modelo
(RUCKER; RUCKER; MERINGER, 2007).

Métodos 35



3.5.6. Modelo de consenso

Apoés a construcdo dos modelos de QSAR utilizando diferentes combinacfes de
fingerprints e métodos de aprendido de maquina, estes foram utilizados para gerar o modelo
por consenso, que foi derivado do calculo da média dos quinze modelos individuais. No
modelo de consenso, o valor final de predicdo para cada composto é a estimativa atraves
da inclusdo de uma média dos valores previstos a partir do conjunto de modelos de QSAR
(FOURCHES; MURATOV; TROPSHA, 2016).

Esse consenso foi usado como filtro para identificar nas listas de bioisosteros
geradas nas ferramentas BROOD e Swissbioisostere para classificacdo e selecdo dos

compostos planejados para a sintese organica.

3.6. Sintese organica

3.6.1. Solventes e Reagentes

e Acetonitrila A955-1 Optima® LC/MS, CAS: 75-05-8, lot:152777;

e Metanol A456-1 Optima® LC/MS adequado para UHPLC-UV, CAS: 67-56-1, lot:
148574,

e Dimetilsulféxido deuterado (DMSO ds) 99.9% lot#MKBT1410U, CAS: 2206-27-1
(Sigma-Aldrich);

e Cloroférmio deuterado (CDCI3) 99.9 atom, lot#MKBT4127V, CAS: 865-49-6 (Sigma-
Aldrich);

e 5-Cloro-2-tiofeno-carboxaldeido, 95%, CAS: 4701-17-1, 18427MD;

o 4’-Metilacetofenona, 95% 04416PD, CAS: 122-00-9 (Sigma-Aldrich);

e 4’-Bromoacetofenona, 98%, 10609TB, CAS: 99-90-1 (Sigma-Aldrich);

e 5-(2-tienil)-3-izoxazolcarbaldeido, CAS: 465514-11-8;

e 3-5-dimetil-4-isoxazolcarbaldeido, CAS: 54593-26-9;

¢ 5-metil-3-fenil-4-isoxazolcarbaldeido; CAS: 87967-95-1;

e 2’-Bromoacetofenona, 98%, 06220BJ, CAS: 70-11-1 (Sigma-Aldrich);

e 2’-Metilacetofenona, 98%, 07315BD, CAS: 577-16-2 (Sigma-Aldrich);

e 2-Nitrobenzaldeido, 98%, 05205DC, CAS: 552-89-6 (Sigma-Aldrich);

e 3’-Bromoacetofenona, 99%, Lot#STBC7864V, CAS: 2142-63-4 (Sigma-Aldrich);

e 3’-lodoacetofenona, 97%, 75796MJ, CAS: 14452-30-3 (Sigma-Aldrich);
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3’-Metilacetofenona, 98%, 06329CD, CAS: 585-74-0 (Sigma-Aldrich);
4’-(1-Pirrolidinil)acetofenona, CDS001511 (Sigma-Aldrich);
4’-(Imidazol-1-il)acetofenona, 96%, 108001EE, CAS: 10041-06-2 (Sigma-Aldrich);
4’-Acetilbifenil, 98%, Lot#MKBS9349V, CAS: 92-91-1 (Sigma-Aldrich);
4’-Aminoacetofenona, 99%, 07912DC, CAS: 99-92-3 (Sigma-Aldrich);
4’-Ciclohexilacetofenona, 99%, 01317KD, CAS:18594-05-3, (Sigma-Aldrich);
4’-lodoacetofenona, 98%, 11511D, CAS: 13329-40-3 (Sigma-Aldrich);
4’-Morfolinoacetofenona, 99%, 10503KE, CAS: 39901-98-0 (Sigma-Aldrich);
4’-Nitrobenzaldeido, 98%, 11729TD, CAS: 555-16-8 (Sigma-Aldrich);
4’-Piperazinacetofenona, 94%, Lot#MKBR2847V, CAS: 51639-48-6 (Sigma-Aldrich);
4’-Piperidinoacetofenona, 97%, Lot: 02525BB-107; CAS:10342-85-5 (Sigma-
Aldrich);

4’-Terc-butilacetofenona, 97%, 11428LH, CAS: 943-27-1 (Sigma-Aldrich);
5-Nitro-2-furaldeido, 99%, 0812DD, CAS: 698-63-5 (Sigma-Aldrich);
5-Nitro-2-furaldeido, 99%, Lot:#STBD7904V (Sigma-Aldrich);
5-Nitro-2-tiofenocarboxaldeido, 98%, Lot#MKBK7005, CAS: 4521-33-9 (Sigma-
Aldrich);

Furfural, 99%, Lot:#SHBD3699V, CAS: 98-01-1 (Sigma-Aldrich);
Pirrol-2-carboxaldeido, 98%, Lot#BCBL7225V, CAS: 1003-29-8 (Sigma-Aldrich);
2,4-dinitrofenilhidrazina, 97%, D199203, CAS: 119-26-6 (Sigma-Aldrich);
Resazurina sédica (7-hidroxi-3H-fenoxazin-2-ona-10-oxido, sédico), CAS: 62758-13-
8 (Sigma-Aldrich);

Salicilaldeido, 98%, Batch#09409MB, CAS: 90-02-8 (Sigma-Aldrich);

p-Anisaldeido, 98%, 09127CB, CAS: 123-11-5 (Sigma-Aldrich);
3’-Nitrobenzaldeido, 99%, 14712CB, CAS: 99-61-6 (Sigma-Aldrich);

Acido acético

Acido sulfarico

Acetato de etila

Metanol

Hexano

p-Dimetilaminobenzaldeido

Hidroxido de sodio

Tetraidrofurano
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3.6.2. Equipamentos e acessoérios

e HPLC-SPD-M10A Shimadzu, column Nucleodur 100-5 CN-RP column 205x4.6mm;

e LCMS-2020 Liquid Chromatograph Mass Spectrometer, coluna Agilent XDB-C18, 35
MM, 21 x 20 nm;

e Bichi Rotavapor R-200, Btichi heating bath B-490;

e Spetroline Model CM-10, fluorescence analysis cabinet, spectronics corporation
Westburg, New York, USA, short wave UV: 254 nm; long wave UV 356 nm;

e Perkin Elmer Victor 2 V Multilabel Counter 1420-040 Microplate Reader;

e Agitadores magnéticos;

e Bomba de vacuo;

e Aparelho para determinacéo de faixa de fuséo;

e Espectrobmetro de Ressonancia Magnética Nuclear Avance™ Il HD 400 MHz,
Bruker, frequéncia de resolucédo < 0,005 Hz;

e Microwave Synthesis Reactor, Monowave 300, Anton Paar.

3.6.3. Mecanismo reacional geral de sintese de chalconas

Na primeira etapa de adicdo, a carbonila da acetofenona se torna um ion enolato
nucleofilo pela abstracdo do hidrogénio pela base, o nucledfilo reage com o grupo carbonila
eletrofilico do aldeido aromatico, a protonacdo do alcoxi forma um intermediario neutro
restabelecendo o catalisador alcalino. Na segunda etapa, ocorre a desidratacdo para
obtencdo da insaturacdo da enona, e pér fim a obtencdo da chalcona (55) (Figura 25)
(CLAYDEN et al., 2001).

(49) (50) (51) (52)
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Figura 25 — Esquema do mecanismo classico da reacao de condensacéo de Claisen-Schmidt (adaptado de CLAYDEN
et al., 2001).
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3.6.3.1. Sintese de 1,3-diarilprop-2-en-1-onas e heteroaril chalconas

As aril e heteroaril chalconas foram obtidas pelo método de condensacao alddlica
classica de Claisen-Schmidt por meio de catalise alcalina. As acetofenonas substituidas,
benzaldeidos substituidos ou pirrolcarboxaldeido em quantidades equimolares (1,0 mmol)
foram diluidos em 1 mL de etanol, em meio basico (NaOH, 20%), 0,140 mL. A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por periodo de 10-24 horas. A
formacdo do produto foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD)
revelado em camara escura com luz ultravioleta (UV 254 nm) e em 2,4-dinitrofenilhidrazina
gue permite a identificacdo de aldeidos e cetonas. Concluida a formagéo do produto foi
adicionado agua a temperatura 0 °C para a precipitacéo. O precipitado foi lavado em agua
gelada e filtrado a vacuo, o produto em dessecador e posteriormente recristalizado em
metanol.

As nitroeteroaril chalconas foram obtidas pelo método de condensacédo alddlica de
Claisen-Schmidt adaptada (TAWARI et al., 2010), em solvente e catalisador acido (Figura
26). Acetofenonas substituidas e nitroheterociclos foram diluidos em quantidades
equimolares (0,5 mmol) em 1 mL de acido acético (AcOH) e 0,057 mL de &cido sulfarico
concentrado (H2SO4). A mistura reacional foi mantida sob refluxo a temperatura de 100°C
e em agitacdo durante 4 a 24 horas de acordo com o substituinte da acetofenona. A
formacdo do produto foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD)
revelado em camara escura com luz ultravioleta (UV 254 nm) e em revelador (2,4-
dinitrofenilhidrazina). Concluido a formagéo do produto foi adicionado metanol resfriado (-
10°C) a mistura reacional para precipitacdo. O precipitado foi filtrado a vacuo em cerca de
150 mL de metanol resfriado (-10°C) e seco em dessecador.

A pureza dos compostos foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) no aparelho Shimadzu com detector da arranjos de diédos (PDA) para deteccao de
impurezas, coluna 205x4,6mm, nas condi¢fes: fase movel agua/0.1% &cido trifluoracético

(TFA) e acetonitrila com fluxo de 1 mL/min.
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Figura 26 — Esquema do mecanismo da rea¢éo de condensacdo em meio &cido adaptado de Claisen-Schmidt (adaptado
de CLAYDEN et al., 2001).

Algumas variacdes foram feitas nessa metodologia para buscar o aumento de
rendimento. Para esse teste, (83) foi sintetizado pelo método descrito acima e
posteriormente foram variados alguns parametros e.g., variacdo da concentracdo do
catalizador (0,5 e 0,25 mmol), tempo (20, 30, e 72 h), aquecimento (30 °C e 100 °C),
aumento da escala dos reagentes de partida (5x), método de isolamento (dgua 0 °C) e o
uso de micro-ondas (100 °C, 2 h, poténcia de 120 Watts).

3.6.4. Ensaios de atividade anti-TB

Os ensaios de atividade antituberculose foram realizados durante o estagio
sanduiche no exterior, no Institute for Tuberculosis Research (ITR) na University of lllinois
at Chicago (UIC), sob a supervisao do Prof. Dr. Scott G. Franzblau.

Os ensaios anti-TB foram divididos em trés etapas: (i) ensaios em cepas sensiveis
replicantes de M. tb. H37Rv (MABA do inglés Microplate Assay Blue Alamar); (ii) ensaios
em cepas sensiveis nao replicantes (LORA do inglés Low Oxygen Recovery Assay); e (i)

ensaios em cepas resistentes a RMP (3) ou a INH (2).

3.6.41. MABA

A concentracao inibitoria minima (MIC) em condi¢Bes aerdbicas foi determinada
utilizando a metodologia de MABA (CHO; LEE; FRANZBLAU, 2015). Cepas de M. tb.
H37Rv (ATCC 27294) foram incubadas em 200 pL de meio 7H12 (pH =7,4) em microplacas
de 96 pocos juntamente com 0s compostos testes por 7 dias a 37°C em incubadora de CO2
5%, 95% de humidade. Uma soluc&o de azul de alamar ou resazurina 0,6 mM e Tween 80
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20% (5:3) foram adicionados as microplacas (32,5 yL), que permaneceram incubadas por
mais 24 horas a 37°C. O MIC foi determinado efetuando a reducgé&o da fluorescéncia de 90%
relativa ao controle devido a oxidacdo da resazurina a resorufina (azul-rosa), em leitor de
microplacas por medicdo da excitacdo em fluorescéncia (530 nm) e emissédo (590 nm)
(Figura 27).

200 pL de =\¥= 32,5 pL de Azul de
. Compostos teste i ’

Meio 7H12 5.0 0 ‘- e ey Alamar a 0,6 mM

2 00

Determinagéo do MIC por
24 h, 37° C, CO, Emissao de fluorescéncia
5% 530/590 nm

7 dias, 37° C,
CO, 5%

Figura 27 - Fluxograma do procedimento experimental dos ensaios de inibicdo do crescimento do M. th. H37Rv em MABA
(sistema aerobico).

3.6.4.2. LORA

Em condic¢des anaerdbicas, o MIC foi determinado utilizando a metodologia de LORA
(CHO et al., 2007; CHO; LEE; FRANZBLAU, 2015). Cepas de M. th. H37Rv (ATCC 27294)
modificadas com plasmidio luciferase foram incubadas em 200 pL de 7H12 (pH = 7,4) em
microplacas de 96 pocos juntamente com os compostos-teste pelo periodo de 10 dias em
jarra anaerobica (Figura 28). Ao final desse periodo, as microplacas foram transferidas para
uma incubadora de CO2 a 5%, com 95% de humidade, a 37°C, para recuperagao da hipdxia
por um periodo de 28 horas. No décimo primeiro dia, as microplacas foram removidas da
incubadora e adicionou-se 100 pL de uma solucdo n-decanal 1% diluida dez vezes em PBS
de uma solugéo estoque de n-decanal 10%. O MIC foi calculado pela reducao de 90% da

luminescéncia em leitor de microplacas (Figura 28).

200 pL de AN
Meio 7H12 Compostos teste i

00 ﬁ 7 Mth. H37TRv
s Ll Ll

= i Determinagao do MIC por
IHCUbFQ_EO em jarra 28 h, 37° C, CO, 5% Emissao de luminescéncia
anaerdbica (10 dias) para recuperagéo

Figura 28 - Fluxograma do procedimento experimental dos ensaios de inibi¢do do crescimento do M. tb.H37Rv em LORA
(sistema anaerébico).
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3.6.4.3. Avaliagao biolégica em cepas isogénicas resistentes a RMP e INH

A metodologia de MABA (Figura 24) (CHO; LEE; FRANZBLAU, 2015; COLLINS;
FRANZBLAU, SCOTT G., 1997) foi empregada para determinar o MIC em condi¢des
aerobicas, utilizando cepas isogénicas de M. th. H37Rv ATCC com monorresisténcia a RMP
(ATCC 35838) e INH (ATCC 35822). As cepas foram incubadas em 200 uL de meio 7H12
(pH = 7,4) em microplacas de 96 pocos juntamente com 0os compostos teste por 7 dias a
37°C, em incubadora de CO2 5%, com 95% de humidade. Uma solugao de azul de alamar
ou resazurina 0,6 mM e Tween 80 20% (5:3) foi adicionada as microplacas (32,5 pL), que
permaneceram incubadas por mais 24 h a 37°C. O MIC foi determinado efetuando a
reducdo da fluorescéncia de 90% relativa ao controle devido a oxidacdo da resazurina a
resorufina (azul-rosa) (Figura 25), em leitor de microplacas por medi¢cédo da excitacdo em
fluorescéncia (530 nm) e emisséo (590 nm).

3.6.5. Avaliacao de citotoxicidade em células Vero

Células de mamiferos Vero (rim de macaco) (ATCC CRL-1586) foram cultivadas em
meio essencial minimo (MEM) com soro fetal bovino 10% (Fetal Bovine Serum-FBS), e
adicionou-se antibioticos (penicilina e estreptomicina) para evitar a contaminacdo das
células. As células usadas no ensaio foram preparadas e lavadas em HBSS (1x pH = 7,4)
e Tripsina-EDTA 0,25%, centrifugadas e verificou-se sua integridade por microscopia
Optica. ApOs o tratamento, a solucdo estoque de células final deveria possuir concentracao
de 3-5x10° células por mL de meio MEM (Figura 29).

