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RESUMO

Mundialmente as parasitoses sdo responsdveis por diversos problemas econdmicos,
sociais e de saude publica, causando infec¢cdes em humanos e em animais representando
também um grande problema ao setor veterinario. Neospora caninum € um parasita que
representa bem o causado ao setor e compartilha muitas semelhancas com o
Toxoplasma gondii (causador de abortos em seres humanos), ¢ considerado o maior
causador de abortos no gado bovino, além de estar associado a casos de bezerros
natimortos ou que apresentem algum quadro de ma-formagdo congénita. Atualmente o
Brasil ¢ o maior produtor de gado bovino para fins comerciais, ¢ a falta de tratamentos
para essa doenga tem sido um problema recorrente, 0 que mostra a necessidade de
pesquisas voltadas para o desenvolvimento de medicamentos eficazes para o tratamento
dessa parasitose. Nesse sentido, foram planejados setenta compostos, que foram
planejados utilizando estratégias da quimica medicinal como o bioisosterismo, sendo a
nitazoxanida (NTZ) utilizada como modelo, ja que apresenta atividade comprovada
contra N. caninum, ¢ a hibridacdo molecular que foi fundamentada entre os nucleos do
NTZ e do acido cinamico (nucleo que apresenta comprovada inibicdo de proteinas de
transporte de formiato e nitrito de 7. gondii). Os produtos foram obtidos em
rendimentos que variaram de 16 a 99%, sendo que muitos deles, foram facilmente
purificados por precipitagdo. Todos os compostos foram caracterizados utilizando as
técnicas espectroscopicas (Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear) e
espectrométrica (Espectrometria de Massas em Alta Resolucdo). Foram avaliados 40
compostos, nos ensaios de viabilidade celular e de citotoxicidade contra N. caninum
(parasita intracelular). Onze compostos (4, 19, 22, 25, 28 e¢ 60-64) causaram baixa
toxicidade nas células hospedeiras e foram submetidos ao ensaio que avalia a
capacidade de impedir a invasdo de N. caninum nas células. Destes, dois deles
apresentaram um perfil promissor com menos de 50% de invasdo. Devido a auséncia de
tratamentos eficazes contra N. caninum, o presente trabalho representa uma contribui¢ao

importante no desenvolvimento de novos agentes neosporicidas.

Palavras-chave: Parasitose; neosporicida; bioisosterismo; hibridagao molecular;



ABSTRACT

Parasites are responsible for several economic, social and public health problems
worldwide, they are not limited to infection in humans, found as well in animals,
representing a great problem in the veterinary sector. A parasite which defines these
damages and shares many similarities with Toxoplasma gondii (responsible by
abortions in humans), is Neospora caninum, considered the main cause of abortions in
cattle, associated with cases of stillborn calves, and/or congenital malformation. Brazil
is currently the largest holder of cattle for commercial purposes, the lack of treatments
for this disease is a problem with greatest importance, the search for effective drugs for
the treatment of this parasitosis is extremely relevant and urgent. In this sense, 70
compounds were planned using strategies in medicinal chemistry such as bioisosterism,
with nitazoxanide (NTZ) being used as a model (lead) for isosteric exchanges, since it
has proven activity against N. caninum, and molecular hybridization between NTZ and
cinnamic acid, nucleus responsible for the inhibition of T. gondii formate and nitrite
transport proteins. The products were obtained in considerable yields (16 to 99%) and
many of them were easily purified by precipitation. All compounds were analyzed by
spectroscopic (Infrared and Nuclear Magnetic Resonance) and spectrometric (High
Resolution Mass Spectrometry) techniques. For biological evaluation, 40 compounds
were submitted to the cytotoxicity test, since N. caninum is an obligatory intracellular
parasite, making it essential to carry out the cell viability test before the anti-parasitic
test (invasion), since the maintenance of the cell in the control against the parasite is of
total relevance. Eleven compounds (4, 19, 22, 25, 28 ¢ 60-64) showed low toxicity in
host cells and were used in assays that evaluate the invasiveness of N. caninum, and two
of them showed a promising profile with less than 50% invasiveness. Due to the lack of
effective treatments against N. caninum, the present work represents a great

contribution to the development of new neosporicidal agents.

Keywords: Parasitosis; neosporicide; bioisosterism; molecular hybridization;
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1. Introducao:
1.1.PARASITOLOGIA:

Hé cerca de quatro bilhdes de anos o planeta Terra, envolvido em intensas
atividades vulcanicas, altas temperaturas, radiacdo ultravioleta, chuvas torrenciais e
descargas elétricas, iniciava o processo de sintese de suas primeiras moléculas
organicas, (REY, 2008). Com uma atmosfera repleta de gases a base de carbono,
nitrogénio e vapor de agua, as condig¢des salientadas permitiam a sintese dos primeiros
compostos organicos através de diferentes reacdes quimicas (REY, 2008).

Essas moléculas tendiam a se acumular nos mares que cobriam o planeta e
reagiam entre si, através de processos cada vez mais complexos, levando a formagao de
estruturas moleculares cada vez mais rebuscadas (REY, 2008). A formacdo desses
compostos mais complexos como purinas, pirimidinas, aminoacidos, glicidios e lipideos
a partir de moléculas mais simples, ocorreu através das centenas de milhdes de anos em
que as condi¢des ambientais facilitavam a sintese dessas classes moleculares (REY,
2008). Por exemplo, estudos sugerem que a purina (1) foi sintetizada através da reagao
entre um aldeido e uma nitrila no periodo pré-biotico (Figura1l) (SLAVOVA;
ENCHEYV, 2020).

Figura 1: Proposta de obtengdo da purina (1) no periodo pré-biotico.
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1: purina

Fonte: (SLAVOVA; ENCHEV, 2020).

Com a sintese dessas classes moleculares, fundamentais para o que viria a se
tornar vida no planeta, muitos processos evolutivos comecaram a se desenvolver na
superficie do globo, dentre eles, a fotossintese que ¢ fundamental no desenvolvimento
das espécies mediante captura energética via processos quimicos (FISCHER; HEMP;
JOHNSON, 2016; REY, 2008). O surgimento dessa maquinaria de absor¢cdo energética
via respiracao celular, ¢ considerado uma alavanca para a vida na terra, em vista desse
processo estar associado com a liberagdo de oxigénio na atmosfera, o que leva a um
consequente aumento desse gas disperso no ambiente, direcionando ao aparecimento da

vida aerdbia no planeta (WARD et al., 2019).
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O aumento de oxigénio atmosférico levou ao surgimento dos primeiros seres
heterotroficos, ou seja, dependentes de fontes externas de energia, caracteristica que
contrasta aquela encontrada nos seres que realizam fotossintese, também chamados de
autdtrofos, os quais produzem seu proprio alimento através da energia solar
(SCHONHEIT; BUCKEL; MARTIN, 2016; WARD et al., 2019). Com esse nhovo
aparato surgindo, muitos organismos ndo conseguiam produzir substratos moleculares
fundamentais para sua manutengdo, levando esses seres a investirem em outras fontes
que suprissem suas necessidades (REY, 2008).

A relacao estabelecida por esses organismos a fim de suprir suas caréncias,
sejam nutricionais ou metabdlicas, ¢ denominada de simbiose e pode ocorrer de trés
formas diferentes: o mutualismo, o comensalismo e o parasitismo (LEUNG; POULIN,
2021). O mutualismo ¢ definido como uma interagdo em que todas as espécies
envolvidas se beneficiam, essa relacdo nem sempre € obrigatoria, o peixe-palhago e a
anémona do mar ilustram bem essa rela¢do, enquanto o peixe recebe abrigo a anémona
se beneficia pela protecdo (LEUNG; POULIN, 2021). O comensalismo ¢ definido como
uma interagdo entre dois organismos, o primeiro chamado de anfitrido que ndo se
beneficia nesta relagdo, enquanto o segundo chamado de comensal € muito beneficiado,
seja em termos nutricionais ou de abrigo, um exemplo ocorre entre ledes e hienas em
que as hienas como comensais se beneficiam dos restos da caca dos ledes (LEUNG;
POULIN, 2021). Por fim, o parasitismo aparece como uma relacdo entre dois
organismos, em que um deles serve como hospedeiro e o outro, o parasita, se beneficia
de seu hospede causando uma série de prejuizos, um exemplo que ilustra essa interagao
ocorre entre o ser humano e o protozoario Trypanossoma cruzi causador da doenca de
Chagas (LEUNG; POULIN, 2021; REY, 2008).

Dentre essas relagdes desenvolvidas pelos organismos, o parasitismo
desempenha um papel de extrema relevancia visto seu historico, muitas vezes
associados a patologias tanto em humanos quanto em animais (HAJARE et al., 2021). A
relagdo entre humanos e parasitas remonta a um passado remoto na histéria, sendo o
conhecimento dessas interagdes interespécies ao longo do tempo uma ferramenta
fundamental na compreensdo da evolu¢do humana, se valendo inclusive de uma area
consideravelmente nova na ciéncia, a paleoparasitologia (BARNES et al., 2017; COX,
2002). Registros de casos de parasitismo podem ser encontrados na biblia, como o
relato dado por Moisés sobre as “serpentes de fogo” o qual é descrito por

parasitologistas como sendo casos de dracunculiase (doenca do verme de Guiné), ha
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ainda outros relatos encontrados no papiro de Ebers (1500 a.C.) e nos trabalhos de
Hipocrates (450-370 a.C.), por exemplo (COX, 2002; DAGEN, 2020; HOTEZ et al.,
2007).

A dracunculiase se classifica como um parasita do tipo helminto, além dessa
classe ha os ectoparasitas, como piolhos e carrapatos, € os protozoarios, definidos como
parasitas unicelulares como por exemplo o Toxoplasma gondii € o Trypanossoma cruzi.
Cabe destacar que essas trés classes de parasitas sdo as mais frequentes em diagnosticos
médicos na atualidade (BUTTERS; YEOH; CURTIS, 2019).

Nao estando limitado ao campo histérico, o parasitismo continua sendo um
desafio para a populagdo mundial, afetando os campos sociais, econdmicos e de saude
publica. Uma vez que além da infec¢do e morte, os parasitas podem causar uma série de
comorbidades afetando a qualidade de vida dos infectados (CHAVEZ-RUVALCABA
etal., 2021; HAJARE et al., 2021; HOTEZ et al., 2007, TORGERSON et al., 2015).

Dentre as parasitoses existentes, aquelas denominadas infec¢des parasitarias
intestinais (IPIs) sd3o as que mais causam danos socioecondmicos no planeta. Estima-se
que, de 7 bilhdes de pessoas no mundo, 3,5 bilhdes possuem algum tipo de parasitose
intestinal, pelo contato com helmintos ou com protozodrios, além disso, anualmente as
IPIs sao responsaveis por cerca 200 mil mortes (HAJARE et al., 2021).

A ingestdo de dgua e alimentos contaminados com alguma forma do parasita ¢ a
principal maneira de contrair uma infec¢do parasitaria intestinal, ndo em vao, regides
negligenciadas com a populacdo marginalizada sdo endémicas para essas infecgoes. Isso
ocorre uma vez que essas pessoas vivem em ambientes insalubres com pouca ou
nenhuma medida de sanitizagdo, regides onde a dgua muitas vezes ndo passa pelo
tratamento adequado sendo utilizada para consumo e usos domésticos (BARNES et al.,
2017; CHAVEZ-RUVALCABA et al., 2021; OMAROVA et al., 2018; SANTOS et al.,
2020).

As infec¢des parasitarias sao problemas muito presente ao redor do mundo,
podendo estar associada a infec¢ao dos seres humanos por uma gama de até 70 parasitas
diferentes variando entre helmintos, cestodas, nematoides, trematodas e protozodarios
(HASSANAIN et al., 2013; PANE et al., 2021; TODD, 2014) O contato entre parasitas
e seres humanos ¢ sempre muito proximo, algo que pode ser comprovado por um estudo
realizado em 2017 na Italia que avaliou a presenga de protozoarios em saladas vendidas
em supermercados prontas para consumo, mostrando que cerca de 4% das saladas

comercializadas possuiam algum protozoario (CARADONNA et al., 2017) mesmo com
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todos os tratamentos envolvidos na comercializacdo desses produtos e todas as
caracteristicas sanitarias de um pais de primeiro mundo.

Os problemas com parasitas se intensificam em regides mais pobres e isoladas
onde a aten¢do no sentido de sanitizacdo de 4dgua e esgoto ¢ pouca ou nenhuma, esse
descaso sanitario quando somado ao clima quente e imido explica a alta dispersao
desses organismos em regioes tropicais, consideradas endémicas para esse tipo de
patologia (MACKEY et al.,, 2014; SHORT; CAMINADE; THOMAS, 2017). Essa
relacdo se torna evidente quando analisamos os agentes causadores de cada classe de
doengas tropicais negligenciadas (DTNs) elencadas pela organizacdo mundial da saude
(OMS): das vinte classes de DTNs doze delas sdo causadas por parasitas, quatro por
bactérias, duas por virus, uma outra por fungo e a ultima ¢ relativa a picada de cobras

(Quadro 1) (DOS SANTOS et al., 2018).

Quadro 1: Relagdo entre as DTNs elencadas pela OMS e seus agentes causadores. (continua)

Patologia (s) Agente causador
Ulcera de Buruli Bactéria
Doenga de Chagas Parasita
Dengue e Chikungunya Virus
Dracunculiase Parasita
Equinococose Parasita
Infecgdes por trematodeos Parasita
Tripanossomiase Africana Parasita
Leishmaniose Parasita
Lepra Bactéria
Filariase linfatica Parasita
Micetoma e outras micoses Fungo
Oncocercose Parasita
Raiva Virus
Piolhos e outros ectoparasitas Parasita
Esquistossomose Parasita
Helmintiases Parasita
Envenenamento por cobras Cobras

Fonte: OMS, 2022.



29

Quadro 1: Relagao entre as DTNs elencadas pela OMS e seus agentes causadores.

(conclusdo)
Patologia (s) Agente causador
Teniase e cisticercose Parasita
Tracoma Bactéria
Treponematose Bactéria

Fonte: OMS, 2022.

Outro exemplo que demonstra a dispersividade dos parasitas globalmente, embora
seja mais comum em regides mais pobres e negligenciadas, ocorre nos Estados Unidos
(EUA) onde o centro de controle de doengas (CDC) catalogou cinco doengas
parasitarias de alto interesse no que tange a satde publica do pais: doenga de Chagas,
ciclosporiase, cisticercose, toxocariase, tricomoniase e a  toxoplasmose
(DEVLEESSCHAUWER et al., 2017; EEI; TONY, 2011.