Cem microlitros da suspensdo de células foram incubados juntamente com os
compostos teste em incubadora de CO2 a 5%, por um periodo de 72 horas. A cada 24 horas
foi feita a inspecao visual. Apos esse periodo, foi adicionado 20 pL de resazurina 0,6 mM
em cada poco e incubou-se por mais 4 horas. A citotoxicidade (ICso) foi determinada em
leitor de microplacas por medicao da absorbancia (530 nm) e excitacéo (590 nm), utilizando
a base de dados ICso ITR.
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Figura 29 - Fluxograma do procedimento experimental de avalia¢éo de citotoxicidade em células Vero.

3.6.6. Avaliagao do espectro de atividade

A avaliacdo do espectro de atividade foi realizada utilizando os microrganismos:
Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) inoculados em meio
Mueller Hinton (CAMH) (pH = 7,4); Candida albicans (ATCC 90028) em meio RPMI (pH =
7,4), Mycobacterium smegmatis (ATCC MC2155) em meio 7H12 (pH = 7,4); M. abscessus
(ATCC 19977), M. chelonae (ATCC 35752), M. marinum (ATCC 927), M. avium (ATCC
15769), M. kansasii (ATCC 12478) e M. bovis (ATCC 35734) em meio 7H9 (pH = 7,4)
enriquecido com OADC (&cido oleico, albumina bovina, dextrose e catalase). Para E. coli,
S. aureus e C. albicans, as culturas foram diluidas em 1:100.000 e 1:10.000 e incubadas a
37°C, sendo o MIC determinado em leitor de microplacas a uma absorbancia de 570 nm.
Os outros microrganismos foram inoculados em meio Middlebrook 7H9 Broth com 0,2% de
glicerol (v/v), 0,05% de Tween 80 enriquecido com OADC (&cido oléico, albumina bovina,
dextrose e catalase) em placas de 96 poc¢os em incubadoras de CO2 5%, temperatura de
30°C (M. chelonae 3 dias e M. marinum 5 dias) e 37°C (M. smegmatis, M. abscessus 3 dias,
M. avium 6 dias, M. kansasii e M. bovis 7 dias). 0,6 mM de resazurina foi adicionada as
placas apds o primeiro periodo de incubacéo e a leitura foi realizada para cada cepa (M.
smegmatis, M. abscessus, M. chelonae e M. marinum 4 horas, M. avium, M. kansasii e M.
bovis 24 horas). O MIC foi determinado efetuando a reducdo da fluorescéncia de 90%
relativa ao controle devido a oxidacdo da resazurina (azul-rosa), em leitor de microplacas

por medicao da excitacdo em fluorescéncia (530 nm) e emisséo (590 nm).
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4 RESULTADOS

4.1. Planejamento de novas chalconas antituberculose

4.1.1. Analise de SAR

Na andlise de SAR, compostos do conjunto de dados foram comparados em pares,
pelo método denominado MMPA (DOSSETTER; GRIFFEN; LEACH, 2013; KRAMER et al.,
2014). A similaridade estrutural entre os pares de compostos foi avaliada pelo coeficiente
de Tanimoto (BAJUSZ; RACZ; HEBERGER, 2015), como pode ser observado na Figura
30.
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Figura 30 - MMPA de pares moleculares selecionados das chalconas e heteroaril chalconas com atividade anti-TB
relatadas na literatura. O nimero acima das setas indica o Coeficiente Tanimoto entre o par molecular (alta similaridade
estrutural, coeficiente de Tanimoto> 0,90). Os grupos em azul e vermelho representam as diferencas estruturais entre as
moléculas.

O resultado desta analise permitiu investigar quais fragmentos contribuem para a
atividade anti-TB (azul) e quais sao desfavoraveis (vermelho), gerando as regras de SAR.

A partir dessa analise, foi possivel derivar as regras de SAR a seguir (Figura 31):
grupos hidrofobicos, atomos de halogénios e aceptores de ligacao de hidrogénio na posicéo
R4, substituicdes hidrofobicas na posi¢do Rs e o nitrofurano como anel B séo favoraveis
para atividade anti-TB. Além disso, a presenca de atomos de halogénio adicionais nas
posicdes Rz, R3, Rs, Res, grupos nitro e metoxila na posi¢cao Ra, grupo arila ndo substituido
como anel B, grupos dimetilamino, metoxila e metilsulfanica nas posi¢cées Rs e Ro, sé&o

desfavoraveis para atividade anti-TB (Figura 31).
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Figura 31 - Regras de SAR derivadas para o planejamento de novas aril e heteroaril chalconas anti-TB. Grupos em azul
sdo favoraveis para a atividade anti-TB e em vermelho séo desfavoraveis.

A andlise comparativa de MMPA juntamente com as regras de SAR desenvolvidas
contribuiram para a proposicdo das modificagdes bioisostéricas, possibilitando assim, o
planejamento de moléculas derivadas de chalconas. Estas, posteriormente tiveram suas
atividades anti-TB preditas, utilizando os modelos de QSAR e foram selecionadas para a

sintese organica.

4.1.2. Desenvolvimento e validagdo de modelos de QSAR

O conjunto de dados foi modelado utilizando cinco diferentes tipos de descritores
moleculares (fingerprints) e trés métodos de aprendizado de maquina, resultando em 15
diferentes modelos. Os resultados estatisticos dos 15 modelos de QSAR gerados estao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros estatisticos dos modelos de QSAR desenvolvidos para o conjunto de dados.

Modelos CCR Kappa Se Sp Cobertura

MACCS-GBM 0,73 0,46 0,76 0,70 0,71
AtomPairs-GBM 0,71 0,41 0,71 0,70 0,71
Morgan-GBM 0,76 0,51 0,77 0,74 0,68
FeatMorgan-GBM 0,74 0,47 0,76 0,71 0,66
Avalon-GBM 0,74 0,47 0,79 0,68 0,77
MACCS-RF 0,75 0,51 0,79 0,72 0,71
AtomPairs-RF 0,75 0,50 0,73 0,77 0,71
Morgan-RF 0,76 0,52 0,79 0,73 0,68
FeatMorgan-RF 0,75 0,50 0,70 0,80 0,66
Avalon-RF 0,74 0,49 0,76 0,73 0,77
MACCS-SVM 0,77 0,53 0,77 0,76 0,71
AtomPairs-SVM 0,74 0,48 0,74 0,74 0,71
Morgan-SVM 0,76 0,53 0,80 0,73 0,68
FeatMorgan-SVM 0,76 0,51 0,75 0,76 0,66
Avalon-SVM 0,73 0,46 0,72 0,74 0,77
Consensus* 0,77 0,53 0,79 0,74 1,00
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GBM: Gradient Boosting Machine; SVM: Support Vector Machine; RF: Random Forest; CCR: Taxa de
classificagéo correta; Kappa: coeficiente kappa de Cohen'’s; Se: sensibilidade; Sp: especificidade. *Modelo de
consenso foi desenvolvido pela média das predicdes de todos os 15 modelos individuais.

O conjunto de dados foi balanceado antes da geracdo dos modelos, visando manter
a mesma proporgdo de compostos ativos e inativos (1:1). Os resultados obtidos da
validacdo externa cruzada por 5-fold demonstrou alta capacidade preditiva dos modelos
gerados. O melhor modelo individual gerado foi 0 modelo MACCS-SVM com valores de
CCR = 0,77, Kappa = 0,53, Se = 0,77 e Sp = 0,76. A capacidade preditiva dos modelos,
demonstrada pela taxa de classificagao correta, bem como a predicdo de compostos ativos
como verdadeiramente ativos e de inativos como verdadeiramente inativos foram
superiores a 70% para todos os modelos. Na tentativa de ampliar a capacidade preditiva
dos modelos foi realizada uma média entre os 15 modelos gerados a fim de se obter um
modelo de consenso (Tabela 2). O modelo de consenso demonstrou alta capacidade
preditiva com valores de CCR = 0,77, Kappa = 0,53, Se = 0,79 e Sp = 0,74.

Mesmo ndo apresentando aumento significativo quando comparado aos modelos
individuais, justifica-se 0 uso do modelo de consenso para fazer as predicdes dos
compostos planejados pois € possivel obter mais informag¢des quimicas utilizando
diversidade de descritores quimicos do que se utilizarmos somente o melhor modelo
individual.

Para avaliar a robustez dos modelos de QSAR utilizou-se o teste de aleatorizacéo

da variavel Y, cujos resultados séo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados estatisticos da randomizacdo da variavel Y.

Models CCR Kappa Se Sp
MACCS-GBM 0,558+0,035 0,12+0,076 0,558+0,057 0,56+0,027
AtomPairs-GBM 0,536+0,027 0,078+0,055 0,551+0,037 0,537+0,029
Morgan-GBM 0,533+0,032 0,068+0,063 0,524+0,035 0,542+0,042
FeatMorgan-GBM 0,564+0,035 0,132+0,07 0,561+0,053 0,565+0,037
Avalon-GBM 0,545+0,036 0,095+0,073 0,556+0,049 0,536+0,041
MACCS-RF 0,54+0,043 0,081+0,085 0,551+0,1 0,527+0,082
AtomPairs-RF 0,533+0,035 0,069+0,069 0,547+0,107 0,52+0,079
Morgan-RF 0,521+0,027 0,047+0,053 0,51+0,107 0,533+0,109
FeatMorgan-RF 0,54+0,036 0,083+0,069 0,52+0,116 0,562+0,097
Avalon-RF 0,532+0,037 0,066+0,078 0,524+0,112 0,543+0,099
MACCS-SVM 0,538+0,043 0,08+0,083 0,562+0,063 0,516+0,065
AtomPairs-SVM 0,54+0,018 0,079+0,034 0,547+0,038 0,531+0,044
Morgan-SVM 0,54+0,016 0,094+0,034 0,558+0,052 0,533+0,045
FeatMorgan-SVM 0,536+0,026 0,074+0,055 0,534+0,054 0,538+0,042
Avalon-SVM 0,546+0,021 0,095+0,047 0,557+0,031 0,537+0,041

GBM: Gradient Boosting Machine; SVM: Support Vector Machine; RF: Random Forest; CCR: Taxa de
classificacéo correta; Kappa: coeficiente kappa de Cohen; Se: sensibilidade; Sp: especificidade

O teste de permutacdo da variavel Y foi executado em 10 permutacoes,

reconstruindo os modelos apds permutar os dados dos valores de atividade do conjunto
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treinamento. Os resultados obtidos na permutacdo demonstraram valores estatisticos
significativamente mais baixos do que os modelos construidos com as atividades reais. Os
valores de CCR em torno de 0,5 indicam correlacao aleatoria dos modelos gerados com as
permutacbes da variavel Y, classificando moléculas ativas como inativas. Com isso,
observou-se que os modelos de QSAR gerados sao preditivos e robustos.

Ao final, o modelo de consenso foi usado para a predicéo das atividades anti-TB de
todas as chalconas planejadas, a fim de auxiliar na selegdo de compostos para a sintese.

4.1.3. Geracgao de bioisésteros

Bioisésteros foram gerados a partir do arquivo de fragmentos do programa BROOD
v.2.0. Utilizou-se como base para modificagdo molecular bioisostérica trés compostos
lideres do conjunto original, provenientes do trabalho de Tawari, 2010 (TAWARI et al.,
2010). Estes trés compostos também foram novamente sintetizados e utilizados como
padrdo nos ensaios biologicos e renomeados como LabMol63 (46), LabMol64 (47) e
LabMol65 (48).

Apresenta-se na Tabela 4 os bioisosteros planejados bem como as suas
propriedades. Pode-se observar que os compostos planejados apresentados na Tabela 4
obedecem a regra do 5 de Lipinski modificada para o planejamento de novos farmacos, ou
seja, todos os compostos possuiram cLog P < 5, massa molecular < 500 Da, area de
superficie polar < 140A, < 5 doadores de ligagéo de hidrogénio, < 10 aceptores de ligacdo
de hidrogénio e numero de rotameros < 10 (VEBER et al., 2002; VIETH et al., 2004). Estes
parametros, juntamente com a acessibilidade sintética, contribuiram para a classificacéo e
selecdo destes compostos para a predicdo no modelo de QSAR, sintese e avaliacdo

biologica anti-TB.
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Tabela 4 — Propriedades moleculares de bioisésteros aril e heteroaril chalconas selecionados para sintese.

T e (S

O

R1 0 A= \ t"
o} S 11,
Rs = ') P e 6 @ " ©\( =0
Cbdigo Estruturas AS LogP  LogDh MM tPSA DLH ALH Rot
R1 R2 Rs Ra4
£
LabMol66
o H H <\”) A 046 295 271 309 93 0 5 5
*
Lab(g/lsc;IGY H H O B 047 321 479 336 63 O 4 5
Lab(g/lgc;lGS H H C(CHa)s A 049 3,27 4,52 299 73 0 4 5
*
Lab(%c;lsg H H @ C 053 485 564 327 20 0 2 5
bMol g
La (g/lltg 0 H @ D 050 489 538 314 26 0 2 5
Lab(gnzc;m H Y SCHs E 038 29 358 244 30 0 2 4
Lab(%(;l?z H Y O A 046 388 509 325 73 0 4 5
*
Lab('\;'z)'n H H C:j A 045 086 118 327 88 1 4 5
H
bMol g
La (gﬂs(; [CI H @ A 046 356 463 319 73 0 4 5
Lab(%(;l?s CHs  H H A 044 226 349 257 73 0 4 4
Latzg";;we H | H D 041 367 466 364 26 0 2 4
Latzg/lsc;lﬁ H H  (CHJCHs A 052 334 483 299 73 0 4 7
Latzg/lgc;l?S H Y N A 056 280 391 369 73 0 4 4
Latzg/loc;IYQ H  CHs H A 044 235 349 257 73 0 4 4
*
Latzg/llc;ISO H H @ E 046 332 391 281 33 0 3 4
*
Latzg/g;'Sl H H C‘j A 047 223 349 312 76 0 4 5
Latzg/lgc;lSZ H Br H A 045 264 375 322 73 0 4 4
Latzgn4c;|83 ’ Br H B 041 395 450 317 26 0 2 4

AS: acessibilidade sintética, tPSA: &rea de superficie polar, DLH: doadores de liga¢éo de hidrogénio, ALH: aceptores de
ligacdo de hidrogénio, Rot: rotameros, Ro5: falha da regra do 5 de Lipinski. Todas as propriedades foram obtidas no
programa vBrood.

Resultados 48



Continuacao da tabela 4 - Propriedades fisico-quimicas calculadas e caracteristicas moleculares de bioisosteros aril e

heteroaril chalconas selecionados para sintese.

Codigo Estruturas AS LogP LogD MM tPSA DLH ALH Rot
R1 R2 Rs R4
*
LabMol84
s H H C\ ') F 046 208 364 325 78 0 4 5
LatzEI;/Ie(;ISS H H C(CHs)s G 043 366 444 253 32 1 2 4
Latzg';;'% H H CCHss F 051 402 545 315 60 0 4 5
Latzgﬂg;lS? H H (CH)sCHs F 048 410 576 315 60 0 4 7
*
Latzgﬂgt;ISS H H Q F 054 457 602 341 60 0 4 5
k.
Latzg/loc;IBQ H H Cj F 045 173 380 344 72 0 4 5
*
Latzgﬂlc;lgo H Y @ H 054 321 479 336 63 0 4 5
Latzg/lzc;lgl H Y C(CHs)s E 043 407 450 254 30 0 2 4
Latég/lst;l% H H SCH:s A 054 229 361 289 73 0 4 S
Lat;g/l4(;|93 H H SCHs F 054 303 454 305 60 0 3 5
*
LabMol94
o H H C\ '} 049 360 430 314 34 0 3 4
Lab(gAGc;lgs H Y CHs F 044 278 442 273 60 0 4 4

AS: acessibilidade sintética, tPSA: area de superficie polar, DLH: doadores de ligagao de hidrogénio, ALH: aceptores de
ligacdo de hidrogénio, Rot: rotameros, Ro5: falha da regra do 5 de Lipinski. Todas as propriedades foram obtidas no

programa vBrood

4.1.4. Predicao da atividade de novas chalconas planejadas

Uma lista de 30 chalconas planejadas foi submetida a predicéo da atividade anti-TB

utilizando o modelo de QSAR por consenso (Tabela 5). Os compostos foram classificados

em ativos com a probabilidade =250% e inativos com a probabilidade <50%. Dessa forma,

foi possivel priorizar para a sintese aqueles compostos que foram preditos como ativos.

Contudo, também foram selecionados alguns compostos preditos como inativos, a fim de

validar a predicdo do modelo a partir dos ensaios experimentais.
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Tabela 5 - Predi¢cdo da probabilidade de atividade anti-TB dos compostos planejados para atividade anti-TB.

Cédigo Consenso
(67) 100%
(68) 90%
(69) 100%
(70) 0%
(71) 0%
(72) 0%
(73) 100%
(74) 100%
(75) 100%
(76) 100%
(77) 70%
(78) 80%
(79) 100%
(80) 100%
(81) 20%
(82) 100%
(83) 100%
(84) 40%
(85) 90%
(86) 0%
(87) 40%
(88) 60%
(89) 80%
(90) 90%
(91) 80%
(92) 0%
(93) 80%
(94) 50%
(95) 40%
(96) 60%

Dos 30 compostos selecionados para a sintese, 20 foram classificados pelo modelo
como ativos (50 — 100%) e nove compostos foram classificados como inativos (<50%).

Todos esses 30 compostos foram sintetizados posteriormente.

4.2. Sintese Organica

4.2.1. Sintese de aril e heteroaril chalconas

Utilizou-se a condensacgédo alddlica classica em meio alcalino de Claisen-Schmidt
para sintetizar seis compostos aril chalconas e quatro heteroaril chalconas, descritas no
item 3.6.3.

Além disso, foram sintetizados 22 compostos nitroeteroaril chalconas uma
cloroeteroaril chalcona, descritos no item 3.6.3.1 pela condensagéo de Claisen-Schmidt
adaptada usando catalisador acido sulfurico, visto que, principalmente o 5-nitro-2-furaldeido
(97) apresenta carater alcali sensitivo, formando em meio basico o anion 5-nitro-furan-2-il-

metenodiol (98) que, mesmo acidificando o meio ndo ocorre o retorno para 5-nitro-2-
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furaldeido (99)

2001).

(Figura 32) (CISAK; RZESZOWSKA-MODZELEWSKA; BRZEZINSKA,

0

(97)
NFA

J

0]

Hoe % Mo 9 o
o o o _
H ' OOWOH > og” ‘-\‘gAOH
) )

(98

(99
Hidrato de metenediol

Figura 32 - Formagao do intermediario metanediol em meio alcalino, justificando a sintese na presenga de catalisador

acido.

Os resultados das propriedades fisicas dos 33 compostos sintetizados estao

apresentados na Tabela 6. De modo geral, os compostos foram obtidos em rendimentos

gue variaram de 6 a 89%, observando que as variacfes ocorreram em ambos anéis A e B.

Os compostos que demonstraram maior rendimento reacional foram os derivados arila (68)

(84%) e (91) (89%).

Tabela 6 — Sintese das aril e heteroaril chalconas anti-TB planejadas, rendimento reacional, fator de retencéo (Rf), faixa
de fusdo e pureza dos 33 compostos.

Cédigo Rend. (%) Rf Ponto de Fuséo °C Pureza (%)
(46) 33 0,862 181-182 98,1
47) 13 0,332 84 - 86 98,1
(48) 17 0,662 219 - 220 98,4
(67) 12 0,34b 230-232 99,0
(68) 84 0,842 180-181 99,9
(69) 22 0,882 178-180 99,8
(70) 53 0,472 162-164 99,3
(71) 25 0,522 150-152 100,0
(72) 19 0,552 112-114 99,0
(73) 44 0,682 160-162 98,5
(74) 42 0,47¢ 220-221 98,0
(75) 62 0,522 118-200 99,2
(76) 9 0,592 112-114 99,2
(77) 6 0,612 108-110 99,6
(78) 10 0,552 98-100 97,9
(79) 33 0,582 192-194 99,4
(80) 17 0,562 140-141 97,9
(81) 30 0,602 180-182 99,3
(82) 36 0,382 241-242 96,8
(83) 32 0,572 157-158 99,9
(84) 41 0,622 88-90 99,6
(85) 55 0,35° 222-223 98,9
(86) 55 0,482 156-158 99,8
(87) 63 0,622 190-192 99,5
(88) 38 0,632 144-145 99,7
(89) 64 0,652 180-182 99,7
(90) 9 0,592 239-240 98,6
(91) 89 0,782 196-198 99,5
(92) 7 0,762 82-84 99,8
(93) 24 0,52 158-160 99,1
(94) 61 0,632 202-204 99,2
(95) 17 0,552 177-179 99,2
(96) 68 0,502 192-194 99,4

aHex:Acoet (7:3); "Hex:Acoet (1:9); e *Hex:Acoet (1:1)
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A pureza dos compostos foi determinada por CLAE = 95% e também pela variacao
do ponto de fusdo de 1 a 2 °C. Este grau de pureza é uma exigéncia para validacéo de hits
em ensaios biologicos na triagem primaria para doencas infecciosas.

Na Tabela 7 a variacdo das condicdes para a sintese do composto (83) durante a
reacdo demonstrou aumento de rendimento significativo (87%), principalmente apds
substituicdo do metanol pela agua no isolamento do produto, ja 0 micro-ondas mostrou-se
vantajoso no ganho de tempo reduzindo para 2 horas de reagdo com o mesmo rendimento

da reacdo em refluxo.

Tabela 7 - Variagdo das condi¢cBes reacionais na sintese do composto (83).

Caddigo Condicdes Rend.(%) Tempo reacional
(83) Refluxo, precipitacdo em agua; 87 20 h
o Refluxo, reducdo da concentracéo do 56 30h
Br. = b catalisador e precipitagdo em agua;
|y o- Temperatura ambiente (37 °C) por 24 h + 64 72h
refluxo 48 h;
Refluxo, com aumento de escala (5x); 40 20 h
Micro-ondas; 37 2h

Os compostos tiveram suas estruturas elucidadas pelas técnicas de espectroscopia
de infravermelho (IV) (Tabela 8), de RMN de 'H, de 13C (Tabelas 9 — 16) e espectrometria
de massas (Tabela 8). Nos espectros no IV, a carbonila apresentou nimeros de onda de
1618 — 1663 cm?, os carbonos da olefina apresentou nimeros de onda 1593 — 1691 cm™
e 0 grupo nitro apresentou dois nimeros de onda, 1475 — 1597 e 1301 - 1355 cm™.

Tabela 8 - Absorcdo em IV de carbonila, olefina, grupo nitro e cloro das aril e heteroaril chalconas e atribuicdo de massas
dos compostos sintetizados.

Cédigo Ndmero de onda (cm™) Atribuicéo [M+H] (m/z)
(46) 1663, 1607, 1475 e 1301 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO) -
47) 1660, 1601, 1515 e 1355 v(C=0), v(C=Cap) e V(Ar-NO2) 329
(48) 1642, 1607, 1578 e 1354 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO2) 327
(67) 1662, 1609, 1566 e 1352 v(C=0), v(C=Cap) e V(Ar-NO2) 310
(68) 1651, 1610, 1588 e 1349 v(C=0), v(C=Cap) e V(Ar-NO2) 327
(69) 1651, 1596, 1527 e 1354 v(C=0), v(C=Cap) e V(Ar-NO2) 300
(70) 1647, 1603 v(C=0), v(C=Cap) 328
(71) 1647, 1597 v(C=0), v(C=Cap) 315
(72) 1656, 1596 v(C=0), v(C=Cap) 245
(73) 1651, 1593, 1526 e 1353 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO2) 326
(74) 1618, 1609, 1580 e 1354 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO) -
(75) 1660, 1598, 1597 e 1352 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO>) 320
(76) 1663, 1608, 1483 e 1348 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO>) 258
(77) 1657, 1600 v(C=0), v(C=Cap) 365
(78) 1652, 1607, 1594 e 1351 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO2) 300
(79) 1658, 1606, 1579 e 1351 v(C=0), v(C=CaB) e v(Ar-NO2) -
(80) 1661, 1606, 1579 e 1349 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO2) 258
(81) 1648, 1604 v(C=0), v(C=Cap) 282
(82) 1643, 1610, 1578 e 1354 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO>) 313
(83) 1664, 1607, 1566 e 1354 v(C=0), v(C=Caf) e v(Ar-NO>) 321
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Continuagédo da Tabela 8 - Absorcdo em IV de carbonila, olefina, grupo nitro e cloro das aril e heteroaril
chalconas e atribuicdo de massas dos compostos sintetizados.

Caédigo Namero de onda (cm™) Atribuicao [M+H] (m/z)
(84) 1662, 1594 v(C=0), v(C=Cap) -
(85) 1663, 1605, 1595 e 1339 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO>) 326
(86) - - 254
(87) 1657, 1691, 1586 e 1334 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO>) 316
(88) 1657, 1598, 1593 e 1330 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO>) 316
(89) 1656, 1606, 1589 e 1334 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO>) -
(90) 1648, 1604, 1584 e 1335 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO>) 345
(91) 1655, 1609, 1593 e 1336 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO>) 337
(92) 1655, 1605 v(C=0), v(C=Cap) 255
(93) 1658, 1607, 1589 e 1354 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO>) 290
(94) 1654, 1604, 1589 e 1331 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO>) -
(95) 1645, 1608 e 810 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-Cl) 315
(96) 1659, 1609, 1594 e 1336 v(C=0), v(C=Cap) e v(Ar-NO>) 274

No espectros de RMN 'H, os prétons olefinicos H-a e H-B8 aparecem como dubletos

©07,60-780e o 7,48 — 7,55 ppm, respectivamente. A evidéncia de isomeria E das aril e

heteroaril chalconas € demonstrada pela constante de acoplamento dos hidrogénios
olefinicos (15 — 16 Hz) (Tabelas 9, 11, 13 e 15).
Nos espectros de RMN de 3C, os deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos

C-a and C-$3 aparecem em 115,2 — 128,0 e 130,0 — 145,0 ppm, respectivamente.
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Tabela 9 - Deslocamentos quimicos de RMN de *H em ppm dos compostos (46 a 48) e (67 a 71).

Compostos (& de *H(J, Hz))

Posicdes (46) (47) (48) (67) (68) (69) (70) (71)
Anel A
2 7,95 (d, 8,0) 8,02 (d, 8,0) 7,97 (d, 9,2) 8,32 (d, 8,0) 8,01 (d, 8,0) 8,01 (d, 8,4) 8,10 (d, 8,0) 8,09 (d, 8,0)
3 7,70 (d, 8,0) 7,04 (d, 9,2) 6,99 (d, 9,2) 7,97 (d, 8,0) 6,91 (d, 8,0) 7,55 (d, 8,4) 7,72 (d, 8,0) 7,71 (d, 8,0)
4 - - - - - - -
5 7,70 (d, 8,0) 7,04 (d, 9,2) 6,99 (d, 9,2) 7,97 (d, 8,0) 6,91 (d, 8,0) 7,55 (d, 8,4) 7,72 (d, 8,0) 7,71 (d, 8,0)
6’ 7,95 (d, 8,0) 8,02 (d, 8,0) 7,97 (d, 9,2) 8,32 (d, 8,0) 8,01 (d, 8,0) 8,01 (d, 8,4) 8,10 (d, 8,0) 8,09 (d, 8,0)
Hidrogénios olefinicos
H-a 7,72 (d, 15,0) 7,88 (d, 15,0) 7,86 (d, 15,0) 7,94 (d, 16,0) 7,80 (d, 16,0) 7,77 (d, 15,0) 7,40 (m) 7,45 (d, 12,0)
H-B 7,58 (d, 15,0) 7,51 (d, 15,0) 7,44 (d, 15,0) 7,63 (d, 16,0) 7,69 (d, 16,0) 7,55 (d, 15,0) 7,84 (d, 15,0) 7,45 (d, 12,0)
Anel B
2 - - - - 8,51 (s) - 7,58 (d, 8,0) 7,61 (m)
3 6,87 (d, 4,0) 7,42 (d, 3,6) 7,40 (d, 4,0) 7,83 (d, 4,0) - 7,39 (d,4,0) 6,71 (d, 8,0) 6,93 (m)
4 7,39 (d, 4,0) 7,80 (d, 3,6) 7,80 (d, 4,0) 7,48 (d, 4,0) 7,91 (d, 8,0) 6,84 (d, 4,0) - -
5 - - - - 7,60 (t, 8,0) - 6,71 (d, 8,0) 6,93 (m)
6 - - - - 8,23 (d, 8,0) - 7,58 (d, 8,0) 7,61 (m)
Substituintes
Bromo Morfolina Piperidina Imidazol Piperidina t-butila Fenila Fenila
2’ - 3,73 (m, 2H) 4,43 (s, 2H) 9,07 (s) 3,43 (s, 2H) - 7,66 (d, 8,0) 7,64 (M)
3" - 3,41 (m, 2H) 1,60 (s, 2H) 8,15 (s) 1,69 (s, 2H) - 7,84 (m) 7,46 (M)
4’ - - 1,60 (s, 2H) 7,52 (s) 1,69 (s, 2H) - 7,40 (m) 7,39 (M)
5” - 3,41 (m, 2H) 1,60 (s, 2H) - 1,69 (s, 2H) - 7,84 (m) 7,46 (M)
6” - 3,73 (m, 2H) 4,43 (s, 2H) - 3,43 (s, 2H) - 7,66 (d, 8,0) 7,64 (M)
CHs - - - - - 1,37 (s, 9H) 3,05 (s, 6H) 3,84 (s, 3H)
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Tabela 10 - Deslocamentos quimicos de RMN de 3C em dos compostos (46 a 48) e (67 a 71).

Compostos (& de *3C)

Posicdes

1
>
3
4

OO WNE

4
o
3
e
p
o
4”-N-2(CHs)
4”-OCHs

(46)

130,4
129,7
131,8
123,9
131,8
129,7

187,1
128,1
128,5

1354
116,4
112,7
152,4

Bromo

(47)

125,6
130,4
113,1
154,1
113,1
130,4

185,2
116,9
126,6

127,1
1149
133,1
153,8

Morfolina

65,8
46,6
46,6

(48)

125,7
130,7
112,7
153,5
112,7
130,7

185,2
125,3
125,9

154,2
1151
112,9
154,2

Piperidina

47,9
24,9
23,9
24,9
47,9

(67)
Anel A
126,3
130,7
121,0
139,6
121,0
130,7
Carbonos olefinicos
187,2
119,2
135,8
Anel B

153,2
129,0
114,9
152,1
Substituintes
Imidazol

135,9
129,0
118,9

(68)

126,0
130,6
112,8
154,1
112,8
130,6

186,3
121,6
139,2

136,8
123,7
148,2
1244
129,4
133,8

Piperidina

48,0
24,9
23,9
24,9
48,0

(69)

134,2
128,2
125,4
152,8
125,4
128,6

187,7
124,8
127,3

157,2
115,8
112,7
157,2

t-butila
34,8
30,6 (3C)

(70)

138,0
129,1
128,3
146,0
128,3
129,1

190,3
122,9
1451

127,9
130,5
114,7
152,3
114,7
130,5

Fenila
140,4
127,5
128,3
129,1
128,3
127,5
40,3

(71)

137,4
129,3
127,4
145,5
127,4
129,3

190,2
120,0
144.8

128,4
130,5
114,7
162,0
114,7
130,5

Fenila
140,2
129,3
128,4
129,3
128,4
129,3

55,6
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Tabela 11 - Deslocamentos quimicos de RMN de *H em ppm dos compostos (72 a 79).