Devido ao impacto causado pelos parasitas ao redor do mundo, sua relevancia no
setor socioecondmico, sua alta dispersdao na populacdo mundial, sua associagdo com
problemas de saudes diversos, os surtos recorrentes e ressurgentes em funcdo da
resisténcia que esses organismos tém desenvolvido, cada vez mais ha a necessidade de

se propor novas estratégias a fim de controlar as infecgdes parasitarias (RENSLO;

MCKERROW, 2006).

1.2. TOXOPLASMOSE

As relagdes de parasitismo no reino animalia podem ser promovidas por
artropodes (ectoparasitas), helmintos ou protozoarios e espera-se que esses organismos
evoluam a fim de cada vez mais aumentar sua infeccdo devido a sua dependéncia de
seus hospedeiros (ARONSON; MAGILL, 2019; KERBOEUF et al., 2008). Nesse
sentido, muitas relagdes parasitarias t€ém aparecido e reaparecido cada vez mais
infecciosas, como a toxoplasmose, considerada a doenga parasitdria com maior
dispersdo no mundo, sendo encontrada em todos os paises do planeta atingindo
aproximadamente um ter¢o da populagdo global (CHAVEZ-RUVALCABA et al.,
2021). A toxoplasmose ¢ causada por um protozoario pertencente ao filo apicomplexa,
denominado Toxoplasma gondii, o qual ¢ um parasita obrigatoriamente intracelular
necessitando de hospedeiros para sua sobrevivéncia (AL-BAJALAN et al., 2017,
JONES; PARISE; FIORE, 2014).
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Os protozoarios parasitarios sdo seres unicelulares de organizagdo eucaridtica,
ou seja, o material nuclear estd separado do citoplasma por uma membrana celular
(MATHISON; SAPP, 2021). Com mais de 10.000 organismos elencados nesta
classificagdo, esses parasitas possuem diferentes dimensdes e morfologias, além de
infectarem diferentes partes do corpo de seu hospedeiro (MATHISON; SAPP, 2021;
REY, 2008).

A morfologia e dimensdo do 7. gondii ¢ afetada por ele ser um parasita
obrigatoriamente intracelular, uma vez que os processos reprodutivos desses
organismos sO podem ser desenvolvidos no interior da célula de seus hospedeiros. Para
esse influxo, os parasitas requerem uma maquinaria de reconhecimento celular, bem
como uma dimensdo adequada para sua alocacdo no interior das células (LEON-
SICAIROS et al., 2015).

O T. gondii, ¢ considerado um parasita do filo apicomplexa por possuir um
complexo apical, que consiste justamente dessa maquinaria essencial no
reconhecimento do parasita pelas células. E através dessa estrutura que o parasita
secreta 0s materiais necessarios para o seu influxo para o interior das células, sendo
responsavel tanto pelo processo de influxo, entrada do parasita quanto pelo processo de
efluxo, ou seja, sua saida das células (Figura 2) (BARGIERI et al., 2014; KATRIS et
al., 2014).

Figura 2: Esquema geral de parasitas do filo Apicomplexa destacando o complexo apical.

Complexo

‘\/ Apical

Adaptado de KATRIS et al., 2014.

Além do complexo apical, os apicomplexa sdao caracterizados pela sua
reproducdo que ocorre de forma sexuada e assexuada as quais podem ou ndo ser no

mesmo hospedeiro. Quando o ciclo reprodutivo do parasita ocorre em mais de um
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hospedeiro, aquele onde ocorre o ciclo sexuado do parasita ¢ denominado de hospedeiro
definitivo, e o hospedeiro intermedidrio € aquele organismo que sustenta o ciclo
reprodutivo assexuado do parasita (TODD G. SMITH; DAVID WALLIKER; LISA C.
RANFORD-CARTWRIGHT, 2002).

A alta dispersividade demonstrada pelo 7. gondii estéa relacionada ao contato de
seres humanos com gatos, hospedeiros definitivos desses parasitas que sao expelidos na
forma de oocistos ndo esporulados nas fezes dos felinos e podem entrar em contato com
a agua e/ou alimentos de seus donos (HUGHES, 1985; SEVERANCE et al., 2016;
WOODHALL et al., 2014; ZHOU et al., 2021).

A fim de compreender o caminho que esses parasitas percorrem, desde seu
hospedeiro definitivo até os mamiferos como os seres humanos, um estudo sobre seu
ciclo reprodutivo se faz necessario. Esse ciclo tem inicio no intestino dos felinos onde
as c¢lulas parasitarias tomam uma forma reprodutora denominada gametocitos (do
grego “células conjuges™), esses gametas se diferenciam morfologicamente entre
masculino, menor ¢ dotado de mobilidade, ¢ o feminino, maior e estatico (CRUZ-
BUSTOS et al., 2021; REY, 2008). Quando essas células se encontram ocorre a copula
entre elas levando a formac¢do de um ovo, também chamado de zigoto, que logo ¢
envolvido por uma membrana, dai o nome oocisto (do grego “ovo vesiculado”). Entdo,
esse ovo ¢ efluxado das células epiteliais presentes no intestino e ¢ eliminado através
das fezes de seu hospedeiro a fim de cumprir seu amadurecimento (CRUZ-BUSTOS et
al., 2021; TODD G. SMITH; DAVID WALLIKER; LISA C. RANFORD-
CARTWRIGHT, 2002).

Esses oocistos ainda nao esporulados se desenvolvem na presenca de oxigénio,
onde em poucos dias se esporulam formando duas unidades de esporocistos que formam
em seu interior quatro unidades de esporozoitos, forma infectante do parasita que pode
ter contato com felinos, reiniciando o ciclo, mas esses esporozoitos podem ainda ser
ingeridos por outros mamiferos (TONG et al., 2021). Um caso que chama a aten¢ao da
classe médica e veterinaria ocorre com os ratos, que quando entram em contato com 7.
gondii desenvolvem uma excentricidade fisiologica perdendo o medo instintivo por seus
predadores. Dessa forma, com a alteracdo nos niveis cerebrais desses animais, €
possivel verificar que se tornardo presas mais faceis para os gatos e, convenientemente,
0 parasita novamente entrard em contato com seu hospedeiro definitivo, reiniciando
mais uma vez o ciclo de reproducdo sexuada (ABDULAI-SAIKU; TONG; VYAS,
2021; TONG et al., 2021).
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Em outros mamiferos que ndo sejam felinos o ciclo do parasita ¢ assexuado, e
tem inicio através dos esporozoitos, forma infectante do parasita, ou seja, dotado de
complexo apical (STEINBUCHEL & DE SOUZA, 2021.). Apos ser ingerido através de
alimentos e/ou agua infectada, esse parasita deve se abrigar no interior das células de
seu hospedeiro visando sua sobrevivéncia. Dentro da célula o 7. gondii passa por
mudangas morfoldgicas, além de se nutrir e crescer, até o ponto em que esse parasita ja
tem suscetibilidade para sua divisdo nuclear e consequente reproducdo assexuada (REY,
2008; TONG et al., 2021).

Nesse momento, os parasitas comegam a se multiplicar via divisdo celular,
processo denominado esquizogonia (do grego “geracdo por separacdo’), gerando duas
formas morfologicas que se interconvertem entre si mediante a necessidade do parasita,
seja para promover uma maior infectividade, taquizoitos, ou para promover a
manuten¢do do parasita cronicamente via criagdo de cistos contendo os bradizoitos

(Figura 3) (KOCHANOWSKY; KOSHY, 2018; SHARMA et al., 2020).

Figura 3: Ciclo reprodutivo do Toxoplasma gondii.
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Todas as etapas discutidas para o ciclo reprodutivo de 7. gondii, estdo associadas
a diversos sintomas que esses parasitas provocam no organismo de seus hospedeiros,

variando de infec¢des brandas semelhantes @ uma gripe comum, até aqueles casos mais
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graves que acometem comumente pessoas imunossuprimidas ¢ mulheres gravidas (EEI,
TONY, 2020; JONES; PARISE; FIORE, 2014).

Pacientes imunossuprimidos apresentam sintomas mais intensos aumentando o
indice de morbidade e mortalidade, enquanto mulheres que sdo infectadas durante a
gravidez podem afetar o feto através de infeccdo congenital, sendo que quando esse tipo
de infec¢do ocorre no inicio da gestacdo pode causar casos de hidrocefalia, abortos
espontaneos, fetos natimortos e, em estagios gestacionais mais avangados, pode causar
sequelas como problemas de visdo, audi¢do, além de problemas que afetam o sistema
nervoso central (SNC) (JONES; PARISE; FIORE, 2014; VAZ et al., 2011; WALLON;
PEYRON, 2018; WOODHALL et al., 2014).

O parasitismo desempenhado por 7. gondii sobre os seres humanos ¢ um assunto
de extrema relevancia, dada a sua alta infectividade e os sintomas associado a essa
patologia que causa danos consideraveis (CHAVEZ-RUVALCABA et al., 2021). No
entanto, o parasita causador da toxoplasmose nao se limita aos danos sobre os humanos,
sendo encontrado como parasita em diversos outros mamiferos, muitos desses de
interesse econdmico. Por exemplo, no setor veterinario, esse parasita ¢ conhecido por
sua caracteristica abortiva em animais como cabras e ovelhas, sendo que cerca de 23%
dos abortos no setor de ovinos sejam em fun¢do da toxoplasmose (DUBEY, 2009;

DUBEY et al., 2020; GUTIERREZ-EXPOSITO et al., 2021).

1.3. PARASITISMO NO SETOR VETERINARIO

De forma geral, casos de parasitismo ocorrem ao redor do mundo afetando
animais diversos, dentre eles aqueles de interesse econdmico como ovinos, suinos, aves,
equinos e bovinos levando a perdas na produtividade em todos os setores dependentes
dos insumos gerados por esses animais (FITZPATRICK, 2013; TORGERSON, 2013a).
Com o aumento da populacdo mundial, cada vez mais é requerido uma maior
quantidade de insumos originarios de setores animais como laticinios, ovos e carnes e,
nesse sentido, a seguranca alimentar esta diretamente associada a seguranga animal
frente as diferentes doencas, dentre elas aquelas com origens parasitarias (COLES,

2001).

Doengas parasitarias sdo de extrema relevancia no setor veterinario, uma vez que

atividades pecuarias estdo intimamente relacionadas a economia de um pais



34

(TORGERSON, 2013b). Os ruminantes sdo considerados como ativos financeiros, ou
commodities, devido a clara associacdo ao ganho de renda através da venda de insumos
relacionados a criacdo, domesticacdo e/ou abate, de forma que quando esses animais sdo
infectados toda essa cadeia produtiva pode ser afetada pela a¢do do parasita, a qual
promove uma série de sintomas como diarreia, baixa taxa de crescimento, problemas
reprodutivos, oOrgdos afetados podendo levar inclusive a morte das espécies
(KALTUNGO; MUSA, 2013; KUMAR et al., 2013; RASHID et al., 2019).

Parasitas classificados como helmintos, nematddeos, ectoparasitas e protozoarios
ocupam um lugar de grande expressividade no setor veterinario, isso porque sao
responsaveis por diversos problemas na manutencdo dos animais envolvidos nessa
cadeia produtiva podendo provocar, inclusive, a morte desses animais (COLES, 2001;
FITZPATRICK, 2013).

Adicionalmente, as doengas causadas por parasitas tém se mostrado ainda mais
prejudiciais, dada a resisténcia que esses patogenos t€ém demonstrado frente aos
tratamentos disponiveis o que dificulta ainda mais seu controle sobre os animais de
importancia econOmica, elevando as perdas em toda a cadeia produtiva (CAPELA;
MOREIRA; LOPES, 2019; COLES, 2001; PRAMANIK et al., 2019).

Morfologicamente semelhante ao 7. gondii, esta o parasita Neospora caninum,
que permite estabelecer um panorama muito bem delineado para a discussao realizada
acima, a qual consta das patologias que afligem o setor veterinario e a consequente agao
na cadeia produtiva dada sua dispersividade, sintomas e resisténcia aos tratamentos
disponiveis (AL-BAJALAN et al., 2017; BECK et al., 2009; DE OLIVEIRA KOCH et
al., 2019).

1.4. NEOSPOROSE

Como ja relatado, a toxoplasmose ¢ uma dos causadoras de abortos em rebanhos
de ovelhas e cabras, entretanto um outro parasita, que compartilha semelhangas
morfologicas e filogenéticas com o 7. gondii, chama atencao do setor veterinario dada a
seriedade das infeccdes por ele causadas em ruminantes, denominado Neospora
caninum, que, além de obrigatoriamente intracelular, esse parasita compartilha os
mesmos niveis filogenéticos que 7. gondii evidenciando o grau de homologia
relacionado a esses parasitas (Figura 4) (AL-BAJALAN et al., 2017; BECK et al.,
2009; DE OLIVEIRA KOCH et al., 2019).
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Figura 4: Semelhanca filogenética entre T. gondii ¢ N. caninum.
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Fonte: (LINDSAY; DUBEY, 2020; OSHIRO et al., 2015)

Devido ao grau de homologia entre esses parasitas em suas primeiras apari¢oes
estudadas, as infeccdes por Neospora caninum eram atribuidas ao 7. gondii dada a
semelhanca morfologica entre as espécies (LINDSAY; DUBEY, 2020). Com o
progresso das pesquisas acerca desse parasita algumas diferencas puderam ser
observadas como, por exemplo, os hospedeiros, os felinos para 7. gondii e os canideos
para N. caninum, e hospedeiros intermedidrios, os humanos para 7. gondii, € bovinos
para N. caninum (AL-BAJALAN et al., 2017).

Descoberto em 1984 por Bjerkas et al., o parasita Neospora caninum ¢&
responsavel por danos neuroldgicos e lesdes musculoesqueléticas em caes, sendo que,
além de caes domésticos, o parasita ¢ capaz de infectar outros canideos como coiotes,
lobos e dingos (BJERKFIS; MOHN; PRESTHUS, 1984; OSHIRO et al., 2015).
Comumente, sdo esses animais os dispersores do parasita em um ecossistema, por
exemplo, se um cdo infectado por N. caninum defecar proximo as ragdes do gado, os
alimentos ficardo contaminados pelo parasita o qual serd ingerido pelo gado em algum
momento, levando a uma contaminagdo desses animais uma vez que se comportam
como hospedeiros intermediarios (ESPOSITO et al., 2005; LINDSAY; DUBEY, 2020).

Os caes, além de um vetor fundamental na dispersdo de N. caninum, servem
como hospedeiros definitivos para seu desenvolvimento, ou seja, ocorre nos canideos a
reproducdo sexuada dos parasitas via copula de seus gametas masculinos e femininos,

sendo nesse processo produzidos oocistos nao esporulados que sdao liberados no
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ambiente pelas fezes dos animais (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007,
MARUGAN-HERNANDEZ, 2017). Assim como discutido para 7. gondii, esses
oocistos quando na presenga de oxigénio rapidamente se esporulam e se desenvolvem
para uma forma mais infectante, os esporozoitos, os quais podem infectar plantagdes,
aguas, racdes € assim entrar em contato com outros hospedeiros, que pode ser o proprio
canideo, reiniciando o ciclo, ou outros mamiferos como os equinos € bovinos
(LEFKADITIS et al., 2020; REICHEL et al., 2014).