Compostos (& de *H(J, Hz))

Posicdes (72) (73) (74) (75) (76) 77) (78) (79)
Anel A
2 7,95 (d, 6,8) 8,00 (d, 8,0) 8,00 (d, 8,8) 8,16 (d, 8,4) - 8,32 (s) 8,00 (d, 8,4) 7,91 (d, 8,4)
3 7,29 (d, 6,8) 7,37 (d, 8,0) 6,90 (d, 8,8) 7,77 (d, 8,4) 7,44 (s) - 7,35(d, 8,4 7,78 (d, 8,4)
4 - - - - 7,31 (s) 7,24 (s) - -
5 7,29 (d, 6,8) 7,37 (d, 8,0) 6,90 (d, 8,8) 7,77 (d, 8,4) 7,31 (s) 7,89 (d, 8,0) 7,35 (d, 8,4) 7,78 (d, 8,4)
6’ 7,95 (d, 6,8) 8,00 (d, 8,0) 8,00 (d, 8,8) 8,16 (d, 8,4) 7,61 (s) 7,96 (d, 8,0) 8,00 (d, 8,4) 7,91 (d, 8,4)
Hidrogénios olefinicos
H-a 7,58 (d, 12,4) 7,77 (d, 15,6) 7,79 (d, 15,6) 7,83 (d, 15,2) 7,41 (s) 7,79 (d, 15,6) 7,78 (d, 15,6) 7,70 (d, 15,6)
H-B 7,51 (d, 12,4) 7,54 (d, 15,6) 7,51 (d, 15,6) 7,59 (d, 15,2) 7,35 (s) 7,73 (d, 15,6) 7,55 (d, 15,6) 7,56 (d, 15,6)
Anel B
2 - - - - - 7,61 (d, 8,4) - -
3 6,50 (d, 2,4) 6,84 (d, 3,6) 6,78 (d, 4,0) 6,78 (d, 4,0) 6,83 (d, 3,6) 6,95 (d, 8,4) 6,84 (d, 4,0) 6,87 (d, 4,0)
4 6,70 (d, 2,4) 7,38 (d, 3,6) 7,38 (d, 4,0) 7,38 (d, 4,0) 7,37 (d, 3,6) - 7,39 (d, 4,0) 7,39 (d, 4,0)
5 7,51 (s) - - - - 6,95 (d, 8,4) - -
6 - - - - - 7,61 (d, 8,4) - -
Substituintes
Metila Ciclohexila Piperazina Fenila Metila Metila N-butil -
CHs 2,52 (s, 3H) - - - 2,50 (s) 55,0 (s) - -
1” - 2,61 (s) - - - - 35,3 (s) -
2’ - 2,18 (s) 3,44 (s, 2H) 7,67 (d, 7,2) - - 32,8 (s) -
K - 1,89 (s) 1,69 (s, 2H) 7,50 (s) - - 21,9 (s) -
4 - 1,78 (s) - 7,44 (d, 7,2) - - 13,4 (s) -
5” - 1,89 (s) 1,69 (s, 2H) 7,50 (s) - - - -
6” - 2,18 (s) 3,44 (s, 2H) 7,67 (d, 7,2) - - - -
1,39 (m, 6H)) - - - - -
NH - 1,69 (s) - - - -

Resultados



Tabela 12 - Deslocamentos quimicos de RMN de C em ppm dos compostos (72 a 79).

Compostos (& de *3C)

Posicdes

"
>
3
&

O WNE

4’-SCHs
2’-CHs
4’-CHs
1"

OGN WN

(72)

134,6
129,0
125,2
1457
125,2
129,0

188,6
119,2
130,5

151,9
116,2
112,8
145,0

Metila
14,9

(73)

134,6
128,5
127,0
1529
127,0
128,5

187,7
124,8
127,3

154,1
112,8
115,8
154,1

Ciclohexila

44,3
33,6
26,3
25,6
26,3
33,6

(74)

125,7
130,8
112,7
153,5
112,7
130,8

185,2
125,3
125,9

154,2
1151
112,9
154,2

Piperazina

47,9
24,9
24,9
47,9

(75)
Anel A
135,4
128,0
126,9
145,9
126,9
128,0
Carbonos olefinicos
187.,6
124,6
128,0
Anel B

152,7

116,1

112,8

152,5
Substituintes

Fenila

139,2
127,1
128,6
127,6
128,6
127,1

(76)

137,3
131,4
127,9
131,1
128,7
125,3

193,0
115,7
128,2

152,5
116,1
112,8
137,6

Metila

20,2

(77)

136,9
139,9
94,0
140,8
129,8
127,1

188,5
118,6
145,1

126,9
130,0
1141
161,5
1141
130,0

Metila

55,0

(78)

134,4
128,5
128,5
149,2
128,5
128,5

187,7
127,3
124,6

152,8
112,7
115,8
152,8

Butila

35,3
32,8
21,9
13,4

Resultados
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Tabela 13 - Deslocamentos quimicos de RMN de *H em ppm dos compostos (80 a 87).

Compostos (& de *H(J, Hz))

Posicbes (80) (81) (82) (83) (84) (85) (86) (87)
Anel A
2 7,86 (s) 8,00 (d, 8,8) 8,03 (d, 8,8) 8,18 (s) 8,13 (s) 8,42 (d, 8,0) 7,95 (d, 8,4) 7,96 (d, 8,4)
3 - 6,90 (d, 8,8) 6,59 (d, 8,8) - - 8,05 (d, 8,0) 7,50 (d, 8,4) 7,55 (d, 8,4)
4 7,45 (s) - - 7,76 (8,0) 7,70 (d, 8,0) -
5 7,45 (s) 6,90 (d, 8,8) 6,59 (d, 8,8) 7,44 (t, 7,6, 7,39 (d, 8,0) 8,05 (d, 8,0) 7,50 (d, 8,4) 7,55 (d, 8,4)
8,0)
6’ 7,86 (s) 8,00 (d, 8,8) 8,03 (d, 8,8) 7,98 (d, 7,6) 7,93 (d, 8,0) 8,42 (d, 8,0) 7,95 (d, 8,4) 7,96 (d, 8,4)
Hidrogénios olefinicos
H-a 7,76 (d, 15,6) 7,58 (d, 15,2) 7,82 (d, 15,6) 7,69 (d, 15,6) 7,80 (15,6) 8,05 (d, 16,0) 7,77 (d, 15,6) 7,80 (d, 15,6)
H-B 7,55 (d, 15,6) 7,50 (d, 15,2) 7,52 (d, 15,6) 7,57 (d, 15,6) 7,35 (15,6) 7,94 (d, 16,0) 7,19 (d, 15,6) 7,52 (d, 15,6)
Anel B
2 - - - - 7,62 (d, 8,8) -
3 6,85 (d, 4,0) 6,50 (dd, 3,2) 6,77 (d, 4,0) 6,88 (d, 4,0) 6,95 (d, 8,8) 7,84 (d, 4,0) 6,72 (s)
4 7,39 (d, 4,0) 6,67 (d, 3,2) 7,38 (d, 4,0) 7,39 (d, 4,0) - 8,17 (d, 4,0) 6,34 (s) 7,88 (d, 4,4)
5 7,54 (m) - 6,95 (d, 8,8) - 7,00 (s)
6 - 7,62 (d, 8,8) -
Substituintes
Metila Piperidina Pirrolidina - Metila Imidazol t-butila t-butila
CHs 2,48 (s) - - - 3,87 (s) - 1,36 (s, 9H) 1,37 (s, 9H)
2’ - 3,40 (s) 3,42 (s, 4H) - - 9,80 (s) - -
K - 1,68 (s) 2,07 (s, 4H) - - 7,95 (d, 8,0) - -
4” - 1,68 (s) 2,07 (s, 4H) - - 8,42 (d, 8,0) - -
5” - 1,68 (s) 3,42 (s, 4H) - - - - -
6” - 3,40 (s) - - - - - -

Resultados
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Tabela 14 - Deslocamentos quimicos de RMN de *C em ppm dos compostos (80 a 87).

Compostos (& de 1°C)

Posicdes

"
>
3
&

O WNE

3’-CHs
4-OCHzs
1”

OGN WN

(80)

138,8
125,5
134,0
128,7
128,3
124,8

188,3
116,0
127,5

152,8
112,8
112,8
138,4

Metila
20,2

(81)

126,6
130,3
112,9
153,9
112,9
130,3

186,8
119,2
128,6

151,7
114,6
112,0
143,9

Piperidina

48,1
24,9
23,9
24,9
48,1

(82)

125,5
130,9
110,7
153,6
110,7
130,9

185,0
124,3
125,6

153,6
113,0
1149
1511

Pirrolidina

42,2
24,0
24,0
42,2

(83)

Anel A
138,5
131,2
123,9
136,0
128,4
126,7

Carbonos olefinicos
186,9
122,8
130,0
Anel B

152,3

116,5

112,7

151,9

Substituintes
-Br

(84)

139,9
131,0
122,5
1349
129,7
126,5

188,6
118,9
145,1

126,9
130,0
1141
161,5
1141
130,0

Metila

55,0

(89)

131,5
130,6
122,0
146,4
122,0
130,6

187,2
121,7
138,5

135,5
130,6
125,1
151,9

Imidazol

137,1
135,2
120,6

(86)

135,5
127,8
125,1
155,7
125,1
127,8

189,6
115,4
133,9

128,9
114,6
111,0
122,6

t-butila

34,6
30,7 (3C)

(87)

134,2
128,1
125,4
157,1
125,4
128,1

187.,8
124,6
146,1

134,0
128,7
129,1
151,6

t-butila

346
30,7 (3C)

Resultados
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Tabela 15 - Deslocamentos quimicos de RMN de *H em ppm dos compostos (88 a 96).

Compostos (& de *H(J, Hz))

Posicbes (88) (89) (90) (91) (92) (93) (94) (95) (96)
Anel A

2 7,95 (d, 8,0) 7,95 (d, 8,0) 7,99 (d, 9,2) 7,99 (d, 8,0) 799,84 800(d,80) 79(d, 80 8,13(d,8,0) 7,94(d, 8,0
3 7,34 (d, 8,0) 7,37 (d, 8,0) 6,93 (d, 9,2) 6,90 (d, 8,0) 752,84 734(d,80) 7,34(d,80) 7,54(d,80) 7,35(d,8,0)
4’ - - - - - - - -

5 7,34 (d, 8,0) 7,37 (d, 8,0) 6,93 (d, 9,2) 6,90 (d, 8,0) 752,84 734(d,80) 7,34(d,80) 7,54(d,80) 7,35(d,8,0)
6’ 7,95 (d, 8,0) 7,95 (d, 8,0) 7,99 (d, 9,2) 7,99 (d, 8,0) 799,84 800(d,80) 79(d,8,0) 8,13(d,8,0) 7,94(d, 8,0

Hidrogénios olefinicos
H-a 7,80 (d, 15,6) 7,79 (d, 15,2) 7,79 (d, 15,6) 7,78 (d, 16,0) 7,60 (d, 15,2) 7,76 (d, 16,0) 7,81 (d, 16,0) 7,84 (d, 16,0) 7,81 (d, 16,0)
H-B8 7,51 (d, 15,6) 7,52 (d, 15,2) 7,53 (d, 15,6) 7,68 (d, 16,0) 7,48 (d, 15,2) 7,56 (d,16,0) 7,53(d, 16,0) 7,24 (d, 16,0) 7,53 (d, 16,0)
Anel B

2 - - - 7,77 (d, 8,0) - - -

3 7,27 (d, 4,0) 7,27 (d, 4,0) 7,25 (d, 4,0) 8,25 (d, 8,0) 752(d,84) 684(d, 40 7,29(, 40) 694(d 4,0 7,28(d, 4,0
4 7,89 (d, 4,0) 7,88 (d, 4,0) 7,89 (d, 4,0) - 6,52 (s) 739(d,4,0) 789,40 7,17(d, 4,0) 7,90(d, 4,0)
5 8,25 (d, 8,0) 6,72 (s)

6 7,77 (d, 8,0)

Substituintes
N-butila Ciclohexil Morfolina Piperidina t-butila Metila Metila Imidazol Metila

CHs - - - - 1,37 (s, 9H) 2,56 (s) 2,57 (s) - 2,47 (s)
1” 2,71 (s, 2H) 2,61 (s) - - - - - -

2’ 1,65 (s, 2H) 1,89 (s,2H) 3,88 (d, 4,8, 2H) 3,41 (s, 2H) - - - 7,98 (s)

3 1,38 (s, 2H) 1,47 (s,2H) 3,38 (t, 4,8, 2H) 1,69 (s, 2H) - - - 7,38 (s)

4’ 0,95 (s, 3H)) 1,79 (s), 1,30 - 1,69 (s, 2H) - - - 7,19 (s)

(s)
5” - 1,47 (s, 2H) 3,38 (t, 4,8, 2H) 1,69 (s, 2H) - - - -
6” - 1,89 (s,2H) 3,88 (d, 4,8, 2H) 3,41 (s, 2H) - - - -
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Tabela 16 - Deslocamentos quimicos de RMN de *C em ppm dos compostos (88 a 96).

Compostos (& de *3C)

Posicdes

"
>
3
&

(88)

134,5
128,3
128,5
149,1
128,5
128,3

187,7
128,7
124,6

146,1
134,0
129,1
151,5

butila

35,3
32,8
21,9
13,4

(89)

134,0
128,4
126,9
154,0
126,9
128,4

187,7
124,7
134,6

146,1
128,7
129,1
151,5

Ciclohexila

44,3
33,6
26,3
25,6
26,3
33,6

(90)

130,4
130,4
112,9
154,1
1129
130,4

185,6
124,8
133,1

146,6
128,7
127,3
146,6

Morfolina
66,1
46,8
46,8
66,1

(91) (92)
Anel A
130,0 135,1
130,6 128,0
112,7 125,1
154,1 156,1
112,7 125,1
130,6 128,0
Carbonos olefinicos
186,2 188,7
125,6 119,0
141,3 129,9
Anel B
139,0 -
128,2 151,3
123,7 115,5
147,8 112,2
123,7 144,3
128,2 -
Substituintes
Piperidina t-butila
- 30,7 (3C)
48,0 -
24,9 -
23,9 34,7
24,9 -
48,0 -

(93)

132,9
128,7
124,7
146,6
124,7
128,7

186,6
1245
127,4

152,8
115,9
112,8
152,8

Metila
14,3

(94)

129,2
128,5
124,7
146,0
124,7
128,5

186,9
124,3
134,2

133,0
128,7
124,3
146,6

Metila
14,3

(95)

136,5
130,3
120,8
138,8
120,8
130,3

187,7
127,7
135,3

132,1
137,1
117,7
140,6

Imidazol

134,0
1311
119,9

(96)

134,5
128,7
129,6
144,6
129,6
128,7

188,1
125,0
134,7

134,5
129,5
129,1
146,4

Metila
21,7

Resultados
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4.3. Avaliacéo da atividade bioldgica

4.3.1. Atividade anti-TB em ensaios aerébicos (MABA) e anaerébicos (LORA)

Foram realizados ensaios de inibicdo de crescimento de cepas sensiveis de M. tb.
com trés heteroaril chalconas com atividade ja conhecida em MABA (TAWARI et al., 2010)
(46 a 48) e trinta aril e heteroaril chalconas inéditas, selecionadas pelo modelo de QSAR
(67 a 96). Os ensaios foram realizados com a finalidade de se avaliar o percentual de
inibicdo do crescimento de M. tb. H37Rv em condicdes aerdbicas (MABA) e em condicdes
anaerobicas (LORA) (Tabela 17). A validacdo do ensaio foi feita utilizando como controle
positivo cinco farmacos-padréao: RMP (3) (0,4 mM), INH (2) (0,8 mM), metronidazol (MET)
(100) (51,2 mM) (Figura 33), CAP (13) (3,2 mM) e SM (1) (1,6 mM) (Tabela 18).

OH

Ho
Hc\(b/hlf*
3 N —

WA

metronidazol
(100)

Figura 33 — Representacdo da estrutura quimica do metronidazol.

O MET foi usado neste ensaio para validacdo do ensaio nas condicfes aerdbia e
anaerobia. Em MABA, o MET nao apresenta atividade inibitoria no crescimento do M. tb.,
contudo em sistema anaerobio, o MET inibe o crescimento do M. th. H37Rv, sendo usado
como indicador para verificacdo se as culturas estdo em fase replicante (MABA) ou néo-
replicante (LORA) (FRANZBLAU et al., 1998).

O perfil de atividade das aril e heteroaril chalconas testadas neste estudo revelou
gue as nitroeteroaril chalconas demonstraram potente inibicdo do crescimento de M. tb.
H37Rv. Vinte e dois compostos (67), (69), (73-80), (83-85), (87), (88) e (93-96)
demostraram MIC <10 uyM no ensaio de MABA incluindo os compostos (46), (47) e (48) que
reproduziram os resultados publicados no estudo de Tawari et. al. (KATSUNO et al., 2015).
Entre estes vinte e dois compostos, foram identificados 12 potentes hits que inibiram o
crescimento de M. th. H37Rv em escala nanomolar em MABA (MIC <1 yM) e micromolar
em LORA (MIC =10 uM).
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Tabela 17 - Avaliacdo da atividade anti-TB in vitro em MABA, LORA, monoresisténcia a RMP ou INH, de espectro de atividade em microrganismos comensais e de seletividade em

células Vero (SI) dos compostos (46 a 48) e (67 a 96).

Concentracdo inibitéria minima (uM)

(46)
(47)
(48)
(67)
(68)
(69)
(70)
(71)
(72)
(73)
(74)
(75)
(76)
(77)
(78)
(79)
(80)
(81)
(82)
(83)
(84)
(85)
(86)
(87)
(88)
(89)
(90)
(91)
(92)
(93)
(94)
(95)
(96)

MABA
2,5040,62
0,81+0,02
3,42+0,43
1,05+0,29

>10
0,35#0,11
>10
>10
>10
0,81+ 0,04
0,27+0,06
3,91+1,95
0,57+0,01
4,90+1,83
1,31+1,01
0,6 +£0,34
1,27+0,04
>10
>10
1,32+0,45
8,54 + 2,07
0,19+ 0,15
>10
0,22+0,13
0,54+0,31
>10
>10
>10
>10
0,66+0,06
0,45+0,20
9,29+0,45
1,87+0,31

LORA
6,76+0,08
9,85+2,93

10,91+3,27
6,94+0,05
>10
>10
>10
>10
>10
3,33+0,72
9,67+2,63
3,18+0,04
4,59+0,01
>10
4,21+0,22
4,12+0,14
4,75+0,18
>10
4,30+0,00
5,65+2,22
8,20+1,60
1,73+0,21
>10
4,18+0,55
5,56+0,66
5,75+0,01
>10
>10
>10
5,07+1,03
5,96+2,47
9,75+0,63
2,05+0,37

rRMP
0,76+0,10
0,55+0,02
0,07+0,04
1,19+1,02

0,29+0,16

1,12+0,03
0,76+0,08
3,45+1,05
1,08+0,04
8,31+1,01
4,70+0,45
1,18+0,25
3,78+1,31

1,88+0,30
9,28+2,01
0,60+0,19

0,14+0.01
0,48+0,00

0,24+0,07
0,14+0,03
8,89+2,03
1,21+0,01

riINH

0,58+0,02

0,11+0,07
<0,03

1,44+1,05

0,22+0,14

1,23+0,06
0,19+0,04
0,29+0,08
1,07+0,03
7,75+0,08
2,23+1,02
1,08+0,09
1,93+0,08

1,12+1,98
4,94+1,92
0,30+0,06

0,15+0,05
0,31+0,02

0,80+0,06
0,22+0,01
9,03+1,80
0,96+0,04

C. albicans
4,93+2,10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
6,36%0,09
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10

E. coli

>10
>10
>10
3,18+1,10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
8,31+0,35
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10

S.aureus
0,36+0,11
1,19+0,46
>10
0,34+0,10
>10
>10
>10
1,18+0,40
>10
>10
>10
>10
1,09+0,08
7,75+0,11
2,23+0,00
>10
2,23+0,00
>10
>10
1,68+0,29
>10
0,28+0,30
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
0,58
>10
>10
>10

M. smegmatis

7,12+0,06
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
9,50+0,01
>10
>10
4,62+1,49
>10
>10
>10
4,84+0,10
>10
4,39+0,05
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
4,81+0,10
>10
>10
>10

Sl
ND
123
ND

94
ND
284
ND
ND
ND
122
359

25
41

20

57
166
43
ND
ND
52

11
225
ND
454
81
ND
ND
ND
ND
61
222
ND
ND
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Tabela 18 - Avaliacdo da atividade anti-TB in vitro em MABA, LORA, monoresisténcia a RMP ou INH, de espectro de atividade em microrganismos comensais e de seletividade em

células Vero (SI) dos compostos padréo.

Concentragdo inibitéria minima (UM)

RMP (3)

INH (2)

MET (100)

CAP (13)

SM (1)

CLF (105)

AmphB (103)

KETO (104)

AMP (101)

GENT (102)

MABA
0,05

0,41

>512

0,99

<0,06

LORA
0,19

>256

31,49

3,67

0,23

rRMP

>1

riNH

>5

C. albicans

0,85

<0,004

E. coli

19,21

3,09

S.aureus

1,18

0,25

M. smegmatis

>100

>100

0,47

17,77

Sl
>100

CLF: clofazimina; AmphB: anfotericina B; KETO: cetoconazol; AMP: ampicilina; GENT: gentamicina
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O hit mais potente da série foi o0 composto (85), que apresentou atividade inibitéria
em MABA de 0,19 uM, seguido dos compostos (87) e (74) com MICs em MABA de 0,22 e
0,27 UM, respectivamente. Estes compostos exibiram atividade inibitoria superior a do
farmaco-padrédo INH (2) (0,41 uM). Em LORA, os resultados de atividade inibitoria para
estes compostos foi de 1,73 pM, 4,18 uM e 9,76 uM, respectivamente.

A substituicdo do grupo nitro pelo atomo de cloro no hit (95) revelou atividade
inibitéria de 9,29 uM em MABA e 9,75 pM em LORA, exibindo inibicdo em MABA inferior
aos compostos nitroeteroaril chalconas.

Os compostos (70), (71) e (72) inativos no modelo QSAR consenso, foram testados
para validar experimentalmente o reconhecimento de composto ativos e inativos pelo
modelo de predicdo. Os resultados demonstram que estes compostos ndo exibiram
capacidade de inibir satisfatoriamente o crescimento do M. tbh. H37Rv em MABA e em
LORA.

O composto (90) revelou-se incapaz de inibir o crescimento M. tbh. H37Rv nos testes
de MABA e LORA, apesar ser bioiséstero do hit (47) e possuir consenso entre os modelos
de QSAR de 90% como ativo.

Duas aril chalconas, (77) e (84), demonstraram atividade inibitéria contra M. tb.
H37Rv em MABA (MIC = 4,90 uM e 8,54 uM respectivamente). Entretanto, somente o (83)
foi ativo também no ensaio de LORA (8,02 uM).

Os compostos (72), (81), (86) e (92) foram inativos no ensaio de MABA e LORA,
revelando a necessidade do grupo nitro estar ligado ao anel heteroarila. Os compostos com
maior inibicdo sobre o crescimento foram o (72) e (86) que inibiram cerca de, 55% do
crescimento em MABA e LORA.

Os vinte e dois 22 hits identificados no perfil inibitério nos ensaios de MABA e LORA
foram testados para a determinacéo do perfil de inibicdo do crescimento de cepas de M. tb.
H37Rv modificadas com monoresisténcia a RMP (mMRMP) ou INH (mINH). Como pode ser
observado na Tabela 17, os vinte e dois hits exibiram potente atividade inibitoria (MIC <10
UM) tanto em cepas com resisténcia a RMP, quanto em cepas com resisténcia a INH. Dez
hits demonstraram perfil de atividade inibitéria em escala nanomolar (MIC <1 pM) para as

duas cepas.
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4.3.2. Citotoxicidade em células Vero

Diante do protocolo do ITR, avaliou-se a citotoxicidade em células Vero para testar
a seletividade dos compostos que foram ativos nos ensaios de MABA e LORA. Estas
células sdo usadas por serem de facil manuseio, possuir caracteristicas de parénquima
hepéatico e por conter varias enzimas responsaveis pela ativacdo de diversos xenobioticos
(SENTHILRAJA; KATHIRESAN, 2015). Assim, dezoito compostos (47), (67), (69), (73 a
80), (83 a 85), (87), (88), (93) e (94) foram testados em linhagens de células de rim de
mamiferos (Vero cell) na concentracdo de 10 mM. Utilizou-se como controle positivo a RMP
também em concentracdo de 10 mM. Como pode ser observado na Tabela 17, o indice de
seletividade (SI, selectivity index) desses compostos demonstrou que todos os hits testados
foram mais seletivos para M. tb. H37Rv do que para células de mamiferos, na concentracdo
testada. Destacam-se 0s compostos que apresentaram os melhores valores de Sl, sendo
0 (87) (Sl = 454), (74) (359), (69) (284) e (85) (225), ou seja, sao 200 a 400 vezes mais
potentes em M. tb. H37Rv do que em células de mamifero.

4.3.3. Avaliagao do espectro de atividade

Investigou-se também a atividade dos compostos frente a quatro cepas comensais;
E. coli, S. aureus, C. albicans e M. smegmatis (Tabela 17) e seis cepas de NTMs; M.
abscessus, M. chelonae, M. marinun, M. avium, M. kansasii e M. bovis (Tabela 19).
Observou-se que o0s compostos testados foram mais seletivos para M. th. H37Ry,
apresentando espectro de atividade reduzido. Em geral os compostos foram inativos (MIC
>10uM) entretanto, os compostos (46), (47), (67), (71), (76), (78 a 80), (83), (85) e (93),
exibiram MICs de 0,28 — 2,23 uM contra S. aureus.

A validacao destes ensaios foi feito utilizando com os farmacos-padrdo ampicilina
(AMP) (101) e gentamicina (GENT) (102) para E. coli e S. aureus, anfotericina B (AmphB)
(103) e cetoconazol (KETO) (104) para C. albicans e RMP (3), INH (2), CLF (105) e SM (1)

para M. smegmatis (Figura 34).
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Figura 34 — Representagao das estruturas quimicas dos farmacos-padrao usados na validagéo do ensaio de espectro de

atividade.

No ensaio de inibicdo contra NTMs os compostos (46), (73 a 79), (83 a 85), (87 a
89), (93), (94) e (96) demonstraram amplo espectro exibindo MICs <10 uM contra M. avium,

M. kansasii e M. bovis.

Os compostos foram testados a partir de uma solucéo estoque de concentracéo igual

a 1 mg/mL e validados com farmacos-padréo: rifampicina (RMP) (3) (0,4 mM), isoniazida
(INH) (2) (0,8 mM), canamicina (KM) (11) (10 mM), clofazimina (CLF) (105) (5 mM).

Tabela 19 - Avaliagdo do espectro de atividade em cepas de micobactérias ndo tuberculose (NTMs), demonstrada em

MIC (UM).
Concentragdo inibitoria minima (uM)

Cédigo M. abscessus M. chelonae M. marinum M. avium M. kansasii M. bovis
(46) >10 >10 >10 3,45+0,08 1,57+0,07 0,23+0,03
(47) >10 >10 >10 >10 >10 1,85+0,02
(48) >10 >10 >10 >10 >10 >10
(67) >10 >10 >10 >10 7,42+0,40 >10
(68) >10 >10 >10 >10 >10 >10
(69) >10 >10 >10 >10 >10 >10
(70) >10 >10 >10 >10 >10 >10
(71) >10 >10 >10 >10 >10 >10
(72) >10 >10 >10 >10 >10 >10
(73) >10 >10 >10 1,67+0,14 0,29+0,00 0,21+0,04
(74) >10 >10 >10 2,73+0,19 0,49+0,05 0,59+0,02
(75) >10 >10 >10 1,27+0,07 0,49+0,00 0,59+0,02
(76) >10 >10 >10 3,04+0,05 1,16+0,00 0,27+0,00
77) >10 >10 >10 9,64+0,03 9,40+0,24 9,47+0,37
(78) >10 >10 >10 3,07+0,18 0,58+0,01 0,36+0,03
(79) >10 >10 >10 2,38+0,03 0,59+0,01 2,57+3,30
(80) >10 >10 2,3940,12 1,92+0,08 0,49+0,40 >10
(81) >10 >10 >10 >10 >10 >10
(82) >10 >10 >10 >10 0,39+0,08 2,18+0,08
(83) >10 >10 >10 2,95+0,63 1,65+0,75 0,18+0,03
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Continuacado da Tabela 19 - Avaliacdo do espectro de atividade em cepas de micobactérias ndo tuberculose (NTMs),

demonstrada em MIC (uM).

Concentragdo inibitéria minima (UM)

Cédigo M. abscessus M. chelonae M. marinum M. avium M. kansasii M. bovis
(84) >10 >10 >10 9,82+0,22 9,21+0,08 9,38+0,29
(85) 4,70+0,00 1,63+0,04 >10 2,10+1,31 0,56+0,03 0,23+0,03
(86) >10 >10 >10 >10 >10 >10
(87) >10 >10 >10 1,08+0,56 0,92+0,28 0,50+0,00
(88) >10 >10 >10 2,14+1,10 1,73+0,76 1,64+1,07
(89) >10 >10 >10 5,99+2,03 9,26+0,07 2,38+2,50
(90) >10 >10 >10 >10 8,27+0,40 9,12+0,16
(92) >10 >10 >10 >10 >10 >10
(92) >10 >10 >10 >10 >10 >10
(93) >10 4,66+0,01 >10 1,39+0,21 0,30+0,01 0,26+0,01
(94) >10 >10 >10 6,89+1,37 3,86+0,72 0,56+0,01
(95) >10 >10 >10 >10 9,17+0,00 9,52+0,07
(96) >10 >10 >10 2,30+0,00 1,54+0,47 0,98+0,00

RMP (3) 3,78 >4 >4 0,12 0,13 <0,01

INH (2) >100 >8 >8 >8 >8 3,79

KM (11) 12,80 46,00 47,60 491 17,75 2,79

CLF (105) 0,84 0,32 3,09 <0,02 0,108 0,09

RMP: rifampicina; INH: isoniazida; KM: canamicina; CLF: clofazimina
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5 Discussao

O estudo de SAR foi desenvolvido como etapa inicial do planejamento de novas
chalconas com atividade antituberculose, utilizando o fingerprint molecular MACCS keys e
coeficiente de Tanimoto na plataforma KNIME, a fim de verificar a similaridade estrutural
entre os compostos do conjunto de dados reportado na literatura. Os resultados obtidos
nessa analise foram importantes para elucidar quais as principais caracteristicas que um
composto derivado do scaffold das chalconas deveria apresentar para possuir atividade
contra TB. Artigos que empregam a analise de SAR para otimizar a estrutura de chalconas
anti-TB usando modelos de QSAR-3D (CoMFA e CoMSIA) (SIVAKUMAR et al., 2007), e
analise visual (CHIARADIA et al., 2012; KONIECZNY et al., 2007; LIN et al., 2002) foram
encontradas na literatura. Contudo, o estudo de SAR reportado nestes artigos nédo foi usado
no planejamento inicial da série de compostos a ser avaliada, mas na etapa final a partir
dos resultados de avaliacdo biolégica in vitro.