Os mamiferos infectados por N. caninum, exceto os canideos, sdo considerados
hospedeiros intermediarios, onde o parasita se desenvolve de maneira assexuada, ou
seja, por divisdo celular (REICHEL et al., 2014). A morfologia desse patdogeno ¢
estabelecida no organismo de seus hospedeiros sendo que na forma dos taquizoitos
ocorre um quadro de infec¢do aguda, devido a sua alta taxa de replicacdo e alta
dispersdao no organismo do animal, (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007,
MARUGAN-HERNANDEZ, 2017). Enquanto que, quando esses parasitas se
uniformizam em cistos, chamado de bradizoitos, o quadro de infec¢do passa para um
estagio cronico ja que esses cistos repletos de parasitas sdo alocados em diferentes

tecidos do organismo do animal (MARUGAN-HERNANDEZ, 2017) (Figura 5).
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Figura 5: Ciclo reprodutivo do parasita Neospora caninum.
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A maioria dos hospedeiros intermediarios afetados por este parasita sdo animais
de interesse pecuario, termo que remonta a criagdo de gado, definido como conjunto de
animais criados no campo para trabalhos agricolas, domésticos ou para aplicacdo
industrial, e, por essa defini¢do, encontram-se cavalos, ovelhas, cabras, bufalos e vacas
(AMDOUNI et al., 2018). No entanto, mesmo infectando uma série de animais ao redor
do planeta, selvagens ou domesticados, a infec¢ao pelo parasita no gado bovino ¢ a mais
frequente e com maior dispersio (DEBACHE et al., 2011; ESPOSITO; MULLER;
HEMPHILL, 2007).

Estima-se que até¢ 90% de alguns rebanhos bovinos estejam infectados por
N. caninum sendo que essa alta dispersdo ocorre em func¢do do contato cotidiano entre
esses animais e os caes, que comumente desempenham um papel de pastoreio sobre o

gado (LINDSAY; DUBEY, 2020). A alta taxa de infec¢do promovida por esse parasita
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associada a sua habilidade de transmissdo vertical, via infeccdo congenital, ou seja,
transmissdo placentaria, ¢ um problema de alta relevancia no cendrio mundial,
justamente por ser esse tipo de infec¢do que mais provoca os abortos nos rebanhos em
todo o planeta. Somente na Suica 30% de todos os abortos que ocorrem nos rebanhos
bovinos ¢ devido as infecgdes por N. caninum (AMDOUNI et al., 2018).

Os abortos provocados pela neosporose, quando traduzidos em termos
econdmicos, salientam sua relevancia no cenario mundial, s6 no estado da California
(EUA), os danos associados a N. caninum chegam a 35 milhdes de ddlares por ano,
adicionalmente o prejuizo no conjunto Australia-Nova Zelandia fica em torno de 72
milhoes de dolares anualmente (AMDOUNI et al., 2018).

Esses dados econdmicos sdo exaltados quando se observa o mercado pecudrio
brasileiro. Segundo os dados disponiveis pela associacdo brasileira das industrias
exportadoras de carne (ABIEC), em 2020 o pais era o detentor do maior gado do
planeta, cerca de 187,5 milhdes de cabecas, representando 13% da populacdo global de
bovinos e o maior exportador de insumos oriundos desse setor, representando 10% do
produto interno bruto (PIB) do pais (ABIEC, 2020).

Dessa forma, fica clara a relevancia desta parasitose no setor pecuario em nivel
nacional e mundial sendo um problema social, econdmico e veterinario de grande
impacto (ABIEC, 2020; AMDOUNI et al., 2018 (DEBACHE et al., 2011). (DEBACHE
etal., 2011). Tal impacto se intensifica, pois, desde a retirada da vacina NeoGuard do
mercado vista sua baixa efetividade na resposta contra esta parasitose, os tratamentos se
tornaram escassos e pouco eficazes (LINDSAY; DUBEY, 2020).

Nesse sentido, ¢ de grande urgéncia e relevincia o desenvolvimento de novos
farmacos com potencial atividade antiparasitria, para o controle e combate da
parasitose causada por N. caninum sobre o gado bovino. Além disso, ¢ fundamental que
os tratamentos sejam potentes, seguros € que nao afetem os insumos deste setor como
carne ¢ leite (REICHEL et al., 2013).

Baseado na necessidade do setor pecudrio, nos problemas socioecondmicos € na
falta de tratamentos especificos para essa infec¢do parasitaria, estratégias em quimica
medicinal foram exploradas no presente trabalho a fim de planejar e desenvolver novas
moléculas ativas contra esse parasita (DEBACHE et al., 2011; LINDSAY; DUBEY,
2020; REICHEL et al., 2013).
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1.5. ESTRATEGIAS EM QUIMICA MEDICINAL PARA O DESENVOLVIMENTO DE NOVOS

NEOSPORICIDAS

Com o aparecimento de novas doengas e o aumento da resisténcia daquelas ja
existentes, a busca por novos medicamentos ¢ fundamental na manutencao da vida
(SAMPATH KUMAR; HERRMANN; TSOGOEVA, 2020). A velocidade com que
esses microrganismos aparecem e/ou reaparecem, bem como o desenvolvimento de
novos mecanismos que geram resisténcia frente aos medicamentos antes utilizados,
fazem da busca por novos medicamentos algo urgente, colocando a industria
farmacéutica em constante pesquisa (AGNELLO et al., 2019; VIEGAS-JUNIOR et al.,
2007).

Quando se fala em desenvolvimento de novos medicamentos ¢ comum atrelar
esse processo aos altos custos, ao tempo requerido e as chances de insucesso
(ANDRICOPULO; SALUM; ABRAHAM, 2009; WOUTERS et al., 2020; ZHAO;
GUO, 2009). No entanto, com o advento da quimica medicinal e a versatilidade de suas
técnicas e estratégias, o desenvolvimento racional de novas entidades quimicas
terapeuticamente ativas a fim de atender e acompanhar a evolucdo das patologias vem
sendo realizado com alguma eficiéncia (DECKER, 2017; FRAGA, 2009).

O desenvolvimento das moléculas visando potencial atividade antiparasitaria
descritas nesse trabalho se fundamenta exatamente no emprego de técnicas e estratégias
em quimica medicinal. Essas estratégias t€ém por objetivo o aumento da atividade, a
diminui¢do da toxicidade, ou ainda, alteragdes na arquitetura molecular visando afetar
as fases farmacocinética e farmacodindmica (SAMPATH KUMAR; HERRMANN;
TSOGOEVA, 2020). Para alcangar esses objetivos, duas estratégias foram adotadas no

decorrer da presente pesquisa, o isosterismo e a hibridagdo molecular.

1.5.1. ISOSTERISMO

Definido em 1919 por Langmuir, o isosterismo passou por algumas expansdes
que promoveram aquele conceito puramente eletronico a um conceito mais amplo com
aplicagdes inclusive no campo de quimica medicinal (PAPADATOS; BROWN, 2013).
O isosterismo antes definido como grupo de atomos com o mesmo arranjo de elétrons,

agora ¢ definido como grupos que compartilham o volume, forma molecular ¢ possuem
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um arranjo eletronico, dos quais destaca-se a valéncia, e propriedades fisico-quimicas
semelhantes (BARREIRO; FRAGA, 2015; PATANI; LAVOIE, 1996).

A aplicagdo desta estratégia em quimica medicinal aparece como um trunfo na
pesquisa por novos medicamentos, uma vez que mediante o conhecimento de uma
molécula ativa contra determinado alvo, trocas isostéricas, ou seja, a substituicdo por
atomos, grupos ou nucleos que compartilham essas caracteristicas estruturais e
eletronicas, pode ser aplicada visando o melhoramento da atividade daquele composto
seja pela alteragdo na fase farmacocinética ou farmacodindmica (BARREIRO; FRAGA,
2015; CIAPETTI; GIETHLEN, 2008).

O isosterismo também pode ser aplicado na substituicdo de anéis aromaticos, os
quais sdo fundamentais na sintese de moléculas biologicamente ativas (LIMA;
BARREIRO, 2005). Essa importancia desempenhada pelos niicleos aromaticos nas
atividades biologicas dos compostos esta associada com a forma e o volume molecular,
bem como a rigidez associada a presenca desses an¢is (CIAPETTI; GIETHLEN, 2008).

Essa relevancia toma forma quando bases de dados de empresas como Pfizer,
AstraZeneca e GlaxoSmithKlin (GSK®) sdo verificadas e cerca de 99% de todos seus
produtos comercializados contem ao menos um anel aromdtico em sua estrutura
(POLETO et al., 2018). Em vista da grande parcela ocupada por essas estruturas,
estratégias no desenvolvimento de novos firmacos baseada na substituicdo de anéis,
aparece como uma importante estratégia na sintese de compostos bioativos (LIMA;
BARREIRO, 2005). Algumas substituicdes de anéis aromaticos comuns estdo

representadas na Figura 6. (LIMA; BARREIRO, 2005)

Figura 6: Substituicdes isostéricas de anéis.

Adaptado de BARREIRO; ALBERTO MANSSOUR FRAGA, 2015.

Com base no que foi exposto, a fim de sintetizar compostos com atividade

antiparasitaria contra N. caninum, foram realizadas diversas pesquisas por moléculas, ja
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comercializadas, que atuem como antiparasitarias. Durante essas buscas, uma molécula
estruturalmente promissora aparece como um possivel /ead, a nitazoxanida (NTZ, 2,
Annita®) que é amplamente utilizada como medicamento no tratamento de doengas
parasitarias e foi explorada a fim de servir como molde para a sintese de novos
compostos a serem investigados contra esse N. caninum (ESPOSITO et al., 2005;
ESPOSITO; MULLER; HEMPHILL, 2007; LIMA; BARREIRO, 2005).

No trabalho realizado por Esposito e colaboradores (2005), a NTZ (2) foi
avaliada em relacdo a sua atividade contra N. caninum, sendo que foi verificado que
esse composto atua inibindo a reproducao dos taquizoitos, morfologia responsavel pelo
quadro infeccioso da doenca. Mediante a inspira¢do proveniente da estrutura da
nitazoxanida, diferentes alteracdes puderam ser planejadas desde alteracdes de

substituintes até substituicao 1sostérica de anéis (Figura 7).

Figura 7: Poténcia de NTZ (2) contra N. caninum e pontos estruturais a serem explorados.
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O isosterismo aparece como uma importante estratégia no planejamento de
novos compostos com potencial atividade terapéutica, nesse sentido essa estratégia foi
aplicada no planejamento de novas entidades quimicas bioinspiradas, de forma que as
alteracoes estruturais foram propostas com base na literatura.

Dessa forma ¢ possivel propor troca a do anel tiazolico pelo anel piridinico,
substituicao fundamentada na importancia desse ultimo no setor farmacéutico, o qual
até 2004 estava presente em cerca de 7000 farmacos com atividades biologicas diversas
como anti-inflamatéria, antibioticos, antidepressivos entre outros (HENRY, 2004).
Além das atividades elencadas acima, compostos contendo nucleo piridinico foram

avaliados como toxoplasmicidas, sendo verificada a a¢ao desses compostos na inibi¢ao
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seletiva da proteina quinase 1 dependente de célcio presente no 7. gondii (TgCDPK1),
proteina responsavel por processos relacionados a invasao e evasao do parasita da célula
hospedeira, além disso essa biomacromolécula encontra homdloga em N. caninum
(MOLINA et al., 2021; OJO et al., 2014) fundamentando esta substitui¢ao isostérica.
Evidentemente, o isosterismo ¢ uma estratégia de planejamento muito
importante no desenvolvimento de novos farmacos, contrastando com outras técnicas
importantes que visam a sintese de novos firmacos de forma racional e mais célere,

dentro deste contexto aparece a hibridagao molecular.

1.5.2 HIBRIDACAO MOLECULAR

A hibridagdo molecular consiste na jungdo de dois ou mais grupos
farmacoforicos, de forma a criar uma nova entidade quimica que carrega consigo
caracteristicas importantes das moléculas que a geraram visando a otimizagdo das
propriedades farmacologicas (VIEGAS et al, 2007).

A conjungdo entre as moléculas ¢é realizada de forma covalente com ou sem um
espacador, levando em consideracdo que essas moléculas devem ser bioativas ativando
ou inibindo um biorreceptor (SAMPATH KUMAR; HERRMANN; TSOGOEVA,
2020). Nem sempre as moléculas sdo escolhidas para atuar no mesmo biorreceptor,
podendo cada uma individualmente atuar em diferentes enzimas e, nesse caso, o hibrido
¢ denominado multitarget, (multiplos alvos), classe que vem recebendo consideravel
destaque na pesquisa nos ultimos anos por evitar interagdes medicamentosas e facilitar
os estudos das fases farmacodinamica e farmacocinética (BARREIRO; FRAGA, 2015;
MORPHY; RANKOVIC, 2005; PEDROSA, et al., 2016).

A partir das pesquisas bibliograficas realizadas dois nucleos se mostraram
promissores, o primeiro € o nucleo piridinico, o qual foi apresentado e discutido em
fungcdo de sua relevancia na inibicdo da proteina quinase 1 dependente de calcio
(CDPK1), responsavel pela invasdo do parasita no interior das células (MOLINA et al.,
2021; OJO et al., 2014).

Além do nucleo piridinico, o acido cindmico foi selecionado, para ser integrado
na estrutura dos compostos, isso pois essa unidade, denominada cinamoilica, presente
em compostos antiparasitarios se mostrou essencial para atividade toxoplasmicida, dada
a inibicdo de proteinas de transporte de formiato e nitrito (NFTs). Mesmo com esse

nome essas proteinas nao sao exclusivas para esses anions, sendo uma classe de extrema
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relevancia para o efluxo de varios outros anions como o lactato (ERLER et al., 2018;
NERLICH et al., 2021). O lactato foi tomado de exemplo na sentenga anterior
premeditadamente uma vez que ele ¢ um subproduto relevante no processo de geragdo
de ATP realizado pelo 7. gondii. Quando inibida a NFT responsavel pelo transporte de
lactato presente na membrana plasmatica do parasita, os niveis desse monocarboxilato
tenderdo a aumentar no interior do parasita causando alteragdes no pH do
microrganismo bem como desequilibrios em sua estabilidade osmética levando a sua
morte (ZENG et al., 2021).