Os modelos de QSAR desenvolvidos a partir da combinagdo de fingerprints
moleculares e métodos de aprendizado de maquina, foram validados para classificar os
compostos planejados. A geracao de modelos de QSAR robustos e preditivos depende do
uso de um conjunto de dados com adequada distribuicdo e diversidade estrutural dos dados
de atividade biologica entre o conjunto treinamento e teste. Verificou-se a preditividade e a
robustez dos modelos a partir dos valores dos parametros obtidos e apresentados nas
Tabelas 2 e 3, tanto para os modelos individuais quanto para o modelo de consenso

Diversos grupos de pesquisa reportam a utilizacdo da estratégia de QSAR para
planejar compostos com atividade anti-TB (JOSHI et al., 2014; KHUNT et al., 2012; KHUNT;
KHEDKAR; COUTINHO, 2013; KUMAR et al.,, 2013; MOHAN KRISHNA et al.,, 2014;
PANCHOLIA et al., 2016). Em geral, estes trabalhos reportam a utilizagdo de métodos de
QSAR-3D. Trabalhos que combinam métodos de aprendizado de maquina e descritores
moleculares para planejamento e descoberta de novos agentes anti-TB também sao
encontrados na literatura, e alguns deles com elevada taxa de acerto na identificacéo de
hits (EKINS et al., 2013, 2016; MARTINS et al., 2014), demonstrando a eficiéncia desta
abordagem no planejamento de novos compostos. A principal diferenca dos trabalhos
citados com este trabalho é que os modelos foram gerados para identificar compostos

ativos e inativos partindo do scaffold de chalconas, limitando o espaco quimico, mas
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também, apresentando uma taxa de acerto elevada na identificacdo de hits, corroborando
com os trabalhos supracitados.

A integracéo entre o planejamento computacional e as abordagens experimentais se
iniciou na sintese organica. Os métodos de sintese empregados neste trabalho
demonstraram eficiéncia para a sintese dos compostos planejados, entretanto, observou-
se também algumas falhas principalmente na metodologia de catalise acida que serao
discutidas a seguir.

Na catalise acida o método de isolamento e o processo de purificacdo diminuiram a
eficiéncia da sintese, pois a evaporacdo do solvente a pressao reduzida aumentou a
concentragéo do catalisador H2SO4, reduzindo o rendimento da reagéo. Esta metodologia
de sintese foi a mesma utilizada por Tawari e colaboradores (SARAVANAMURUGAN et al.,
2004), que reportaram baixo rendimento para o composto (48), de 42%. Neste trabalho o
rendimento obtido para 0 mesmo composto foi ainda menor, cerca de 17%, corroborando
com dados da literatura o qual o uso de catalisadores acidos como acido sulfarico e
cloridrico reduzem o rendimento reacional.

Para testar esta hipétese, foram avaliadas diferentes condi¢cfes de sintese, mas a
principal modificacdo foi o processo de isolamento, substituindo o metanol por agua para
precipitagdo do produto. Utilizando este processo, o rendimento foi de 87%, o que
aumentou em 2,35 vezes o rendimento inicial, demonstrando que o0 uso da agua ainda se
mostra mais vantajoso para o isolamento. Nas cinco condicfes testadas, variou-se 0s
parametros de concentracdo do catalisador, temperatura, concentracdo de reagentes de
partida e uso de reator de micro-ondas. A reducdo da quantidade de catalizador, assim
como a reacao em temperatura ambiente (37 °C), foram capazes de aumentar o rendimento
da reagcdo para 56 e 64%, respectivamente (Tabela 7). Entretanto, o aumento da
concentracdo dos materiais de partida e de catalisador em cinco vezes nao provocou
aumento significativo do rendimento (40%), mesmo usando o método de precipitacdo e
isolamento em agua a baixa temperatura.

O uso do aparelho de micro-ondas néo trouxe vantagem com relacao ao rendimento,
gue foi 0 mesmo obtido antes da alteracdo dos parametros de isolamento e de temperatura
(37%), mas o ganho de tempo mostrou-se vantajoso, reduzindo para duas horas o tempo
reacional, comparado a vinte horas para o método de refluxo. Em estudos publicados na
literatura, a sintese em micro-ondas elevou tanto o rendimento quanto diminuiu o tempo de
reacao (KAKATI; SARMA, 2011; RAYEES AHMAD et al., 2016).

Finalizada a sintese dos compostos selecionados, foi realizada a validagao

experimental in vitro das aril e heteroaril chalconas planejadas a partir dos estudos de SAR
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e QSAR. Os ensaios para a avaliacdo da atividade anti-TB (MABA e LORA) séao
preconizados pela organizacdo GHIT como critério para descoberta de novos protétipos
para TB. Estes ensaios mimetizam as condi¢cdes de replicacdo (MABA) e de laténcia
(LORA) do M.tb in vivo. Diante dos resultados experimentais promissores observados na
Tabela 17, demonstrou-se que a integracdo entre abordagens computacionais e
experimentais para identificacédo de hits anti-TB é vantajosa.

No entanto, alguns pontos devem ser discutidos para melhor compreensdo dos
resultados. Na Tabela 5, o composto (82) foi 0 Unico da série predito com classificacdo de
100% no consenso como ativo, e no ensaio experimental foi inativo em MABA. Em LORA,
(82) exibiu atividade inibitéria, que pode ser explicada pela presenca de nitroeterociclo, visto
gue assim como o MET, esses compostos apresentam comportamento de atividade
inibitéria em sistemas anaerdbicos. No estudo reportado por Rakesh e colaboradores, os
autores avaliaram atividade anti-TB de nitrofuranos pentaciclicos em cepas nao-replicantes
em sistema anaerobicos e compararam os resultados de inibicdo com nitroimidazoéis com
atividade conhecida contra TB (PA-824) (106) (Figura 35) e Delamanida (22)) (RAKESH et
al., 2014). J& os compostos (83), (86) e (94) foram ativos quando testados
experimentalmente, no entanto o modelo por consenso classificou esses compostos com
chance de 40% de ser ativos. Ainda assim, a taxa de acerto geral foi bem elevada,
corroborando com os resultados estatisticos do modelo de consenso (CCR = 77%, Se =
79% e Sp = 74%).

PA-824
(106)

Figura 35 — Representacdo da estrutura quimica do composto PA-824.

A andlise da atividade do composto (90) (Tabela 17) revelou que este foi incapaz de
inibir o crescimento M. tb. H37Rv nos ensaios de MABA e LORA, apesar de ter sido
classificado como ativo pelo modelo de QSAR, com probabilidade de 90%, e ainda, de ser
bioiséstero do composto (47), um dos dez compostos mais ativos experimentalmente. Este

resultado se mostra ainda mais surpreendente quando comparamos 0s nitrotiofenos
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identificados como ativos neste estudo (85), (87), (88), (94) e os reportados no estudo de
Hartkoorn e colaboradores (HARTKOORN et al., 2014), em que o0s 5-nitrotiofenos exibiram
maior potencial de inibicdo em M. tb. replicantes e nao replicantes. Uma possivel explicacao
para este resultado pode estar nas propriedades eletrbnicas do anel tiofeno quando
comparado ao anel furano, do seu bioiséstero (47). O anel tiofeno possui seis elétrons T,
como demonstrado na Figura 36. O anel tiofeno € estabilizado por uma energia de
ressonancia igual a 122 kJ mol%, valor de energia préximo ao do anel benzeno que é de
150 kJ mol?, o que confere maior estabilidade e menor reatividade ao anel tiofeno quando
comparado ao anel furano, que possui energia de ressonancia de 68 kJ mol?, exibindo

maior reatividade demonstrando maior dissimilaridade ao anel benzeno (JOULE, 2014).

Par de elétrons livre que
compde o sexteto aromatico

' 9 \0 Par de elétrons livre que nao
«—— compde o sexteto aromatico
O 0 3°
O

Tiofeno com 6 elétrons  aromaticos

t/ \S > 1/ VS 1—»_[ ‘VS +—> [\+\> > l\+ N -
S S S S S
Figura 36 — Demonstracao dos seis pares de elétrons 1 e aromaticidade do anel tiofeno.

A similaridade eletrdnica do anel tiofeno comparada ao benzeno pode ter resultado
na perda ou reducao da atividade anti-TB ja que, quando substituidas por benzeno no anel
B das chalconas, este gerou perda ou auséncia de atividade. Essa analise pode ser também
evidenciada atraves do estudo de blindagem magnética dos anéis furano, pirrol e tiofeno,
feito por Horner e Karadakov (HORNER; KARADAKOV, 2013). Os autores demonstram
essa diferenca na aromaticidade e que os atomos de carbono ligados aos atomos
eletronegativos do heterociclo estdo menos blindados, tornando-os mais suscetiveis a
reatividade. Sendo o furano um anel mais reativo devido ao maior desblindamento dos seus
atomos de carbono, isso explicaria a maior atividade do composto (47) e a auséncia de

atividade do composto (89).
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Ensaios complementares de atividade foram realizados, como o de atividade em
cepas resistentes contra RMP e INH, ensaios de citotoxicidade (atividade em células de
mamiferos) e de espectro de atividade em outras cepas de microrganismos. O protocolo do
ITR-UIC utiliza esses ensaios para excluir compostos ativos em M.th. que tenham baixa
seletividade e compostos inativos contra cepas resistentes. Os compostos planejados neste
trabalho se mostraram ativos contra cepas sensiveis tanto em MABA quanto LORA, e
também se mostraram ativos contra cepas resistentes a RMP ou INH e elevada seletividade
perante os ensaios de citotoxicidade e espectro de atividade. O amplo espectro de atividade
dos compostos em cepas do complexo Mycobacterium, mais especificamente nas espécies
M. avium, M. kansasii e M. bovis, se mostrou vantajoso tendo em vista que essas
micobacterioses sdo também infec¢bes pulmonares (LIMA, 2014).

A partir dos resultados obtidos na avaliagdo biolégica, uma nova andlise de SAR
pode ser realizada, comparando os quatro hits mais promissores (74), (85), (87) e (93)
identificados neste trabalho, com os dois hits iniciais utilizados no planejamento (46 a 48),
trés compostos inativos do conjunto de dados (107 a 109), e aos farmacos de primeira
escolha (2, 3, 9 e 10) e farmacos usados no tratamento de pacientes com cepas resistentes
(21 e 22). Como os resultados foram similares entre os compostos (74) e (93), e entre (85)
e (87), somente os esquemas de (74) e (87) serdo demonstrados nesta discussédo. Os
outros dois (93) e (85) estdo demonstrados nos anexos 132 e 133.

Com essa analise, foi possivel comparar os compostos identificados neste trabalho
com outros ja descritos ou utilizados na terapéutica, através de similaridade estrutural
utilizando o coeficiente de Tanimoto. Pode-se observar na Figura 37 que o hit (74) (verde)
nao possui elevada similaridade estrutural (Tanimoto <0,7) com nenhum dos compostos
inativos do conjunto de dados, nem mesmo aos farmacos de primeira escolha e usados

contra cepas resistentes (vermelho).
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Figura 37 — Mapa radial de similaridade do hit (74) comparado com compostos ativos e inativos do conjunto de dados, e
ainda com farmacos de primeira escolha e farmacos utilizados em cepas resistentes.

Ao observar a Figura 38, o hit (87) também apresenta essa dissimilaridade, e mais
ainda para os compostos mais ativos do conjunto de dados. Isso demonstra que, apesar de
serem bioisosteros, os anéis furano e tiofeno séo dissimilares, corroborando com a literatura
gue reporta que o anel tiofeno € mais similar ao anel benzeno eletronicamente, bem como
o t-butila é dissimilar a piperidina, bromo e morfolina (CLAYDEN et al., 2001). A baixa
similaridade dos hits identificados neste trabalho com outros ja reportados e com farmacos
gue estdao em uso clinico é importante pois representa que estes compostos podem ser

novos scaffolds para o tratamento de cepas sensiveis e resistentes de TB.
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Figura 38 - Mapa radial de similaridade do hit (87) comparado com compostos ativos e inativos do conjunto de dados, e
ainda com farmacos de primeira escolha e farmacos utilizados em cepas resistentes.

Buscando atender ao maximo os critérios propostos pelo GHIT para descoberta de
farmacos para TB (KATSUNO et al., 2015), os compostos foram submetidos ao servidor
pred-hERG desenvolvido no LabMol (http://labmol.farmacia.ufg.br/predherg) que faz a
predicdo da propriedade de bloqueio do canal hERG, um importante anti-alvo a ser
considerado no processo de planejamento de farmacos (BRAGA et al., 2015). A tabela com
os resultados dessa predicdo esta apresentada nos anexos (Anexo 134). Essa avaliacao
demonstrou que nenhum dos compostos planejados foram preditos como bloqueadores da
hERG, sugerindo que estes compostos tenham baixa cardiotoxicidade.

Uma das principais barreiras no desenvolvimento de farmacos séo propriedades
farmacocinéticas (ADME) inadequadas. O metabolismo tem papel crucial para a pesquisa
e desenvolvimento de novos farmacos para a TB. Isto porque a co-infeccdo com o HIV é
um dos principais motivos que causa o aumento da incidéncia e da mortalidade da TB em
todo o mundo, devido a imunossupressao provocada pelo HIV. Como o tratamento para as
duas doencas € feito a partir de complexos esquemas terapéuticos, a interacéo

medicamentosa a nivel de metabolismo torna-se inevitavel. O caso mais classico de
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interacdo € o da RMP que € indutor enzimatico do citocromo 3A4 (CYP3A4) com
antirretrovirais inibidores de proteases, e.g. indinavir, saquinavir e ritonavir que inibem a
CYP3A4. Se esses farmacos forem co-administrados, podem aumentar o risco de
hepatotoxicidade, tendo em vista que ambos tratamentos sdo de longa duracéo
(RATHBUN; LIEDTKE, 2011). Para verificar essa condicdo de potencial inibicdo das
enzimas do complexo citocromo P450, os compostos planejados foram submetidos a
modelos de QSAR de predicdo de CYP, desenvolvidos e validados no LabMol. A tabela
com os resultados dessa analise esta reportada anexos (Anexo 135). Como pode ser
observado, a maioria dos compostos ndo foi classificada como inibidor de CYP450.
Contudo, o hit (85) foi predito como inibidor de CYP3A4 e 0 mesmo se repetiu para seus
bioisosteros (67 e 95). Isso pode ser explicado pela presenca do anel imidazélico na
posicao 4’ do anel A, visto que outros farmacos imidazélicos antifungicos também inibem a
enzima CYP3A4. Sendo o (85) um dos hits mais promissores em atividade, assim como na
predicdo do bloqueio da hERG, sugere-se a validacdo experimental das propriedades
ADMET, pois em caso de confirma-lo como inibidor, pode-se planejar a otimizacéo
buscando reduzir a inibicdo da CYP.

Outras propriedades ADMET gue devem ser levadas em consideracdo € a absorcao
e a distribuicdo, principalmente para os compostos (67), (74) e (85). Isso porque estes
compostos podem sofrer protonacdo devido ao pH do meio fisiolégico. Diante dos
resultados de Log D calculados no software MarvinSketch v.16.5.2, ChemAxon, Budapest,
Hungary (http://www.chemaxon.com)) que faz predicao in silico de LogD em pH 7,4, os
compostos se apresentaram na forma nao-ionizada, possuindo boa absorcéo e podem ser
amplamente distribuidos no plasma.

Apesar dos compostos mostrarem-se seguros perante ao ensaio de citotoxicidade
em células de mamifero, com SI>10 para todos 0S compostos mais potentes,
guestionamentos a respeito da toxicidade destes compostos foram levantados
exaustivamente. A justificativa esta no fato de que esses compostos apresentam dois
grupos reportados na literatura como alertas de toxicidade (Figura 39), o grupo nitro e o

grupo aceptor (adutor) de Michael.
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Figura 39 — Representacdo da estrutura geral de nitroeteroaril chalconas, destacando os grupos adutor de Michael e
nitro, considerados como alertas de toxicidade.