Evidenciada toda a relevancia que o 4acido cinamico desempenha dada sua
atividade toxoplasmicida, ele ainda aparece como um trunfo na busca por um nucleo
com caracteristicas aromaticas que apresenta uma cadeia lateral. Seguindo essa dire¢ao,
baseado em todos os levantamentos descritos o perfil do hibrido que atua em diferentes
alvos, denominado multitarget (GURBOGA et al., 2021).

Salientada a importancia dos nucleos piridinicos e cinamoilicos, houve entdo a
necessidade de unir esses nucleos covalentemente, conforme definicdo, dessa forma
aparece a ligagdo amidica, a qual esta associada a inibicdo de histona desacetilase
(HDACc), importante enzima nos processos de transcri¢ao, replicacdo e reparacdo do
DNA de parasitas pertencentes ao filo apicomplexa (GARCIA-SANCHEZ et al., 2019).

A partir da obtengdo das moléculas provenientes das estratégias de isosterismo e
hibridacdo molecular ¢ necessdrio avaliar a seguranca em utilizd-las nas células

hospedeiras e entdo sua atividade contra os parasitas de Neospora caninum.

1.6. CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTIPARASITARIOS:

Dentre os métodos indiretos para mensuracdo da viabilidade celular, os mais
utilizados baseiam-se na atividade enzimatica como marcador de células viaveis, ou
seja, o ensaio requer a incubacao das células com um substrato que ¢ convertido em um
produto colorido ou fluorescente (MOSMANN, 1983; DUTTA et al., 2005). Em
condi¢des ideais, o produto gerado pela conversdo do substrato € proporcional ao
numero de células vidveis, visto que células mortas ndo sdo capazes de realizar tais
reacdes. A medi¢do ¢ realizada usando um leitor de placas, que possui como vantagem a
capacidade de fornecer os resultados com um alto rendimento (MOSMANN, 1983;

DUTTA et al., 2005).
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O ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol) baseia-se na
conversao do tetrazélio em cristais de formazana, por uma reagao de reducao do MTT
na mitocondria das células viaveis (MOSMANN, 1983; DUTTA et al., 2005). Embora o
mecanismo celular envolvido nessa conversao ainda ndo esteja tdo bem elucidado, ele
provavelmente envolve a coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), a qual
promove a reducdo do MTT em uma formazana (Figura 8) (MOSMANN, 1983;
DUTTA et al.,, 2005). Antes da leitura, a formazana ¢ solubilizada com reagentes
especificos, como o dimetilsulfoxido (DMSO), que desfaz os cristais e estabiliza a cor
(de amarelo do MTT para marrom arroxeado da formazana solubilizado) (MOSMANN,
1983; DUTTA et al., 2005). Basicamente, a quantidade de cor gerada depende de varios
parametros, incluindo: a concentragdo de MTT, o tempo de incubacdo, o numero de
células viaveis e sua atividade metabolica, esse ensaio, entretanto, se limita pela
natureza citotoxica dos reagentes € a agdo mecanica dos cristais sobre a membrana

plasmatica das células (MOSMANN, 1983; DUTTA et al., 2005).

Figura 8: Mecanismo de redugdo de MTT em formazana.
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O ensaio de citotoxicidade ¢ fundamental em pesquisas que lidam com
patologias intracelulares obrigatorias, visto que mesmo que alguns compostos
demonstrem atividade essa ¢ inutil se este composto for toxico para as células do
organismo. Ao realizar os ensaios de citotoxicidade ¢ estabelecido um limite de
concentragdo em que a célula suporta bem aquele xenobidtico, e € esse limite quem vai

estabelecer a concentragdo maxima dos compostos a serem avaliados.
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Com o estabelecimento da concentracdo maxima segura para as células dos
hospedeiros, ¢ importante verificar a poténcia dessas moléculas contra os parasitas de
forma a avaliar sua capacidade em invadir as células e se proliferar. Essas duas etapas
de sobrevivéncia e reprodugdo do parasita sdo de extrema relevancia na compreensao da
atividade das moléculas testadas.

Considerados como commodities, o gado bovino englobado no setor pecuario
corresponde a uma grande parcela dos ganhos e gastos ao redor do mundo, sendo,
portanto, um tema de grande interesse no célculo do produto interno bruto (PIB) de um

pais, por exemplo.

O Brasil aparece como o pais detentor do maior gado bovino de interesse
econdmico ao redor do mundo, ¢ de se pensar que prejuizos contra estes animais, em
um pais cuja atividade pecudria corresponde a uma grande parcela do PIB nacional ¢ de

extrema relevancia e preocupacao.

Assim, com os prejuizos trazidos por N. caninum, responsavel por grande parte
dos abortos e mas-formagdes em bezerros, ¢ fundamental que novas pesquisas se
empenhem na descoberta de novos farmacos que possam combater o parasitismo
provocado por este patdogeno em vista da agdo direta que ele desempenha sobre setores

fundamentais da sociedade.

2. Objetivos:

2.1.0BJETIVO GERAL

Mediante a indisponibilidade do tratamento do parasitismo desempenhado por
Neospora caninum, o presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de novas
moléculas potencialmente ativas, as quais foram desenvolvidas com base em estratégias

em quimica medicinal.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Planejamento racional de novos compostos que possam atuar como antiparasitarios;
e Sintese dos compostos planejados;

e Avaliacao da citotoxicidade dos compostos sintetizados;
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e Avaliacdo da atividade antiparasitaria contra N. caninum dos compostos ndo

citotoxicos;

3. RESULTADOS E DISCUSSOES:

3.1. PLANEJAMENTO MOLECULAR:

Com o surgimento e reaparecimento de doengas infecciosas, das quais se
destacam aquelas causadas por parasitas, bem como os danos sociais € econdmicos que
essas patologias representam ao redor do mundo, a pesquisa por estratégias terapéuticas
cada vez mais eficientes sdo de extrema valia no atual cenario (EL-SAYED & KAMEL,
2020; GAILLARD et al., 2021). Nesse sentido, técnicas mais céleres sdo necessarias a
fim de reduzir os danos que doengas como a neosporose causam sobre a economia
global com consequente agdo na sociedade.

Seguindo esta diregdo, estratégias em quimica medicinal aparecem a fim de
otimizar o processo em relagdo ao tempo e custo para o desenvolvimento de moléculas
que sejam potencialmente ativas, (HUGHES et al., 2011). Uma estratégia interessante ¢
a selecdo de uma molécula conhecidamente ativa no alvo terapéutico de interesse e sua
utilizagdo como inspiragdo estrutural para a sintese de novos compostos (HUGHES et
al., 2011).

Nesse sentido, para o presente trabalho, foi realizada uma busca por moléculas
que estivessem associadas a atividade antiparasitaria contra N. caninum sendo que a
nitazoxanida (NTZ) aparece como um composto lider promissor, o qual pdde ser
explorado de forma racional através de mudangas estruturais fundamentado em
estratégias como o isosterismo e a hibridagao molecular (ESPOSITO et al., 2005).

Através da andlise estrutural da nitazoxanida (2), foram propostas algumas
mudancas como a substituicdo do anel tiazolico de NTZ por um anel piridinico. A
substitui¢do de anéis dada a semelhanca isostérica se fundamenta na possivel alteracao
da complementaridade da molécula no biorreceptor mediante as interagoes
intermoleculares existentes. Alteragdes como essa podem interferir nas fases
farmacodinamica e farmacocinética, podendo causar diferencas significativas nas
respostas terapéuticas daquele medicamento (MEANWELL, 2014).

Com a inspiracao gerada pela nitazoxanida (2) (Figura 9), 70 compostos foram

planejados e sintetizados a fim de avaliar sua acdo antiparasitiria. Para realizar a
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definicio de uma relagdo entre a estrutura e a atividade biologica (REA) desses
compostos, foram realizadas trocas nas posigoes dos substituintes tanto do anel
piridinico quanto do anel benzénico e mudanca dos substituintes, constando de grupos
doadores e retiradores de carga na por¢ao benzénica. Além dessas altera¢des nos
nucleos aromaticos (3-54), foi estabelecida a sintese de moléculas contendo uma porg¢ao
alifatica em sua estrutura, a qual foi planejada com a intencao de se verificar o quanto a

flexibilidade desses compostos seria importante para a atividade (Figura 10).

Figura 9: Perfil geral das amidas planejadas baseadas em NTZ (2) a partir de trocas isostéricas.
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Além da substitui¢ao do nucleo tiazolico pelo piridinico, € possivel verificar que
o grupo nitro presente em NTZ (2), é trocado por um haleto, especificamente o cloro.
Essa alteracdo estd fundamentada em dois pontos principais, o primeiro consta da
conhecida toxicidade exibida por fragmentos nitroaromaticos, frequentemente associado
a efeitos adversos como a hepatotoxicidade, adicionalmente, esses fragmentos estdo
relacionados com a acao mutagénica e carcinogenica das moléculas que o contém
(BOELSTERLI et al., 2006; NEPALI; LEE; LIOU, 2019). O segundo ponto para a
substituicao do nitro pelo cloro, vem do ponto de vista sintético, ou seja, a presenca
desse haleto em um anel deficiente de elétron, como o anel piridinico, torna possivel
reacoes de substituicdo nucleofilicas aromaticas, as quais podem ser exploradas para
variar propriedades fisico-quimicas e/ou alterar a complementaridade dos derivados no

biorreceptor (CLAYDEN:; GREEVES:; WARREN, 2012).
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Figura 10: Moléculas bioinspiradas em NTZ (2) propostos seguindo o isosterismo.
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O ultimo bloco de moléculas, consiste em amidas em que as por¢des aromaticas
estdo espacadas de forma que mesmo com o espagador, a caracteristica aromatica da
porcdo fenilica ¢ mantida dada a conjugacdo com a ligacdo dupla, além do espagador
essas amidas contam com a por¢do cinamoilica que se comporta como inibidor da
enzima transportadora de lactato, podendo agir como um farmaco multitarget (Figura
11), ou seja, essa molécula pode inibir diferentes alvos ao mesmo tempo, como a
quinase dependente de calcio pela por¢do piridinica e a histona desacetilase pela ligacao

amidica (Figura 12).

Figura 11: Planejamento estrutural das amidas baseadas na estratégia de hibridacdo molecular.
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Figura 12: Amidas preparadas pela conjugag¢@o de piridinas e derivados de cinamoila seguindo

a hibridagdo molecular.
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3.2 REDUCOES DO GRUPO NITRO PRESENTE NOS SUBSTRATOS PIRIDINICOS

A partir do que foi discutido, acerca da substitui¢ao do nucleo tiazolidico pelo
nucleo piridinico, foram analisados os reagentes piridinicos que dispiinhamos no

laboratorio (83-86) (Figura 13).

Figura 13: Substratos piridinicos selecionados (83-86).

o NH2 Ch ON. A - NO2
| o | e | - | e
N~ “Cl N™ "NH, N™ “Cl Cl N~ “Cl
83: 3-amino-2-cloropiridina 84: 2-amino-5-cloropiridina 85: 2-cloro-5-nitropiridina 86: 2,6-dicloro-3-nitropiridina

Para a obtenc¢ao das amidas, uma série de reag¢des foi planejada, dentre elas esta
a reacao de redugao dos grupos nitro presente nos substratos 85 e 86, etapa fundamental
no desenvolvimento das moléculas bioinspiradas. Para alcancar esse fim foi empregado
o protocolo reacional proposto por Khunnawutmanotham e colaboradores em 2018,
onde foi utilizado o cloreto de estanho como agente redutor e meio acido para a
obten¢do da amina de interesse (87 e 88), o mecanismo envolvido nessa etapa esta

representado na Figura 14.

Figura 14: Proposta de mecanismo para a reducdo do grupo nitro presente em 85.
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Adaptado de: WANG, 2010 (reacio de Béchamp).

A sintese do produto 87 foi confirmada a partir dos dados espectroscopicos de

infravermelho e de ressonancia magnética nuclear. Assim, o produto 87, foi obtido
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como um so6lido amarelo opaco com 84% de rendimento e temperatura de fusdo de 82,1
°C, esse produto foi caracterizado por espectroscopia na regiao do infravermelho, onde
pdde se observar bandas caracteristicas de uma amina primaria (Figura 15). Na regido
de 3315 cm™ € 3190 cm™ ¢ possivel observar duas bandas caracteristicas ao estiramento
de N—H de aminas primarias, seguido por essa hd outra banda caracteristica que

aparece em 1588 cm™! associado a deformacdo angular de N—H-

Figura 15: Espectro na regido do infravermelho para o produto 87.
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A fim de corroborar os dados fornecidos pela técnica de espectroscopia no
infravermelho, analises de RMN foram realizadas a fim de caracterizar a estrutura dessa
molécula. Nesse sentido, o espectro de RMN de 'H (Figura 14) apresentou sinais

caracteristicos e indicativos para o produto 87.
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Figura 16: Espectro de RMN de 'H de 87 (600MHz, DMSO).
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A analise do espectro de RMN de 'H (Figura

16) apresentou o sinal

caracteristico para o hidrogénio da amina 87 em 5,48 ppm (2H), além deste sinal é

possivel observar trés sinais na regido dos aromaticos em o 7,73 (1H, d, Ji-3 2,95 Hz, H-
5), 7,08 (1H, d, J1-3 8,51 Hz, H-3) € 6,99 ppm (1H, dd, J3-2 3,0; 8,54, H-2).
O espectro de RMN de '*C-DEPTq (Figura 17) apresentou quatro sinais de

carbono, diferente do esperado, que seriam cinco sinais. Através da técnica de DEPTq ¢

possivel distinguir carbonos hidrogenados dos quaternarios e/ou ndo hidrogenados,

facilitando a analise dos sinais e sua atribuicdo. Dessa forma, os carbonos C-1 e C-4

foram atribuidos aos sinais em 144,9 e 136,7 ppm, respectivamente, dada a inversao de

fase sofrida pelos carbonos nao hidrogenados.
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Figura 17: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 87.
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Devido a ndo ser possivel observar os cinco sinais de carbono, analises bidimensionais
foram realizadas.

O experimento de correlagdo direta entre hidrogénio e carbono (HSQC) foi
realizado (Figura 18) a fim de definir se algum sinal de carbono estava associado a dois

sinais de hidrogénios.

Figura 18: Mapa de contorno HSQC do produto 87.
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A partir da analise desse mapa de contorno é possivel verificar que o sinal de carbono
em & 124,1 esté associado a dois hidrogénios (H-3 e H-2). Assim, mediante a analise dos
espectros dispostos acima foi possivel caracterizar o produto de redug¢do do substrato

85, as atribuigdes via andlise de ressonancia podem ser verificadas na tabela.