Zenger et. al. (2015) publicaram trabalho de relacdo estrutura-toxicidade de
chalconas, em que dezenove chalconas hidroxiladas e metoxiladas foram testadas em
ensaios de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium]), HCS (do
inglés High Content Screening), citocromo C, analise de DNA e ciclo celular. Os resultados
demonstraram que o grupo aceptor de Michael tem importante papel na proliferagéo celular,
na reducdo da massa mitocondrial e no citocromo C, resultando em elevada toxicidade
(ZENGER et al., 2015). Estes ensaios podem ser aplicados a série planejada em nosso
trabalho, na tentativa de avaliar nivel de dano celular, ja que a metodologia usada para
determinacao da citotoxicidade em células de mamiferos foi qualitativa, avaliando apenas
o ICso. Entretanto, como ja discutido, as células Vero apresentam morfologia semelhante a
de paréngquima hepatico, demonstrando que na concentracdo testada estes compostos
apresentaram seguranca.

O grupo nitro € outro alerta de toxicidade também descrito na literatura, devido a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio que interagem com o DNA, levando a
subsequente inibicdo de acidos nucléicos, proteinas e efeito mutagénico (PATTERSON;
WYLLIE, 2014). Entretanto, sdo varios os exemplos de classes de farmacos utilizados na
clinica que apresentam o0 grupo nitro, e.g. antianginosos, anti-hipertensivos,
anticoagulantes, analgésicos narcoticos, anti-inflamatarios, antineoplasicos,
antiparasitarios e antibacterianos.

O sucesso do tratamento antibacteriano com compostos com grupo nitro pode ser
evidenciado no esquema terapéutico e.g. metronidazol (7 dias, 400 mg, 2x ao dia) (100),
secnidazol (dose unica 2000 mg) (110), tinidazol (2 g, por 3 dias) (111), cloranfenicol (112),
nitrofurantoina (113) (7 dias, 100 mg, 2x ao dia) e oxamniquina (114) (dose Unica, 1000
mg), pois o curto tempo de tratamento e a concentragdo usada evita a toxicidade, a menos

gue o paciente apresente hipersensibilidade a estes farmacos (Figura 40).
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Figura 40 - Representagdo de estruturas quimicas de nitrocompostos antimicrobianos usados na terapéutica.

A identificacao preliminar de compostos interferentes em ensaios, PAINS (do inglés,
Pan Assays Interference Compounds), é essencial para garantir que 0s compostos estdo
apresentando atividade realmente na célula ou no alvo em estudo, e ndo devido a uma
atividade inespecifica ou promiscua (BAELL; HOLLOWAY, 2010; BAELL; WALTERS,
2014). Modelos in silico para identificacdo de PAINS, desenvolvidos no LabMol, também
foram usados para identificar se os compostos planejados poderiam ser PAINS. A tabela
com estes resultados encontra-se nos anexos (Anexo 134). Observou-se que nenhum dos
compostos foi identificado como PAINS. O grande painel de perfil de atividade observado
das chalconas, dentre elas atividade anti-TB, pode em parte ser justificado pela
conformacéo 1,3-sinplanar entre a carbonila e o alceno, o que facilita a reatividade pela
estabilizacdo dos estados de transi¢éo do nucledfilo. Dessa forma e conforme previsto pelo
modelo de filtro de PAINS, a atividade observada das chalconas neste trabalho néo é
devido a uma atividade interferente, ou inespecifica. Além disso, recentes discussdes tém
sido levantadas a respeito do uso de alertas estruturais, pois estes sdo construidos com
base na identificacdo de fragmentos e ndo com a molécula como um todo. Assim, estes
filtros podem ser muito restritivos e podem excluir estruturas de compostos promissores
(CAPUZZI; MURATOV; TROPSHA, 2017).

Como ja reportado na literatura, as chalconas possuem atividade anti-TB (GARCIA
et al., 2012; RAKESH et al., 2014; TAWARI et al., 2010), bem como compostos derivados
de nitrofuranos (ABDEL-AZIZ et al., 2015) e nitrotiofenos (HARTKOORN et al., 2014). A
hibridacdo destes dois scaffolds (chalconas + nitrofuranos ou nitrotiofenos) se mostrou
vantajosa para obtencdo de compostos com atividade anti-TB, quando comparamos com
os trabalhos que reportam chalconas de estrutura classica, ou somente nitrofuranos ou

nitrotiofenos ligados a outros grupos estruturais, com atividade anti-TB. Quando
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observamos a mesma combinacdo reportada no trabalho de Tawari e colaboradores
(TAWARI et al., 2010), a série de nitroeteroaril chalconas mostrou-se potente na inibicdo
do crescimento do M. tb. H37Rv no ensaio de MABA e seletiva no ensaio em células Vero,
com quatro compostos mais ativos que a INH (2). Contudo, o éxito deste projeto em
encontrar hits ativos contra M. th. em relacdo ao trabalho de Tawari e colaboradores esta
na ampliacdo do espago quimico, o que permitiu explorar uma maior variagcdo estrutural
devido a estratégia de planejamento usada, direcionando a sintese de compostos preditos
pelo modelo QSAR como ativos, resultando em maior eficiéncia no planejamento.

Diante da proposta da TBalliance para reducédo do tempo de tratamento da TB de
seis meses para sete dias em pacientes com DS-TB e da recente aprovacao de farmacos
nitroeterociclos, como a delamanida (22), para uso clinico contra a TB, além de todos os
pontos discutidos anteriormente, € possivel sugerir que as chalconas planejadas e

descobertas neste trabalho sejam potenciais candidatos a prototipos de farmacos anti-TB.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho reporta o planejamento, a sintese e a avaliacao biologica de novas aril
e heteroaril chalconas com atividade antituberculose, utilizando uma integracdo de métodos
computacionais e experimentais. Foram identificados vinte e dois compostos promissores
para a pesquisa e o desenvolvimento de novos farmacos anti-TB, seguindo o0s critérios
utilizados para a identificagao de hits da Global Health Innovation Tecnhology (GHIT), para
descoberta de farmacos para doencas infecciosas.

Na abordagem computacional, regras de SAR foram derivadas de chalconas com
atividade antituberculose descritas na literatura, identificando quais fragmentos eram
favoraveis e desfavoraveis para atividade anti-TB. Além disso, modelos de QSAR foram
obtidos e validados, utilizando um conjunto de dados de chalconas anti-TB. Os modelos
obtidos foram robustos e preditivos para avaliagcdo de compostos que nao estavam no
conjunto de modelagem. Essas informac¢des contribuiram para a o planejamento de novas
aril e heteroaril chalconas, utilizando modificacGes bioisostéricas, que tiveram sua atividade
anti-TB predita pelo modelo QSAR de consenso. Assim, foi possivel direcionar e/ou priorizar
a sintese dos compostos mais promissores.

Trinta compostos foram selecionados para a sintese, foram sintetizados com
rendimentos razodveis e tiveram suas estruturas e pureza confirmadas. Estes compostos
foram testados em ensaios para avaliacdo da atividade anti-TB, citotoxicidade e espectro
de atividade.

Com a consecucéo deste trabalho, foram identificadas 20 chalconas que exibiram
potente atividade inibitoria e seletividade contra M.th. H37Rv, sendo, portanto, promissoras

para o desenvolvimento de candidatos a farmacos anti-TB.
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ANEXOS

8.1. Espectros de RMN, IV, Massas e CLAE

8.2. Figuras de similaridade e tabelas de predicdo predhERG, PAINS e
metabolismo
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Anexo 1 — Espectro de RMN *H da (2E)-1-(4-bromofenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol63) (46), 400 MHz, CDCls
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Anexo 2 - Espectro de RMN *3C do (2E)-1-(4-bromofenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol63) (46), 400 MHz, CDCls
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Anexo 3 - Espectro de IV do (2E)-1-(4-bromofenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol63) (46), KBr
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Anexo 4 — Cromatograma do (2E)-1-(4-bromofenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol63) (46).
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Anexo 5 - Espectro de RMN H do (2E)-1-[4-(morfolin-4-il)fenil]-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol64) (47), 400 MHz, DMSO ds
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Anexo 6 - Espectro de RMN 3C do (2E)-1-[4-(morfolin-4-il)fenil]-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol64) (47), 400 MHz, DMSO ds
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Anexo 7 - Espectro de IV do (2E)-1-[4-(morfolin-4-il)fenil]-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol64) (47), KBr.
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Anexo 8 - Espectro de massas e cromatograma do (2E)-1-[4-(morfolin-4-il)fenil]-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol64) (47).
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Anexo 9 - Espectro de RMN *H do (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-(piperidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-one (LabMol65) (48), 400 MHz, DMSO ds
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Anexo 10 - Espectro de RMN 3C do (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-(piperidin-1-il)fenilJprop-2-en-1-one (LabMol65) (48), 400 MHz, DMSO ds
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Anexo 11 - Espectro de IV do (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-(piperidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-one (LabMol65) (48), KBr.
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Anexo 12 - Espectro de massas e cromatograma do (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-(piperidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-one (LabMol65) (48),
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Anexo 13 - Espectro de RMN H do (2E)-1-[4-(1H-imidazol-1-il)fenil]-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol66) (67), 400 MHz, DMSO ds
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Anexo 14 - Espectro de RMN *3C (2E)-1-[4-(1H-imidazol-1-il)fenil]-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol66) (67), 400 MHz, DMSO ds
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Anexo 15 - Espectro de IV (2E)-1-[4-(1H-imidazol-1-il)fenil]-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol66) (67), KBr.
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Anexo 16 - Espectro de massas e cromatograma do (2E)-1-[4-(1H-imidazol-1-il)fenil]-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol66) (67).
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Anexo 17 - Espectro de RMN *H do (2E)-3-(3-nitrofenil)-1-[4-(piperidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona, (LabMol67) (68), 400 MHz, CDCls
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Anexo 18 - Espectro de RMN *3C do (2E)-3-(3-nitrofenil)-1-[4-(piperidin-1-il)fenilJprop-2-en-1-ona, (LabMol67) (68), 400 MHz, CDCl3
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Anexo 19 - Espectro de IV do (2E)-3-(3-nitrofenil)-1-[4-(piperidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona, (LabMol67) (68), KBr.
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Anexo 20 - Espectro de massas e cromatograma do (2E)-3-(3-nitrofenil)-1-[4-(piperidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona, (LabMol67) (68).
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Anexo 21 - Espectro de RMN *H do (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-one (LabMol68) (69), 400 MHz, CDCls
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Anexo 22 - Espectro de RMN 13C (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-one (LabMol68) (69), 400 MHz, CDCl3
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Anexo 23 - Espectro de IV (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-one (LabMol68) (69), KBr.
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Anexo 24 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-one (LabMol68) (69).
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Anexo 25 - Espectro de RMN H do (2E)-3-[4-dimetilamino)fenil]-1-(4-bifenil)prop-2-em-1-ona (LabMol69) (70), 400 MHz, CDCls
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Anexo 26 - Espectro de RMN 13C do (2E)-3-[4-dimetilamino)fenil]-1-(4-bifenil)prop-2-em-1-ona (LabMol69) (70), 400 MHz, CDCls
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Anexo 27 - Espectro de IV (2E)-3-[4-dimetilamino)fenil]-1-(4-bifenil)prop-2-em-1-ona (LabMol69) (70), KBr.
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Anexo 28 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-3-[4-dimetilamino)fenil]-1-(4-bifenil)prop-2-em-1-ona (LabMol69) (70).
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Anexo 29 - Espectro de RMN *H do (2E)-3-(4-metoxifenil)-1-(4-bifenil)prop-2-em-1-ona (LabMol70) (71), 400 MHz, CDCl3
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Anexo 30 - Espectro de RMN *3C do (2E)-3-(4-metoxifenil)-1-(4-bifenil)prop-2-em-1-ona (LabMol70) (71), 400 MHz, CDCls
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Anexo 31 - Espectro de IV (2E)-3-(4-metoxifenil)-1-(4-bifenil)prop-2-em-1-ona (LabMol70), (71) KBr
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Anexo 32 - Espectro de massas e cromatograma do (2E)-3-(4-metoxifenil)-1-(4-bifenil)prop-2-em-1-ona (LabMol70) (71).
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Anexo 33 - Espectro de RMN *H (2E)-3-(furan-2-il)-1-[4-(metilsulfonil)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol71) (72), 400 MHz, CDCls
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Anexo 34 - Espectro de 3C (2E)-3-(furan-2-il)-1-[4-(metilsulfonil)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol71) (72), 400 MHz, CDCls
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Anexo 35 - Espectro de IV (2E)-3-(furan-2-il)-1-[4-(metilsulfonil)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol71) (72), KBr.
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Anexo 36 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-3-(furan-2-il)-1-[4-(metilsulfonil)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol71) (72).
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Anexo 37 - Espectro de RMN H (2E)-1-(4-ciclohexilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol72) (73)
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Anexo 38 - Espectro de RMN 13C (2E)-1-(4-ciclohexilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol72), (73), 400 MHz, CDCl3
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Anexo 39 - Espectro de IV (2E)-1-(4-ciclohexilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol72), (73), KBr
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Anexo 40 - Espectro de Massas e cromatograma (2E)-1-(4-ciclohexilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol72), (73).
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Anexo 41 - Espectro de RMN *H (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-(piperazin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol73), (74), 400 MHz, DMSO ds
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Anexo 42 - Espectro 13C (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-(piperazin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol73), (74) 400 MHz, DMSO ds
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Anexo 43 - Espectro de IV (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-(piperazin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol73), (74), KBr.
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Anexo 44 — Cromatograma (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-(piperazin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol73), (74).
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Anexo 45 — Espectro de RMN *H (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-bifenil)prop-2-en-1-ona (LabMol74), (75), 400 MHz, CDCls
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Anexo 46 - Espectro de 3C (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-bifenil)prop-2-en-1-ona (LabMol74), (75) 400 MHz, CDCl3
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Anexo 47 - Espectro de IV (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-bifenil)prop-2-en-1-ona (LabMol74), (75), KBr.
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Anexo 48 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-bifenil)prop-2-en-1-ona (LabMol74), (75)
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Anexo 49 - Espectro de RMN H (2E)-1-(2-metilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol75), (76) 400 MHz, CDCls
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Anexo 50 - Espectro de RMN *3C (2E)-1-(2-metilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol75), (76), 400 MHz, CDCl3
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Anexo 51 - Espectro de IV (2E)-1-(2-metilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol75), (76), KBr.
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Anexo 52 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-1-(2-metilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol75) (76).
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Anexo 53 - Espectro de RMN H (2E)-1-(3-iodofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (LabMol 76), (77), 400 MHz, CDCl3z
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Anexo 54 - Espectro de RMN 13C (2E)-1-(3-iodofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (LabMol76), (77), 400 MHz, CDCl3
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Anexo 55 - Espectro de IV (2E)-1-(3-iodofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (LabMol76), (77) KBr.
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Anexo 56 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-1-(3-iodofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (LabMol76), (77), 400 MHz, CDCl3
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Anexo 57 - Espectro de RMN H (2E)-1-(4-butilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol77), (78), 400 MHz, CDCls
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Anexo 58 — Espectro de RMN 3C (2E)-1-(4-butilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol77), (78), 400 MHz, CDCls
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Anexo 59 - Espectro de IV (2E)-1-(4-butilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol77), (78), KBr.

Anexos



SPD-M10Avp-365 nm
— Area percentual
4000 Tempo de retencdo 4000

:
:.

mAu
1000000

2000 2000

:
%nulm

800000

700000

600000-] 0 0

500000

Minutes
4000003

300000

200000

il
106

100000

&

s

199

F179
270
445
505
554
FS581
F634
687
751
796
828
887
Q4
978

st bbb, |l||u

300 4

S 401
w_

2

=

s

0 500 600 700

._
=
(o]
=
=]

m'z

Anexo 60 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-1-(4-butilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol77), (78).
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Anexo 61 - Espectro de RMN H (2E)-1-(4-iodofenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol78), (79), 400 MHz, CDCls.
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Anexo 62 - Espectro de RMN 13C (2E)-1-(4-iodofenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol78), (79), 400 MHz, CDCla.
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Anexo 63 - Espectro de IV (2E)-1-(4-iodofenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol78), (79) KBr.
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Anexo 64 — Cromatograma (2E)-1-(4-iodofenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol78), (79) 400 MHz, CDCls.
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Anexo 65 - Espectro de RMN H (2E)-1-(3-metilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol79), (80) 400 MHz, CDCls

Anexos



© AAdAONOON 0O N
™ O FOOMNMLOLO 0O ® Lo 0 o2
foe) N OO FOONLS O 0 © M S
5] HDOOONNNNN A © © © o
— I A A A A A A A A A A N~~~ AN
| eSS -
|
[
(o]
H3C Z (o] /
\ // N\
o
|
P |
|II I
|
|
IIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII||IIIIIIII||IIIIIIII||III|IIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIIIIII
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

ppm

Anexo 66 - Espectro de RMN 13C (2E)-1-(3-metilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol79), (80), 400 MHz, CDCl3

Anexos



50
40
30 4 /‘
T% | 451,22
343,72 3131,80
20 - N 122,42
o 517118
10 4 0 1570, 71
H,C = v 1711 1do0jes 1019.14804,03
| N 1661,13 ‘
o 1606,75 185,19
0- 152048
1471,2
1349,31
' | ! I ' | ' 1 ! I ' I N 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
-1
cm

Anexo 67 - Espectro de IV (2E)-1-(3-metilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol79), (80), KBr.
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Anexo 68 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-1-(3-metilfenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol79), (80).
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Anexo 69 - Espectro de RMN *H (2E)-3-(furan-2-il)-1-[4-(piperidin-1-il)fenil)prop-2-en-1-ona (LabMol80), (81) 400 MHz, CDCls.
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Anexo 70 - Espectro de RMN 3C (2E)-3-(furan-2-il)-1-[4-(piperidin-1-il)fenilprop-2-en-1-ona (LabMol80), (81), 400 MHz, CDCls.
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Anexo 71 - Espectro de IV (2E)-3-(furan-2-il)-1-[4-(piperidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol80), (81) KBr.
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Anexo 72 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-3-(furan-2-il)-1-[4-(piperidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol80) (81).
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Anexo 73 - Espectro de RMN H (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-(pirrolidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol81), (82) 400 MHz, CDCls.
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Anexo 74 - Espectro de 13C (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-(pirrolidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol81), (82) 400 MHz, CDCls.
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Anexo 75 - Espectro de IV (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-(pirrolidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol81), (82), KBr.
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Anexo 76 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-[4-(pirrolidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol81), (82) 400 MHz, CDCls.
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Anexo 77 — Espectro de RMN *H (2E)-1-(3-bromofenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol82), (83) 400 MHz, CDClz
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Anexo 78 - Espectro de RMN 13C (2E)-1-(3-bromofenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol82), (83) 400 MHz, CDCl3z
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Anexo 79 - Espectro de IV (2E)-1-(3-bromofenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol82), (83) KBr
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Anexo 80 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-1-(3-bromofenil)-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol82), (83).
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Anexo 81 - Espectro de RMN 1H (2E)-1-(3-bromofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-em-1-ona (LabMol83), (84) 400 MHz, CDCl3
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Anexo 82 - Espectro de RMN *3C (2E)-1-(3-bromofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-em-1-ona (LabMol83), (84) 400 MHz, CDCl3
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Anexo 83 - Espectro de IV (2E)-1-(3-bromofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-em-1-ona (LabMol83), (84) KBr.
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Anexo 84 — Cromatograma (2E)-1-(3-bromofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-em-1-ona (LabMol83), (84).
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Anexo 85 - Espectro de RMN 'H (2E)-1-[4-(1H-imidazol-1-il)fenil]-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol84), (85) 400 MHz, DMSO ds
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Anexo 86 - Espectro de RMN *3C (2E)-1-[4-(1H-imidazol-1-il)fenil]-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol84), (85) 400 MHz, DMSO ds
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Anexo 87 - Espectro de IV (2E)-1-[4-(1H-imidazol-1-il)fenil]-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol84), (85) KBr.
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Anexo 88 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-1-[4-(1H-imidazol-1-il)fenil]-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol84), (85) 400 MHz, DMSO ds
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Anexo 89 - Espectro de RMN H (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(1H-pirrol-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol85), (86) 400 MHz, CDCla.
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Anexo 90 - Espectro de RMN 3C (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(1H-pirrol-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol85), (86) 400 MHz, CDCls.
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Anexo 91 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(1H-pirrol-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol85), (86).
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Anexo 92 - Espectro de RMN H (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol86), (87) 400 MHz, CDCl3
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Anexo 93 - Espectro de RMN 3C (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol86), (87) 400 MHz, CDCls
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Anexo 94 - Espectro de IV (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol86), (87) KBr.
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Anexo 95 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol86), (87).
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Anexo 96 - Espectro de RMN H (2E)-1-(4-butilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol87), (88), 400 MHz, CDCls
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Anexo 97 - Espectro de RMN 13C (2E)-1-(4-butilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol87), (88) 400 MHz, CDCl3z
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Anexo 98 - Espectro de IV (2E)-1-(4-butilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol87), (88) KBr.
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Anexo 99 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-1-(4-butilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol87), (88) 400 MHz, CDCls
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Anexo 100 - Espectro de RMN H (2E)-1-(4-ciclohexilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol88), (89), 400 MHz, CDCla.
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Anexo 101 - Espectro de RMN 13C (2E)-1-(4-ciclohexilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol88), (89) 400 MHz, CDCls.
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Anexo 102 - Espectro de IV (2E)-1-(4-ciclohexilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol88), (89), KBr..
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Anexo 103 - Espectro de Massas e cromatograma (2E)-1-(4-ciclohexilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol88), (89).
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Anexo 104 - Espectro de RMN !H (2E)-1-[4-mofolin-4-il)fenil]-3-(nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol89), (90) 400 MHz, CDCl3
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Anexo 105 - Espectro de RMN 13C (2E)-1-[4-mofolin-4-il)fenil]-3-(nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol89), (90), 400 MHz, CDCls

Anexos



100 -
90 | ﬁ
F\ 028,20
926,71
80 - .
488113|| |, 1 30 822.27
T% ] 1648|p6
70 - 3451,60 1428 46
1 1584.09 1194,83
60 234,70
50 1604,64
1335,76
40 -
! | ¥ | ! | ! 1 ' | ! | ! 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cem’”

Anexo 106 - Espectro de IV (2E)-1-[4-mofolin-4-il)fenil]-3-(nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol89), (90), KBr
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Anexo 107 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-1-[4-mofolin-4-il)fenil]-3-(nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol89), (90).
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Anexo 108 - Espectro de RMN H (2E)-3-(4-nitrofenil)-1-[4-piperidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol90), (91) 400 MHz, CDCls
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Anexo 109 - Espectro de RMN 13C (2E)-3-(4-nitrofenil)-1-[4-piperidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol90), (91) 400 MHz, CDCls
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Anexo 110 - Espectro de IV (2E)-3-(4-nitrofenil)-1-[4-piperidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol90), (91) KBr
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Anexo 111 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-3-(4-nitrofenil)-1-[4-piperidin-1-il)fenil]prop-2-en-1-ona (LabMol90), (91).
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Anexo 112 - Espectro de RMN H (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(furan-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol91), (92) 400 MHz, CDClz
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Anexo 113 - Espectro de RMN 13C (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(furan-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol91), (92) 400 MHz, CDCls

Anexos



110

100 -
1 A
90 - W ”
] 844,76 680,27
80 147428
T% 1 1332 “9‘ 755,30
70 = 2962,95
] 1303,86 1010.98
60 Q 155053 | |
] __ » 1285,66
\
| H;C CH,
40 1605,63
. 1593,22
30 ' T T T y | ' T g T T | ' T
4000 3500 3000 2500 ., 2000 1500 1000 500

cm

Anexo 114 - Espectro de IV (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(furan-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol91), (92) KBr
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Anexo 115 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-1-(4-tert-butilfenil)-3-(furan-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol91), (92).
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Anexo 116 - Espectro de RMN *H (2E)-1-[4-(metilsulfonil)fenil]-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol92), (93) 400 MHz, CDCls
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Anexo 117 - Espectro de RMN *3C (2E)-1-[4-(metilsulfonil)fenil]-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol92), (93), 400 MHz, CDCl3
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Anexo 118 - Espectro de IV (2E)-1-[4-(metilsulfonil)fenil]-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol92), (93) KBr.
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Anexo 119 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-1-[4-(metilsulfonil)fenil]-3-(5-nitrofuran-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol192), (93).
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Anexo 120 - Espectro de RMN *H (2E)-1-[4-(metilsulfonil)fenil]-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol93), (94) 400 MHz, CDCls
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Anexo 121 - Espectro de RMN 3C (2E)-1-[4-(metilsulfonil)fenil]-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol93), (94) 400 MHz, CDCls
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Anexo 122 - Espectro de IV (2E)-1-[4-(metilsulfonil)fenil]-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-em-1-ona (LabMol93), (94) KBr
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Anexo 123 - Cromatograma da (2E)-1-[4-(metilsulfonil)fenil]-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol93), (94).
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Anexo 124 - Espectro de RMN *H (2E)-3-(clorotiofen-2-il)-1-[4-(1H-imidazol-1-il)fenillprop-2-em-1-ona (LabMol94), (95), 400 MHz, CDCls.
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Anexo 125 - Espectro de RMN 3C (2E)-3-(clorotiofen-2-il)-1-[4-(1H-imidazol-1-il)fenil]prop-2-em-1-ona (LabMol94), (95) 400 MHz, CDCls.

Anexos



110 -

100

ap A
3414 5
i |,'
20 - 310
70 4 I
J 30454

60

o 1207 8100
7 =
50 |/ 1276,9

V. 14268
| - .

40
1562,3
i 1607.8

30 T T ' T T T ' | ' T ' | '

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm’”

Anexo 126 - Espectro de IV (2E)-3-(clorotiofen-2-il)-1-[4-(1H-imidazol-1-il)fenil]prop-2-em-1-ona (LabMol94), (95), KBr.
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Anexo 127 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-3-(clorotiofen-2-il)-1-[4-(1H-imidazol-1-il)fenil]prop-2-em-1-ona (LabMol94), (95).
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Anexo 128 - Espectro de RMN *H (2E)-1-(4-metilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol95), (96) 400 MHz, CDCls
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Anexo 129 - Espectro de RMN 13C (2E)-1-(4-metilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol95), (96), 400 MHz, CDCls.
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Anexo 130 - Espectro de IV (2E)-1-(4-metilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol95), (96), KBr.
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Anexo 131 - Espectro de massas e cromatograma (2E)-1-(4-metilfenil)-3-(5-nitrotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (LabMol95), (96) 400 MHz, CDCls.
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Anexo 132 - Mapa radial de similaridade do hit (93) em comparacdo aos compostos ativos, inativos do conjunto de dados,
farmacos de primeira escolha e farmacos usados em cepas resistentes.

0. H @
cHy CHy

HO,
N‘C_(M) (109) o _
..‘CMSON oM B

Anexo 133 - Mapa radial de similaridade do hit (85) em comparacdo aos compostos ativos, inativos do conjunto de dados,
farmacos de primeira escolha e farmacos usados em cepas resistentes.
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Anexo 134 — Resultado da andlise de predigdo dos compostos como bloqueadores da hERG no servidor pred-hERG e
no filtro de PAINS desenvolvidos no LabMol.

Cadigo hERG PAINS
(46) Nao bloqueador Negativo
(47) N&o bloqueador Negativo
(48) N&o bloqueador Negativo
(67) N&o bloqueador Negativo
(68) N&o bloqueador Negativo
(69) N&o bloqueador Negativo
(70) N&o bloqueador Negativo
(71) Nao bloqueador Negativo
(72) Nao bloqueador Negativo
(73) N&o bloqueador Negativo
(74) N&o bloqueador Negativo
(75) N&o bloqueador Negativo
(76) N&o bloqueador Negativo
(77) N&o bloqueador Negativo
(78) N&o bloqueador Negativo
(79) N&o bloqueador Negativo
(80) N&o bloqueador Negativo
(81) N&o bloqueador Negativo
(82) N&o bloqueador Negativo
(83) N&o bloqueador Negativo
(84) N&o bloqueador Negativo
(85) N&o bloqueador Negativo
(86) N&o bloqueador Negativo
(87) N&o bloqueador Negativo
(88) N&o bloqueador Negativo
(89) N&o bloqueador Negativo
(90) N&o bloqueador Negativo
(92) N&o bloqueador Negativo
(92) N&o bloqueador Negativo
(93) N&o bloqueador Negativo
(94) N&o bloqueador Negativo
(95) N&o bloqueador Negativo
(96) N&o bloqueador Negativo
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Anexo 135 — Resultado da andlise de predicdo de metabolismo em modelos de QSAR desenvolvidos no LabMol.

Cadigo CYP3A4 CYP2D6 CYP2C9 CYP2C19 CYP2C8 CYP2E1 CYP2A6 CYP2B6 CYP1A2
(46) N&o inibidor N&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor Né&o inibidor
(47) N&o inibidor N&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor Né&o inibidor
(48) Na&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor Né&o inibidor
(67) Inibidor Inibidor Na&o inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor Né&o inibidor
(68) Né&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor Inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor Né&o inibidor
(69) Né&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor Né&o inibidor
(70) Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor Inibidor
(71) Inibidor Na&o inibidor Inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor Inibidor
(72) N&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor Inibidor
(73) N&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor Né&o inibidor
(74) N&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor Né&o inibidor
(75) Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor Na&o inibidor
(76) Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor Na&o inibidor
(77) Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Inibidor Na&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor Inibidor
(78) Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor Na&o inibidor
(79) Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor N&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor
(80) Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor
(81) Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor
(82) Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor N&o inibidor
(83) Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor Na&o inibidor
(84) Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Inibidor Na&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor Inibidor
(85) Inibidor Inibidor Na&o inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor Inibidor
(86) Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Né&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Né&o inibidor Né&o inibidor Na&o inibidor
(87) Nao inibidor Nao inibidor Nao inibidor Inibidor Nao inibidor Nao inibidor N&o inibidor N&o inibidor Né&o inibidor
(88) Nao inibidor Nao inibidor Inibidor Inibidor Nao inibidor Nao inibidor Na&o inibidor N&o inibidor Né&o inibidor
(89) Nao inibidor Nao inibidor Nao inibidor Inibidor Nao inibidor Nao inibidor Na&o inibidor N&o inibidor Né&o inibidor
(90) Nao inibidor Nao inibidor Nao inibidor Inibidor Nao inibidor Nao inibidor Na&o inibidor N&o inibidor Né&o inibidor
(91) Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor
(92) Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor
(93) Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor
(94) Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor
(95) Inibidor Inibidor Na&o inibidor Inibidor Nao inibidor Nao inibidor N&o inibidor N&o inibidor Inibidor
(96) Na&o inibidor Na&o inibidor Inibidor Inibidor Nao inibidor Nao inibidor N&o inibidor N&o inibidor Né&o inibidor
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