Tabela 1: Dados de RMN de 87 (600MHz, DMSO).
6

3
:(j‘/NHZ
o
1 N5

Cl
Posicdo o1, multiplicidade, J (Hz) oc
1 — 1449
2 6,99, dd, 3,0; 8,54 124,1
3 7,08, d, 8,52 124,1
4 — 136,7
5 7,73,d, 2,95 135,7
6 5,48 i

De forma semelhante, essas anélises foram realizadas para o produto de redugao
do substrato 86 (88), foi obtido como um sélido amarelo opaco, com 97% de
rendimento e temperatura de fusdo de 122,8 °C. A caracterizacdo espectroscopica para
88 foi muito semelhante aquela realizada para 87 e os espectros deste produto podem
ser vistos nos anexos (Espectros 1-3).

A obtenc¢do dos substratos com o grupo amina ¢ de suma importancia devido as
suas caracteristicas nucleofilicas de gerar as amidas de interesse.

Dessa forma, os acidos carboxilicos (89-101, Figura 19) a serem acoplados nas
aminas obtidas necessitavam de derivatizagdes para que sua eletrofilicidade fosse
aumentada. Assim, metodologias de clorinagdo e acoplamento foram exploradas para a

obtencdo das amidas com potencial atividade antiparasitaria.
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Figura 19: Derivados de acidos benzoicos escolhidos para a sintese das amidas.

O~ _OH (0] OH O~_OH
89: acido p-nitrobenzoico
NO,
90: acido m-nitrobenzoico
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O~ __OH (@) OH O~_OH
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Me L. .
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Me 94: acido o-toluoico
Me
92 93 94
O~ __OH O~_OH Os~_OH
95: acido p-bromobenzoico
Br
96: acido m-bromobenzoico
Br 97: acido o-bromobenzoico
Br
95 96 97
O~ _OH O~_OH O~ _OH
al 98: acido p-clorobenzoico
99: acido m-clorobenzoico
cl 100: acido o-clorobenzoico
Cl
98 99 100
0 101: acido benzoico
: OH
101

Fonte: O autor.

3.3. DERIVATIZACOES DO ACIDO CARBOXILICO.

A obten¢ao de amidas na industria farmac€utica ¢ muito importante, seja como
produto final ou intermediario para obtengdo de produtos mais complexos. Em vista da
relevancia que essa fun¢do organica desempenha, ¢ de extrema necessidade o emprego
de técnicas a fim de obter essa classe de compostos (SABATINI et al., 2019). Nesse
sentido, diversas metodologias através de agentes de acoplamento vém sendo
empregadas visando a obtencdo de amidas, ha, no entanto, que se destacar que esses
processos muitas vezes sao onerosos ¢ levam a uma grande quantidade de subprodutos

(SABATINI et al., 2019) (Figura 20).
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Figura 20: Esquema geral para a obtencdo das amidas através de reagentes de acoplamento.
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Adaptado de: SABATINI et al., 2019

Baseado em metodologias cladssicas para a obtencdo de amidas pelo uso desses
reagentes de acoplamento, algumas dessas foram empregadas visando a obtencdo das
amidas 3-74. Dessa forma foram realizadas rea¢des com cloreto de tionila, cloreto de
oxalila, EDC e acido borico.

Como ponto de partida, as reacdes para obtencdo das amidas partiram do
emprego do cloreto de tionila como agente clorinante, o qual promove a derivatizagao
do acido carboxilico, transformando-o em um cloreto acido. A sintese dessa classe
organica para a obtencdo de amidas ¢ de grande interesse dada a baixa nucleofilicidade
das aminas disponiveis (83, 84, 87 ¢ 88) e a cletrofilicidade demonstrada por cloretos
acidos.

Diversos procedimentos com o cloreto de tionila foram empregados,
promovendo alteracdo na ordem dos reagentes, temperatura, quantidade de SOClI>,
solventes, tempo de reacdo e, mesmo com todas as alteragdes empregadas o sucesso na
obtenc¢do das amidas por esses métodos ndo foi alcangado.

Em seguida, o cloreto de oxalila foi empregado a fim de obter o cloreto acido e
posteriormente a amida de interesse, no entanto, mesmo com as alteragdes realizadas
nos parametros reacionais, a reagao nao ocorreu conforme o esperado gerando uma série
de subprodutos.

Como terceira alternativa, apds pesquisas realizadas de forma a encontrar
metodologias que tivessem altos rendimentos e etapas de purificagdo facilitadas.
Seguindo esses critérios, surgiu como estratégia a utilizacdo do EDC, uma carbodiimida
que mecanisticamente parecia ser promissora. A utilizagdo do deste agente de
acoplamento vem acompanhada da utilizagdo de uma base, por exemplo o DMAP, ¢ ¢
comum o emprego de aditivos como benzotriazois, por exemplo, o HOBT.

Esses aditivos se tornaram comuns a fim de evitar a racemizagao quando essa
metodologia ¢ empregada na sintese de peptideos, no entanto além deste ponto, o qual

ndo fundamenta sua utilizagdo para as moléculas contempladas no presente trabalho, o
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produto intermediario formado ¢ considerado um éster ativado, de forma que sua
reatividade ¢ elevada o que pode favorecer a reagao.

A utilizag¢do desses aditivos nas metodologias empregadas ¢ fundamentada pela
analise das estruturas das aminas disponiveis (83, 84, 87 ¢ 88), que possuem o grupo
amino conjugado ao anel piridinico, conhecido por sua caracteristica retiradora de
elétrons (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012), o que provoca o
comprometimento do par de elétrons com a ressondncia diminuindo sua
nucleofilicidade. (DUE-HANSEN et al., 2016; HUMPHREY & CHAMBERLIN, 1997;
SOLOMONS; CRAIG, 2012).

Mesmo com todos esses cuidados acerca das caracteristicas eletronicas do
substrato piridinico, a utilizagdo do EDC como reagente de acoplamento frente ao uso
da base e aditivo ndo foram suficientes para a obten¢do das amidas de interesse. Sendo
necessaria a busca por uma quarta alternativa.

E possivel notar que para o modelo utilizado, o qual consistiu da reagdo entre 87
e 101, por diferentes metodologias de acoplamento, ndo foi obtida, a amida de interesse
(4) sendo necessaria a aplicagdo de outra metodologia para a redugdo do grupo nitro.
Esse procedimento foi realizado por Yun e colaboradores (2016), consistindo no
emprego do acido bérico como reagente de acoplamento na presenca de um aditivo

diaminico (Figura 21).
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Figura 21: Proposta de mecanismo para o acoplamento entre 101 e 87.
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Fonte: Adaptado de YUN et al., 2016.

Foram realizadas algumas metodologias com alteracdes de parametros como
tempo, temperatura e ordem dos reagentes a fim de se obter o produto desejado (5), no
entanto verificou-se a necessidade de retirar a dgua do meio reacional para que o
equilibrio reacional pudesse ser deslocado no sentido da formagdo do produto. Nesse
sentido, a estratégia adotada foi o uso de peneiras moleculares de cavidade de 0,3 nm
promovendo o deslocamento do equilibrio no sentido da formacao do anidrido boérico. A
utilizagdo dessas peneiras se mostrou eficiente no proposito definido, ou seja, a
formagdo do hibrido amidico (5) o qual foi obtido em 21% de rendimento como um
solido ocre, conforme evidenciado pelas bandas observadas no IV, na regido de 3365
cm! ¢ possivel observar a banda caracteristica do estiramento de N—H, seguido por
essa ha outra banda caracteristica que aparece em 1655 cm™ associado ao estiramento de

carbonila de amidas (Figura 22).
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Figura 22: Espectro na regido do infravermelho do composto 5 e descri¢do numérica da

molécula.
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Pela analise de RMN de 'H (Figura23) foi possivel observar sinais

caracteristicos e indicativos para o produto 5.

Figura 23: Espectro de RMN de 'H de 5 (600MHz, DMSO).
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A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 23) apresentou o sinal

caracteristico para o hidrogénio da amida secundaria § em 10,58 ppm (1H), além deste
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sinal é possivel observar ainda cinco sinais na regido dos aromaticos em 6 8,42 (1H, d,
2,5 Hz, H-3), 8,25 (1H, d, J 8,9 Hz, H-1), 8,04 (2H, dd, J 0,7 Hz; J 8,9, H-10), 7,97
(2H, m, H-12), 7,54 (2H, m, H-11) e 7,50 ppm (2H, m, H-6).

O espectro de RMN de “C-DEPTq (Figura 24) apresentou dez sinais de carbono,

conforme esperado dada a simetria existente entre os carbonos do anel benzénico.

Figura 24: Espectro de RMN de “C-DEPTq de 5.
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Para atribuir os sinais de alguns carbonos de 5, houve a necessidade de verificar

a correlacdo direta entre os hidrogénios e carbonos da molécula (HSQC) (Figura 25).
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Figura 25: Mapa de contorno HSQC para a amida 5.
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Realizada as atribuicdes de carbono e de hidrogénio de 5, uma tabela foi criada a

fim de evidenciar os deslocamentos com cada hidrogénio e carbono (Tabela 2).

Tabela 2: Dados de RMN de 5 (600MHz, DMSO).

1"

10 12
3 N5 _N.s®
oL
CI2 1/ 6 O
Posi¢io on; multiplicidade; J (Hz) oc
1 8,25,d, 8.9 131,2
2 _ 144,5
3 8,42, d,2,5 142,1
4 — 124,5
5 — 135,9
6 7,5, m 141,9
7 _ i
8 — 166,5
9 _ 134,6
10 8,04, dd, 0,7, 8,9 128,3
11 7,54, m 129,0
12 7,50, m 132,4
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Adicionalmente, o espectro de correlacao entre carbono e hidrogénio a longa
distancia HMBC (Figura 26), evidencia a forma¢ao da amida ao verificar a correlagdo
ente o hidrogénio amidico (proveniente da amina piridinica) e o carbono carbonilico

(proveniente do acido).

Figura 26: Mapa de contorno HMBC e correlagiio entre 'H e °C de 5.
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Quando submetido a analise de EM-IES, modo positivo, fo1 possivel confirmar a
formula molecular C13H11CIN20 de §, com indice de deficiéncia de hidrogenio igual a
nove. O sinal referente a molécula protonada foi observado em m/z 233,0479, sendo o
valor calculado para C13H11CIN20, 233,0476, denotando um erro de 1,3 ppm (Figura
27).
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Figura 27: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 5.
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Através deste procedimento, foi possivel obter a amida de interesse, contudo,
quando o procedimento de acoplamento via utilizagdo de acido boérico e o aditivo
diaminico ¢ observado, ¢ possivel notar as problematicas envolvidas como a elevada
toxicidade do solvente utilizado, o mesitileno, bem como a irritagdo causada por seus
vapores, além disso ha ainda parametros como tempo reacional e a alta temperatura
requerida para a obten¢do desta amida.

Estas problematicas seriam suportadas caso os resultados desta sintese
estivessem associados a altos rendimentos, o que ndo ¢ verificado. Nesse sentido, em
vista da inviabilidade reacional que havia na sintese dessas amidas via acoplamento por
H3BO3, as estratégias foram alteradas, a fim de obter as amidas com rendimentos de, no
minimo, 60%.

As pesquisas em quimica medicinal visam, por definicdo, a aplicagdo dos
compostos sintetizadas em uma atividade especifica, a fim de entender a relacdo entre a
estrutura e a atividade bioldgica. No presente trabalho, os produtos seriam testados
contra o parasita N. caninum, assim a preocupacao com a aplicagdo biologica foi mais
expressiva que a aplicacdo de reacdes mais complexas.

Estabelecida esta preocupacao, os rumos dos trabalhos foram alterados, de forma
a manter o perfil estrutural das amidas de interesse e diminuir a complexidade na sintese

das amidas, para isso foram adquiridos de forma comercial os cloretos de acidos
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carboxilicos alifaticos e derivados do acido benzoico com diferentes padrdes de

substituicdo (102-119) (Figura 28).

Figura 28: Estrutura dos cloretos acidos comerciais adquiridos.
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Fonte: O autor.

Através da utilizacdo dos cloretos 4acidos, foi possivel diminuir
consideravelmente o tempo para a reacdo, bem como promové-la em condi¢des mais
brandas obtendo bons rendimentos, acima de 60%, para todas as amidas. Além dos
rendimentos associados e da maior viabilidade reacional disposta pelo uso dos cloretos
acidos, outro fato, que ¢ de extrema relevancia no desenvolvimento de farmacos, foi o
processo de purificagdo das amidas obtidas as quais ndo necessitavam de processos de

cromatograficos, sendo obtidas por recristalizacao.
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Essas caracteristicas elencadas balanceiam o gasto despendido na compra dos
cloretos acidos comerciais, dado os maiores rendimentos, diminui¢ao de etapas, bem
como uma maior viabilidade na sintese e na purificacdo dessas moléculas. A obtencao
dessas amidas seguiu um mecanismo classico, baseado na reacao de Pinner, que pode
ser demonstrado de forma geral para a rea¢ao entre a amina piridinica (87) e o cloreto

de benzoila (111) (KURT, CZAKO, 2005) (Figura 29).

Figura 29: Proposta de mecanismo da rea¢do entre 87 e 114.
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Fonte: Baseado na reacdo de Pinner, KURT, CZAKO 2005.

Dessa forma, pela reacdo das quatro aminas piridinicas (83, 84, 87 e 88) com os dezoito
cloretos de acido (102-119) adquiridos, foram obtidas setenta e duas amidas (3-74), cuja parte
acida consta de cadeias alifaticas e aromaticas variando os substituintes e suas posicdes
relativas, ou seja, orto, meta e para. A verificacdo da obtencdo dessas amidas se deu através de
técnicas espectroscopicas (infravermelho e RMN), espectrométricas (EM-IES) e pela afericdo
da temperatura de fusdo.

A fim de facilitar a discussdo da espectroscopia de RMN, as moléculas serdo discutidas
por blocos, de forma que para cada substrato piridinico serdo escolhidas trés amidas aromaticas
em que se mantém o substituinte, variando suas posicdes entre orfo meta e para. A partir das
discussdes realizadas para cada uma dessas amidas, sera possivel extrapolar a discussdo para os
demais substituintes pontuando apenas as mudancas observadas.

Para o primeiro bloco, serdo consideradas as amidas formadas entre as aminas
piridinicas (83, 84, 87 e 88) e o cloreto de benzoila (114), derivado do acido benzoico (Figura
30).
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Figura 30: Comparacao entre as amidas 3-6.
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Fonte: o Autor.

Desta forma, baseado na discussdo espectroscopica para S5 ja realizada
anteriormente, os sinais discutidos serdo muito proéximos aos sinais vistos nos demais
substratos (3, 4 ¢ 6). Essa semelhanca pode ser verificada quando os espectros de

hidrogénios sdo sobrepostos (Figura 31).

Figura 31: Sobreposicdo dos espectros de hidrogénio das amidas 3-6.
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A semelhanga entre os espectros ¢ muito clara quando os sinais dos espectros de
hidrogénios sdo analisados, ocorrendo deslocamentos devido a alteracdo do padrao de
substitui¢io em cada amida. Todos os espectros de RMN de 'H, exceto o de 6,
apresentam seis sinais, Todo os espectros para as amidas 3—6) estdo disponiveis nos
anexos (Espectros 4-16).

Com a obten¢do das amidas 3-6, foram sintetizadas as amidas mantendo as
porcdes das quatro aminas piridinicas e os derivados do cloreto de benzoila substituidos

com grupos doadores e retiradores nas posigdes orto, meta € para.
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Nesse sentido, o segundo bloco a ser discutido consta das amidas formadas pela
reacdo da amina piridinica 77, a qual reagiu com derivados de cloretos de benzoila
substituidos com grupos como nitro, metila, bromo e cloro em orto, meta e para (7-18).
As doze amidas foram obtidas com rendimentos satisfatérios e o processo de
purificacao foi facilitado devido a precipitacdo do produto de interesse, a caracterizacao
desses produtos foi realizada por técnicas espectroscopicas (infravermelho ¢ RMN) e
espectrométrica (EM-IES).

A fim de enriquecer as discussoes, os espectros das amidas 10, 11 e 12 produtos
entre a amina piridinica 77 com os cloretos de benzoila substituidos com o grupo metila
em para (102), meta (103) e orto (104) foram avaliados separadamente e serdo
considerados como base para a andlise das demais amidas englobadas neste bloco. As
analises dos espectros de infravermelho sdo muito semelhantes aquela discutida para a
amida 5.

A amida 10 foi obtida com 21% de rendimento como um soélido branco,
conforme evidenciado pelas bandas observadas no IR: 3431, 1680, 1504, 1296 cm’!
(Figura 32).

Figura 32: Espectro na regido do infravermelho da amida 10.

110
100—.
90
80 -
70 -

60

Transmitancia(%)

50

40

30 T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

n° de onda (cm™)

O espectro de RMN de 'H (Figura 33) apresentou sinais caracteristicos e

indicativos para o produto 10.
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Figura 33: Espectro de RMN de 'H de 10 (600MHz, DMSO).

A analise do espectro de RMN de 'H (Figura 30) apresentou sinais
caracteristicos para o hidrogeénio da amida secundaria 10 em 10,11 ppm (1H) e para o
hidrogénio da metila em 2,38 ppm (3H, s, H-15), além desses sinais € possivel observar
trés sinais relativos aos hidrogenios piridinicos em 6 8,31 (1H, dd, J 1,8 Hz; J4,7, H-
2),8,09 (1H, dd,J 1,7Hz; J7,9, H-4)e 7,49 (1H, dd, J 4,4 Hz; J 12,4, H-3), além do
hidrogénio amidico e dos hidrogénios piridinicos, sdo observados dois sinais relativos
aos hidrogénios simétricos do anel em para nos deslocamentos 6 7,92 (2H, d, J 8,2 Hz;
H-10 e H-14), 7,35 (2H, d, 7,98 Hz, H-11 e H-13).

O espectro de RMN de C-DEPTq (Figura 34) apresentou onze sinais de
carbono, conforme esperado dada a simetria existente entre os carbonos do anel

benzénico.



Figura 34: Espectro de RMN de “C-DEPTq de 10.
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Dentre os sinais de carbono, existem dois de facil identificagao pelo espectro

acima apresentado, sendo eles o carbono carbonilico 6 165,92 (C-8) e o carbono da

metila & 21,80 (C-15), os sinais de carbonos ndo hidrogenados presentes nos anéis

aromaticos puderam ser distinguidos em funcdo das diferentes regides quimicas

ocupadas. Em relacao as diferentes blindagens desses carbonos frente os efeitos dos

substituintes, a atribui¢do foi realizada de forma que os sinais desses carbonos nao
hidrogenados sao vistos em 6 146,75 (C-6), 132,67 (C-5), 131,2 (C-9) e 142,73 (C-12).

Para atribuir os sinais dos carbonos hidrogenados da molécula de 10, foi

realizada a analise do mapa de contorno HSQC (Figura 35).

Figura 35: Mapa de contorno HSQC para a amida 10.
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Todas a atribui¢des realizadas para 10 estdo dispostas na Tabela 3.

Tabela 3: Dados de RMN de 11 (600MHz, DMSO).

15

10 12 Me
3(4\I5§ 8 13
2 ,;1/6 Cl O
Posicio on, multiplicidade, J (Hz) oc

1 _ -
2 8,31, dd, 1,8; 4,7 147,93
3 7,49,dd, 4,4; 12,4 123,93
4 8,09,dd, 1,7; 7,9 137,93
5 — 132,67
6 — 146,75
7 10,11, s -
8 — 165,92
9 — 131,16
10 7,92,d, 8,2 128,23
11 7,35,d 8,0 129,48
12 — 142,73
13 7,35,d 8,0 129,48
14 7,92,d, 8,2 128,23
15 2,38,s 21,49

A fim de certificar que as atribuicdes foram realizadas corretamente foram
avaliadas as correlagdes no mapa de contorno HMBC. A analise desse mapa permitiu
verificar a sintese da amida em vista dos acoplamentos entre o hidrogénio amidico e o

carbono carbonilico (Figura 36).
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Figura 36: Mapa de contorno HMBC e correlagdo entre 'H e "*C de 10.
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Quando submetido a analise de EM-IES, modo positivo, foi possivel confirmar a
formula molecular Ci13H11CIN20 de 10, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a
nove. O sinal referente a molécula protonada foi observado em m/z 247,0636, sendo o
valor calculado para Ci3H11CIN20, 247,0633, denotando um erro de 1,21 ppm
(Figura 37).

Figura 37: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 10.
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Dessa forma, pela discussdo da amida 10 ¢ possivel atribuir os deslocamentos
para as demais amidas desse bloco substituidas em para (7, 13 e 16) (Anexo —
Espectros 16-27).

A amida 11 foi obtida com 65,2% de rendimento € amida 12 com 57,3% de
rendimento, ambas como solidos brancos e. Os espectros (IV ¢ RMN) sdao muito
semelhantes aos discutidos para a amida 10, ja que a Unica alteragdo foi no padrao de
substituicdo do anel benzénico (de para em 10 para meta em 11 e orto em 12). Os
espectros dos analogos 9, 14, 15, 17 ¢ 18 estdo em anexo (Espectros 28-47).

A principal diferencga espectroscopica entre 10, 11 e 12 pode ser observada no
espectro de RMN de 'H na regido dos aromaticos, devido aos diferentes padrdes de

substitui¢do (Figura 38).

Figura 38: Espectros de hidrogénio de 10 (azul), 11 (vermelho) e 12 (preto) na regido

dos aromaticos sobrepostos.
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A andlise de cada uma das moléculas escolhidas para a discussdao mostrou a alta
similaridade existente entre os produtos obtidos, mesmo quando variada as posi¢des
relativas no anel fenilico. O proximo bloco a ser analisado consta de amidas sintetizadas
a partir do substrato 87.

Dessa forma para verificar a sintese destes produtos, foram avaliados os
espectros de RMN destas amidas (25, 26 ¢ 27) produtos entre a amina piridinica 87 com
os cloretos de benzoila substituidos com o grupo bromo em para (108), meta (109) e

orto (110) que foram avaliados separadamente e serdo considerados como base para a
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analise das demais amidas englobadas neste bloco. Os espectros de infravermelho nao
foram discutidos, pois sao muito semelhantes aos ja analisados anteriormente.

A amida 25 fo1 obtida com 93,9% de rendimento como um solido roxo, seu
espectro de RMN de 'H (Figura 39) apresentou sinais caracteristicos e indicativos para

o produto 25.

Figura 39: Espectro de RMN de 'H de 25 (600MHz, DMSO).
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A analise do espectro de RMN de 'H (Figura 48) apresentou sinais
caracteristicos para o hidrogénio da amida secundaria 25 em 10,11 ppm (1H, s, H-7),
além deste sinal € possivel observar trés sinais relativos aos hidrogénios piridinicos em
o 8,80 (1H, d, J 2,76 Hz, H-6), 8,23 (1H, dd, J 2,8 Hz; J 8,64 Hz H-4) e 7,49 (1H, d, J
8,64 Hz: H-3), além do hidrogénio amidico e dos hidrogénios piridinicos, sao
observados dois sinais relativos aos hidrogénios simétricos do anel em para nos
deslocamentos 6 7,91 (2H, d, J 6,7 Hz, H-10 e H-14), 7,75 (2H, d, J 9,1 Hz, H-11 e H-
13).

O espectro de RMN de *C-DEPTq (Figura 40) apresentou onze sinais de
carbono, conforme esperado dada a simetria existente entre os carbonos do anel

benzénico.
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Figura 40: Espectro de RMN de PC-DEPTq de 25.
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Dentre os sinais de carbono, o sinal do carbono carbonilico € facilmente
identificado em 6 165,35 (C-8), os sinais de carbonos nao hidrogenados presentes nos
anéis aromaticos puderam ser distinguidos em funcao das diferentes regides quimicas
ocupadas. Em relacao as diferentes blindagens desses carbonos frente os efeitos dos
substituintes, a atribui¢do foi realizada de forma que os sinais desses carbonos nao
hidrogenados sao vistos em 6 144,61 (C-2), 135,72 (C-5), 127,43 (C-9) e 133,59 (C-12).

Para atribuir os sinais dos carbonos hidrogenados da molécula de 25, foi

realizada a analise do mapa de contorno HSQC (Figura 41).

Figura 41: Mapa de contorno HSQC para a amida 25.
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Todas a atribui¢des realizadas para 25 estdo dispostas na Tabela 4.

Tabela 4: Dados de RMN de 25 (600MHz, DMSO).

75

Wl
4 _H
3 NIN8 913
o gl 14
cI” N 6
Posicio on, multiplicidade, J (Hz) oc

1 — —

2 — 144,61
3 7,49,d 8,6 124,64
4 8,23, dd, 2,8; 8,6 131,33
5 — 135,72
6 8,8,d,2,7 141,90
7 10,11 -

8 — 165,35
9 — 127,43
10 7,91,d, 6,7 130,35
11 7,75,d, 9,1 131,96
12 — 135,59
13 7,75,d, 9,1 131,96
14 7,91,d, 6,7 130,35

A fim de certificar que as atribuicdes foram realizadas corretamente foram

avaliadas as correlagdes no mapa de contorno HMBC. A analise desse mapa permitiu

verificar a sintese da amida em vista dos acoplamentos entre o hidrogénio amidico e o

carbono carbonilico (Figura 42).



Figura 42: Mapa de contorno HMBC e correlagdo entre 'H e "*C de 25.
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Quando submetido a anélise de EM-IES, modo positivo, foi possivel confirmar a
formula molecular C12HsBrCIN20 de 25, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual
a nove. O sinal referente a molécula protonada foi observado em m/z 310,9586, em vista
da abundincia do cloro e do bromo outros dois sinais sdo vistos, [M + 2 + H] © em

312,9565 ¢ [M + 4 + H]" em 314,9539 sendo o valor calculado para C12HsBrCIN20,

310,9581 denotando um erro de 1,6 ppm (Figura 43).

Figura 43: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 12.
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Dessa forma, pela discussdo da amida 25 ¢ possivel atribuir os deslocamentos
para as demais amidas desse bloco substituidas em para (19, 22 ¢ 28) (Anexo —
Espectros 48-59).

A amida 26 foi obtida com 84,5% de rendimento € amida 27 com 49,8% de
rendimento, ambas como soélidos roxos. Os espectros (IV e RMN) sdo muito
semelhantes aos discutidos para a amida 25, ja que a Unica alteragdo foi no padrao de
substituicdo do anel benzénico (de para em 25 para meta em 26 e orto em 27). Dessa
forma, os espectros dos andlogos 23, 29, 21, 24, ¢ 30 podem ser vistos em anexo
(Espectros 60-79).

A principal diferenca espectroscopica entre 25, 26 ¢ 27 pode ser observada no
espectro de RMN de 'H na regido dos aromaticos, devido aos diferentes padrdes de

substitui¢do (Figura 44).

Figura 44: Espectros de hidrogénio de 25 (azul), 26 (vermelho) e 27 (preto) na regido dos

aromaticos sobrepostos.
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A andlise de cada uma das moléculas escolhidas para a discussdao mostrou a alta
similaridade existente entre os produtos obtidos, mesmo quando variada as posi¢oes
relativas no anel fenilico. O proximo bloco a ser analisado consta de amidas sintetizadas
a partir do substrato 84.

Dessa forma para verificar a sintese destes produtos, foram avaliados os
espectros de RMN destas amidas (40, 41 e 42) produtos entre a amina piridinica 84 com

os cloretos de benzoila substituidos com o grupo cloro em para (111), meta (112) e orto
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(113) que foram avaliados separadamente e serdo considerados como base para a analise
das demais amidas englobadas neste bloco. Os espectros de infravermelho ndo foram
discutidos, pois sdo muito semelhantes aos ja analisados anteriormente.

A amida 40 foi obtida com 97,6% de rendimento como um so6lido branco, seu
espectro de RMN de 'H (Figura 45) apresentou sinais caracteristicos e indicativos para

o produto 25.

Figura 45: Espectro de RMN de 'H de 40 (600MHz, DMSO).

A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 65) apresentou sinais
caracteristicos para o hidrogénio da amida secundaria 25 em 10,11 ppm (1H, s, H-7),
além deste sinal ¢ possivel observar trés sinais relativos aos hidrogénios piridinicos em
0 8,41 (1H, d, J 2,5 Hz H-3), 8,23 (1H, d, J 8,9 Hz H-1) e 7,53 (1H, m, H-6), além do
hidrogénio amidico e dos hidrogénios piridinicos, sdao observados dois sinais relativos
aos hidrogénios simétricos do anel em para nos deslocamentos 6 8,02 (2H, dd, J 0,6 Hz;
J 8,8 Hz, H-10 e H-14), 7,92 (2H, d, J 8,6 Hz H-11 e H-13).

O espectro de RMN de '*C-DEPTq (Figura 46) apresentou onze sinais de
carbono, conforme esperado dada a simetria existente entre os carbonos do anel

benzénico.
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Figura 46: Espectro de RMN de C-DEPTq de 40.
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Dentre os sinais de carbono, existem dois de facil identificagao pelo espectro
acima apresentado, sendo eles o carbono carbonilico & 165,5 (C-8), os sinais de
carbonos nao hidrogenados presentes nos anéis aromaticos puderam ser distinguidos em
funcao das diferentes regides quimicas ocupadas. Em relagdo as diferentes blindagens
desses carbonos frente os efeitos dos substituintes, a atribuicao foi realizada de forma
que os sinais desses carbonos nao hidrogenados sao vistos em 6 151,2 (C-2), 1374
(C-5), 126,1 (C-9) e 133,0 (C-12).

Para atribuir os sinais dos carbonos hidrogenados da molécula de 40, foi

realizada a analise do mapa de contorno HSQC (Figura 47).
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Figura 47: Mapa de contorno HSQC para a amida 40.
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Todas a atribui¢des realizadas para 40 estao dispostas na Tabela 5.

Tabela 5: Dados de RMN de 40 (600MHz, DMSO).

11
10 12_cj

F2 [ppm]

Posi¢io on, multiplicidade, J (Hz) oc

1 8,23,d,8,9 116,28
2 — 151,20
3 8,41,d,2,5 146,61
4 _ ;

5 — 137,40
6 7,53, m 128,81
7 10,11, s _

8 — 165,57
9 — 126,18
10 8,0, dd, 0,6; 8,8 130,43
11 7,92,d, 8,6 131,65
12 — 133,02
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Tabela 10: Dados de RMN de 40 (600MHz, DMSO) continuagao.

Posicio on, multiplicidade, J (Hz) oc
13 7,92,d, 8,6 131,65
14 8,0, dd, 0,6; 8,8 130,43

A fim de certificar que as atribuicdes foram realizadas corretamente foram
avaliadas as correlagdes no mapa de contorno HMBC. A analise desse mapa permitiu
verificar a sintese da amida em vista dos acoplamentos entre o hidrogénio amidico e o

carbono carbonilico (Figura 48).

Figura 48: Mapa de contorno HMBC e correlagdo entre 'H e '*C de 40.
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Quando submetido a anélise de EM-IES, modo positivo, foi possivel confirmar a
formula molecular Ci12HsCl2N20 de 40, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a
nove. O sinal referente a molécula protonada foi observado em m/z 267,0083, em vista
da abundincia do cloro outros dois sinais sdo vistos, [M + 2 + H] © em 269,0055 e
[M+4+H]" em 271,0030 sendo o valor calculado para C12HsCI2N20 m/z 267,0086,
denotando um erro de 1,12 ppm (Figura 49).
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Figura 49: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 40.
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Dessa forma, pela discussdo da amida 40 ¢ possivel atribuir os deslocamentos
para as demais amidas desse bloco substituidas em para (31, 34 ¢ 37) (Anexo —
Espectros 80-91).

A amida 41 foi obtida com 87,3% de rendimento ¢ amida 42 com 71,9% de
rendimento, ambas como solidos brancos e. Os espectros (IV ¢ RMN) sdao muito
semelhantes aos discutidos para a amida 40, ja que a Unica alteragcdo foi no padrio de
substitui¢do do anel benzénico (de para em 40 para meta em 41 e orto em 42). Dessa
forma, os espectros dos analogos 35, 38, 33, 36 ¢ 39.

A principal diferenca espectroscopica entre 40, 41 ¢ 42 pode ser observada no
espectro de RMN de 'H na regido dos aromaticos, devido aos diferentes padrdes de

substitui¢do (Figura 35).
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Figura 50: Espectros de hidrogénio de 40 (azul), 41 (vermelho) e 42 (preto) na regido dos

aromaticos sobrepostos.

FE

scate : 1o |

P P "

T T T T T T T T T T T
8.4 8.2 80 78 76 74 [ppm]

12

A andlise de cada uma das moléculas escolhidas para a discussao mostrou a alta
similaridade existente entre os produtos obtidos, mesmo quando variada as posi¢oes
relativas no anel fenilico. O proximo bloco a ser analisado consta de amidas sintetizadas
a partir do substrato 88.

Dessa forma para verificar a sintese destes produtos, foram avaliados os
espectros de RMN destas amidas (46, 47 e 48) produtos entre a amina piridinica 88 com
os cloretos de benzoila substituidos com o grupo metila em para (105), meta (106) e
orto (107) que foram avaliados separadamente e serdo considerados como base para a
analise das demais amidas englobadas neste bloco. Os espectros de infravermelho nao
foram discutidos, pois sdo muito semelhantes aos ja analisados anteriormente.

A amida 46 foi obtida com 65,3% de rendimento como um solido branco, seu
espectro de RMN de 'H (Figura 51) apresentou sinais caracteristicos e indicativos para

o produto 46.
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Figura 51: Espectro de RMN de 'H de 46 (600MHz, DMSO).

A analise do espectro de RMN de 'H (Figura 84) apresentou sinais
caracteristicos para o hidrogénio da amida secundaria 46 em 10,18 ppm (1H, s, H-7) e
para o hidrogénio da metila em 2,38 ppm (3H, s, H-15), além desses sinais € possivel
observar dois sinais relativos aos hidrogénios piridinicos em 6 8,17 (1H, d, J 8,3 Hz,
H-4), 7,64 (1H, d, J 8,3 Hz, H-3), além do hidrogénio amidico e dos hidrogénios
piridinicos, sdo observados dois sinais relativos aos hidrogénios simétricos do anel em
para nos deslocamentos 6 7,90 (2H, d, J 8,3 Hz H-10 e H-14) e 7,36 (2H, d, J 8,0 Hz,
H-11 e H-13).

O espectro de RMN de *C-DEPTq (Figura 52) apresentou onze sinais de
carbono, conforme esperado dada a simetria existente entre os carbonos do anel

benzénico.

Figura 52: Espectro de RMN de “C-DEPTq de 46.
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Dentre os sinais de carbono, existem dois de facil identificagdo pelo espectro

acima apresentado, sendo eles o carbono carbonilico 6 165,9 (C-8) e o carbono da

metila & 21,5 (C-15), os sinais de carbonos ndo hidrogenados presentes nos anéis

aromaticos puderam ser distinguidos em funcdo das diferentes regides quimicas

ocupadas. Em relagdo as diferentes blindagens desses carbonos frente os efeitos dos

substituintes, a atribuicdo foi realizada de forma que os sinais desses carbonos nado

hidrogenados sdo vistos em 9 145,4 (C-6), 145,2 (C-2), 142,3 (C-5), 130,9 (C-9) e 132,3

(C-12).

Para atribuir os sinais dos carbonos hidrogenados da molécula de 10, foi

realizada a analise do mapa de contorno HSQC (Figura 53).

Figura 53: Mapa de contorno HSQC para a amida 46.
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Todas a atribuigdes realizadas para 46 estao dispostas na Tabela 6.
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Tabela 6: Dados de RMN de 46 (600MHz, DMSO).

11 15
10 12_Me

4 H
3 3N8 13
5|l P 3 14
Cl l1\l 6~ClI

Posi¢io on, multiplicidade, J (Hz) oc
1 J— -
2 — 145,29
3 7,64,d, 8,3 124,47
4 8,17, d, 8,3 140,00
5 — 142,37
6 — 145,41
7 10,18, s —
8 — 165,90
9 — 130,90
10 7,90, d, 8,3 128,31
11 7,36, d, 8,0 129,61
12 — 132,37
13 7,36,d, 8,0 129,61
14 7,90, d, 8,3 128,31
15 2,38, s 21,59

A fim de certificar que as atribuicdes foram realizadas corretamente foram
avaliadas as correlagdes no mapa de contorno HMBC. A analise desse mapa permitiu
verificar a sintese da amida em vista dos acoplamentos entre o hidrogénio amidico e o

carbono carbonilico (Figura 54).
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Figura 54: Mapa de contorno HMBC e correlagdo entre 'H e "*C de 46.
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Quando submetido a anélise de EM-IES, modo positivo, foi possivel confirmar a
formula molecular C13H10CI2N20 de 46, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a
nove. O sinal referente a molécula protonada foi observado em m/z 281,0250, em vista
da abundancia do cloro outros dois sinais sdo vistos, [M + 2 + H]" em 283,0223 ¢
[M+4+H]" em 285,0196 sendo o valor calculado para C13H10CI2N20 m/z 281,0243,
denotando um erro de 2,4 ppm (Figura 55).

Figura 55: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 46.
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Dessa forma, pela discussdo da amida 25 ¢ possivel atribuir os deslocamentos
para as demais amidas desse bloco substituidas em para (43, 49 ¢ 52) (Anexo —
Espectros 112-121)

A amida 47 foi obtida com 57,3% de rendimento € amida 48 com 49,8% de
rendimento, ambas como solidos brancos e. Os espectros (IV ¢ RMN) sdao muito
semelhantes aos discutidos para a amida 46, ja que a Unica alteragdo foi no padrao de
substituicdo do anel benzénico (de para em 46 para meta em 47 e orto em 48). Dessa
forma, os espectros dos analogos podem ser vistos em anexo (Espectros 124-143)

A principal diferenca espectroscopica entre 40, 41 ¢ 42 pode ser observada no
espectro de RMN de 'H na regido dos aromaticos, devido aos diferentes padrdes de

substitui¢do (Figura 56).

Figura 56: Espectros de hidrogénio de 40 (azul), 41 (vermelho) e 42 (preto)na regido dos

z
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A partir da caracterizacdo das amidas escolhidas dentro de cada grupo e a
aplicacdo destas discussdes para as correlatas, percebe-se que as amidas aromaticas de
interesse foram sintetizadas e obtidas conforme esperado. No entanto, ao se atentar a
alguns espectros, algumas questdes podem ser levantadas em relacdo a interferentes
e/ou misturas presentes nas amostras discutidas. Esse ponto pode ser evidenciado ao
analisar o espectro de hidrogénio de 27 (Figura 57), no entanto, existe uma explicacdo

plausivel para tais alteragdes espectrais, o atropoisomerismo nao biarilico.
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Figura 57: Espectro de RMN de 'H de 27 (600MHz, DMSO).
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A caracteristica quiral de uma molécula é a existéncia de um elemento de
assimetria, mais comumente associado com a presen¢a de carbonos assimétricos, que
sdo aqueles carbonos hibridizados em sp® conectados a quatro grupos diferentes

(CHABBRA, 2019; GAL, 2017) (Figura 58).

Figura 58: Modelo de moléculas quirais.
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Moléculas quirais
Enantibmeros

Adaptado de: Solomons; Craig, 2012.

Além da estereoisomeria relacionada ao carbono assimétrico, compostos
olefinicos também merecem destaque, ja que as liga¢des duplas aparecem como um
eixo de assimetria axial dada a restri¢ao no giro dessas moléculas pelo arranjo orbitalar

de carbonos sp? (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012) (Figura 59).
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Figura 59: Demonstragio da rigidez de ligagdes duplas.
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Fonte: Adaptado de CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012.

De forma semelhante, ligagdes simples podem surgir como eixo de assimetria
axial em situagdes especificas em que a livre rotagdo desse tipo de liga¢do € prejudicada
por alguma caracteristica estrutural como a repulsao entre os grupos, denominado
atropoisomerismo, esta isomeria espacial se tornou de grande interesse no processo
sintético dada a capacidade de promover sinteses estereosseletivas (NOYORI, 1990).
Esse tipo de isomeria ocorre com sistemas biarilicos dotados de substituintes nas
posigdes orto, de forma que os sistemas se arranjam a fim de manter a menor repulsao

possivel (CLAYDEN, 2004) (Figura 60).

Figura 60: Atropoisomerismo de sistemas biarilicos.

O,N ' COOH HOOC ‘ NO,
O,N O COOH HOOC O NO,

Fonte: CHRISTIE; KENNER, 1922.

Embora mais comum a sistemas biarilicos, esse tipo de isomeria ocorre em
sistemas ndo biarilicos como amidas, estirenos, anilidas, imidas, ureias e sulfonas,
tomando como exemplo as amidas, verifica-se que a relagdo atropoisomérica para essas
moléculas se da pela alta barreira torcional gerada pela repulsao dos grupos fenilicos ou
piridinicos presentes nas amidas aromadticas englobadas no presente trabalho (BAI, et

al.,, 2015; YAO, et al.,2020) (Figura 61).
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Figura 61: Atropoisdmeros de benzamidas piridinicas.
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Fonte: YAOQ, et al., 2020.

A barreira torcional gerada pela rotagdo da ligagdo C-Ar ou N-Pyr ¢ grande o
suficiente para ser identificada por técnicas espectroscopicas como RMN, mas baixa o
suficiente para que esses compostos consigam se interconverter com alguma celeridade,
dificultando sua separacdo e analise de forma isolada (LAPLANTE et al., 2011). Além
da tor¢ao existente entre os atomos descritos e os anéis aromaticos ha ainda a rotacao
em torno da ligagdo sigma entre o nitrogénio amidico e o carbono carbonilico (YAO, et
al.,2020).

Dessa forma ¢ possivel neste momento inferir que os sinais sobressalentes vistos
no RMN podem estar relacionados aos diferentes atropoisomeros nao-biarilicos
formados para as amidas presentes neste trabalho os quais parecem ocorrer em menor
quantidade, e em tempo reduzido dada a resolugdo dos sinais.

A fim de verificar se esse processo realmente era o causador do aumento na
quantidade de sinais, as moléculas do sexto grupo, o qual era composto de amidas
alifaticas, aparece como um trunfo para proceder esta analise dada a maior simplicidade
estrutural destas moléculas. Nesse sentido, foram analisadas duas amidas alifaticas para
verificar o atropoisomerismo dessas moléculas.

Seguindo esta direcdo, a amida 63 foi selecionada para analises de RMN a fim
de verificar a existéncia de sinais duplicados, o qual apareceria como um indicativo da
isomeria axial ndo-biarilica desses compostos. Para esse fim, a amida alifatica 63 que
foi sintetizada e confirmada pela espectrometria de massas de alta resolucdo, foi
submetida a experimentos de ressonancia para confirmar essa relagao atropoisomérica.

Com a andlise de EM-IES, modo positivo, foi possivel confirmar a formula
molecular C11HisCIN20 de 63, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a quatro.
O sinal referente a molécula protonada foi observado em m/z 227,0946, sendo o valor

calculado para Ci3Hi0CL2N20, 227,0873 (Figura 62).
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Figura 62: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 63.
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Pela confirmagao das massas das amidas alifaticas 63, o préximo passo consistiu
em analisar os espectros de hidrogénios desta amida aplicando experimentos como o
TOCSY-1D, o qual verifica uma transferéncia da magnetizagdo de um spin para o seu
vizinho, depois para o seguinte e assim sucessivamente, dependendo do tempo de
experimento. A partir deste experimento, foi possivel verificar as correlagdes dos
hidrogénios em sistemas de spin isolados, ou seja, em atropoisdmeros diferentes neste
caso especificamente.

A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 63) apresentou sinais
caracteristicos para o hidrogénio da amida secundaria 63 em 10,26 ppm (1H, s, H-7),
além desses sinais € possivel observar dois sinais relativos aos hidrogénios piridinicos
em o 8,60 (1H, &, J 8,7 Hz H-6), 8,08 (1H, dd, J 2,8 Hz; J 8,7 Hz; H-4)e 7,45(1H, d, J
2,7 Hz;  H-3), além do hidrogénio amidico e dos hidrogénios piridinicos, sdo
observados sinais relativos aos hidrogénios da cadeia alifatica 2,33 (2H, ¢, J 7,5 Hz; H-
9), 1,59 (2H, qu, J 7,3 Hz; H-10), 1,29 (4H, m, H-11 e H-12) ¢ 0,87 (3H, ¢, J 7,0 Hz;

H-13) conforme expansao (Figura 64).



Figura 63: Espectro de RMN de 'H de 63 (600MHz, DMSO).
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Figura 64: Expansao do espectro de RMN de 'H de 63 (600MHz, DMSO).
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Ao realizar a expansao do espectro de hidrogénio de 63, é possivel verificar que
para o tripleto relativo a H-9 e para o quintupleto de H-10, existem sinais duplicados,
estes sinais por sua proximidade ao eixo de rotacdo da amida, sdo aqueles que mais
terdo interferéncias na blindagem e desblindagem dado o possivel giro das ligagdes
antes discutidas. Nesse sentido, esses sinais duplicados aparecem como alvos
interessantes para irradiacao no experimento de TOCSY-1D, a fim de verificar se ha

qualquer correlagdo entre os sinais (Figura 65).

Figura 65: Experimento de TOCSY-1D da amida 63.
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O experimento acima, destaca as correlagdes entre os hidrogénios de cada sinal,
ao adotar como ponto de irradiacdo o H-9 (espectro em cor preta) ¢ verificado que os
sinais duplicados nao possuem qualquer correlagdo com ele. O mesmo ocorre quando a
irradia¢do se faz de modo contrério, ou seja, irradiando o sinal da duplicata de H-9
(espectro em cor vermelha), quando realizado o experimento de forma notavel verifica-
se que também estes sinais nao apresentam correlacdo com os sinais mais intensos.

Essa verificagao esta de acordo com aquilo que Clayden propos no ano de 2004,
onde verificou que a interconversdo de algumas amidas seria grande o suficiente para
ser verificadas via RMN, mas pequenas o suficiente para serem separadas, de forma que
pelo tempo de meia vida dessas moléculas a analise de ressonancia seria capaz de
verificar a existéncia destes diasteredmeros.

Com a aplicabilidade e atengdo que atropoisomeros vém recebendo no setor

farmacéutico pela sua capacidade em direcionar sinteses estereosseletivas, a pesquisa
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nesse sentido ¢ de grande importancia aparece no presente trabalho como um achado de
grande valor. Evidentemente, h4 a necessidade de explorar outras técnicas mais eficazes
a fim de estabelecer essa relacdo através de técnicas de cristalografia ou mesmo por

correlacdes em experimentos de ressonancia como NOESY.

3.4. AVALIACAO DA FLEXIBILIDADE DAS AMIDAS

Ao verificar as amidas sintetizadas e discutidas até o presente momento
(pertencentes aos blocos 1-5), ¢ possivel verificar que sdo amidas com uma grande
rigidez estrutural em suas moléculas vista a abundancia de carbonos sp?. Os anéis
aromaticos presentes em suas estruturas podem exercer um papel fundamental no
reconhecimento e ancoramento dessas moléculas no sitio ativo em que elas atuam, no
entanto, ¢ de extrema relevancia verificar se o aumento da flexibilidade pode interferir
em algum aspecto farmacologico destas entidades quimicas.

Nesse sentido, para avaliar a interferéncia que uma cadeia mais flexivel teria na
atividade antiparasitaria destas amidas piridinicas, foram sintetizadas amidas através da
reagdo entre os nucleos piridinicos (83, 84, 87, ¢ 88) com cloretos de acidos dotados de
uma cadeia lateral alifatica (Bloco 7, amidas 55-74). Além dos resultados de relacao
estrutura e atividade que estas moléculas ofereceram, elas ainda forneceram importantes
informagdes, mesmo que preliminares, sobre o comportamento atropoisomérico das
amidas.

A obtencdo destes compostos foi verificada através do emprego de técnicas
espectroscopicas como infravermelho, RMN e espectrometria de massas de alta
resolucdo. Visando o enriquecimento da discussdo, serdo discutidas duas dessas amidas
de forma a aplicar as discussdes demonstradas para as demais, para esse fim foram
selecionadas as amidas 60 e 62.

A amida 60 foi obtida com 85,1% de rendimento como um s6lido roxo, seu
espectro de RMN de 'H (Figura 66) apresentou sinais caracteristicos e indicativos para

o produto 25.
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Figura 66: Espectro de RMN de 'H de 60 (600MHz, DMSO).
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A analise do espectro de RMN de 'H (Figura 66) apresentou sinais
caracteristicos para o hidrogénio da amida secundaria 60 em 10,30 ppm (1H, s, H-7) e
para o hidrogénio da metila em 2,06 ppm (3H, s, H-9), além desses sinais ¢ possivel
observar dois sinais relativos aos hidrogénios piridinicos em o 8,57 (1H, d, J 8,6 Hz
H-6), 8,05 (1H, dd, J 2,76 Hz; J 8,64 Hz, H-4) e 7,44 (1H, d, J 8,6 Hz H-3).

O espectro de RMN de C-DEPTq (Figura 67) apresentou onze sinais de
carbono, conforme esperado dada a simetria existente entre os carbonos do anel

benzénico.

Figura 67: Espectro de RMN de C-DEPTq de 60.
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Dentre os sinais de carbono, existem dois de facil identificagdo pelo espectro
acima apresentado, sendo eles o carbono carbonilico 6 169,44 (C-8) e o carbono da
metila & 24,29 (C-9), os sinais de carbonos ndao hidrogenados presentes nos anéis
aromaticos puderam ser distinguidos em funcdo das diferentes regides quimicas
ocupadas. Em relagdo as diferentes blindagens desses carbonos frente os efeitos dos
substituintes, a atribuicdo foi realizada de forma que os sinais desses carbonos nado
hidrogenados sdo vistos em 6 143,73 (C-2) e 135,93 (C-5)

Para atribuir os sinais dos carbonos hidrogenados da molécula de 60, foi

realizada a analise do mapa de contorno HSQC (Figura 68).

Figura 68: Mapa de contorno HSQC para a amida 60.
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Todas a atribuigdes realizadas para 60 estdo dispostas na Tabela 7.
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Tabela 7: Dados de RMN de 60 (600MHz, DMSO).

45“89
X
-6 O

Cl72 l;l
Posi¢io on, multiplicidade, J (Hz) oc
1 - _
2 — 143,73
3 7,44, d, 8,6 124,63
4 8,05, dd, 2,7; 8,6 129,94
5 — 135,93
6 8,57,d, 8,6 140,59
7 10,30, s —
8 — 169,41
9 2,06, s 22,49

A fim de certificar que as atribuicdes foram realizadas corretamente foram
avaliadas as correlagdes no mapa de contorno HMBC. A andlise desse mapa permitiu
verificar a sintese da amida em vista dos acoplamentos entre o hidrogénio amidico e o

carbono carbonilico (Figura 69).

Figura 69: Mapa de contorno HMBC e correlagdo entre 'H e "*C de 60.

Jo

(1 o | |

o} T )

A/

Cl

r‘il‘

e

F2 [ppm]

o]
@
I'S
n



99

Quando submetido a analise de EM-IES, modo positivo, foi possivel confirmar a
formula molecular C7H7CIN20 de 60, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a
cinco. O sinal referente & molécula protonada foi observado em m/z 171,0331, sendo o
valor calculado para C7H7CIN20 m/z 171,0320, denotando um erro de 6,4 ppm
(Figura 70).

Figura 70: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 60.
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A andlise desta molécula mostrou alta similaridade com os demais produtos
alifaticos obtidos, as variagdes encontradas se fundamentaram na alteracao do padrdo de
substituicdo dos nucleos piridinicos e na regido dos carbonos alifaticos. Como ja foram
discutidos os padroes de substituicao dos substratos piridinicos para as amidas contidas
entre o primeiro e sexto bloco, neste momento ¢ interessante salientar as diferencas para
a regido dos alifaticos, o que pode ser evidenciado pela sobreposicdo dos espectros de

hidrogénio de 60 ¢ 62 (Figura 71).
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Figura 71: Espectros de hidrogénio de 60 € 62 na regido dos aromaticos sobrepostos.
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A partir das discussdes feitas para as amidas acima, € possivel notar o caminho
percorrido a fim de definir cada atribui¢do para estas amidas alifaticas, nesse sentido, as
demais amidas pertencentes ao sétimo bloco foram obtidas e analisadas seguindo o
mesmo padrao apresentado para sua caracterizagao (Espectros 144-211).

Neste momento, com a confirmagcdo das estruturas vias técnicas
espectroscopicas e a possibilidade, mesmo que preliminar, de misturas
atropoisoméricas, era o momento de verificar a potencial atividade antiparasitaria
desempenhada por esses compostos. Nesse sentido, de forma inicial dos seis blocos
dispostos no presente trabalho, foram selecionadas as amidas piridinicas substituidas
com derivados de cloreto de benzoila substituidos em para bem como as amidas
alifaticas, para que fossem submetidos aos ensaios de viabilidade celular e

posteriormente atividade antiparasitaria.

3.5.OS DERIVADOS AMIDICOS FUNDAMENTADOS NA ESTRATEGIA DE HIBRIDACAO

MOLECULAR

Além das moléculas rigidas e flexiveis discutidas entre o primeiro e o sexto
bloco, este trabalho teve como alvo a sintese de moléculas que atuassem em diferentes
sitios ativos, inibindo por multiplos alvos a acdo do parasita, em sua agao invasiva ou
proliferativa. Essa estratégia de hibridagdo molecular promove a sintese de moléculas

denominadas multitarget, ou seja, moléculas que podem atuar em diferentes alvos de
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forma concomitante (BARREIRO; FRAGA, 2015; MORPHY: RANKOVIC, 2005;
PEDROSA, et al., 2016).

Baseado na importancia e relevancia dos nucleos piridinicos e cinamoilicos, eles
foram unidos através de uma liga¢ao amidica. Diversas pesquisas avaliaram a poténcia
destes niicleos, de forma 1solada, contra os parasitas do filo Apicomplexa, se mostrando
fundamentais na inibicdo de diferentes enzimas importantes na sobrevivéncia destes
parasitas (ERLER et al., 2018; GURBOGA et al., 2021; MOLINA et al., 2021;
NERLICH et al., 2021 OJO et al., 2014, ZENG et al., 2021).

Com a relevancia que estes trés nucleos demonstram de forma isolada, e com
base na estratégia de hibridacao molecular do tipo multitarget, foram desenvolvidas as
moléculas dispostas no sétimo grupo (75-82) o qual conjuga os nucleos piridinicos,
inibidor da quinase dependente de calcio presente em N. caninum a qual esta
relacionada aos processos de invasdo do parasita, juntamente com o nucleo cinamoilico
que inibe a enzima transportadora de nitrato e formiato, a qual ¢ fundamental na
manuten¢ao do equilibrio osmotico daquele parasita (ERLER et al., 2018; MOLINA et
al., 2021; NERLICH et al., 2021 OJO et al., 2014, ZENG et al., 2021). A ligacao
amidica que une estes nucleos, mimetiza benzamidas, que foram verificadas como
inibidoras da histona desacetilase, enzima que atua em processos de multiplicagdo

desses microrganismos (GURBOGA et al., 2021) (Figura 72).

Figura 72: Perfil geral das moléculas baseadas na hibridacdo molecular.
Inibidor de NFT

Inibidor de CDPK1 iy /\/@
N
S
Z 0
N
Inibidor de HDAc

Fonte: O autor.

A sintese dessas amidas baseadas na hibrida¢ao molecular pode ser verificada
através de técnicas espectroscopicas, as quais serao discutidas para as moléculas 75 e
76, e serao utilizadas como base para as atribui¢cdes das demais amidas dispostas neste

bloco.
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As andlises dos espectros de infravermelho sdo muito semelhantes aquela
discutida para a amida 5. Assim, a amida 75 foi obtida com 76,9% de rendimento como
um solido amarelo, conforme evidenciado pelas bandas observadas no IR: 3278, 1519,

1457, 1212 cm™! (Figura 73).

Figura 73: Espectro na regido do infravermelho da amida 75.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 74) apresentou sinais caracteristicos e

indicativos para o produto 10.



Figura 74: Espectro de RMN de 'H de 75 (600MHz, DMSO).
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A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 74) apresentou sinais

caracteristicos para o hidrogénio da amida secundaria 77 em 10,02 ppm (1H, H-7) além

desse sinal € possivel observar trés sinais relativos aos hidrogénios piridinicos em o 8,38

(1H, dd, J 1,44 Hz; 8,28, Hz H-2), 8,23 (1H, dd, J 1,74 Hz; 8,88 Hz H-4) e 7,48 (1H,

dd, J 4,9 Hz; 12,7 Hz, H-3).

O espectro de RMN de *C-DEPTq (Figura 75) apresentou onze sinais de

carbono, conforme esperado dada a simetria existente entre os carbonos do anel

benzénico.



Figura 75: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 75.
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Dentre os sinais de carbono, existem dois de facil identificagdo pelo espectro

acima apresentado, sendo eles o carbono carbonilico & 164,19 (C-8), os sinais de

carbonos nao hidrogenados presentes nos anéis aromaticos puderam ser distinguidos em

funcdo das diferentes regides quimicas ocupadas. Em relacdo as diferentes blindagens

desses carbonos frente os efeitos dos substituintes, a atribui¢ao foi realizada de forma

que os sinais desses carbonos ndo hidrogenados sdo vistos em & 148,31 (C-6), 143,59

(C-14), 141,53 (C-11), 132,39 (C-5).

Para atribuir os sinais dos carbonos hidrogenados da molécula de 10, foi

realizada a andlise do mapa de contorno HSQC (Figura 76).



Figura 76:
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Mapa de contorno HSQC para a amida 75.
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Todas a atribui¢des realizadas para 75 estao dispostas na Tabela 8.
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Tabela 8: Dados de RMN de 75 (600MHz, DMSO).
1 B o,
e © "
)

Posi¢io on, multiplicidade, J (Hz) oc
1 N —
2 8,38, dd, 1,4; 8,2 133,90
3 7,48,dd, 4,9, 12,7 123,97
4 8,23, dd, 1,74, 8,88 145,93
5 — 132,39
6 — 148,31
7 10,02, s —
8 — 164,19
9 7,32,d, 15,9 126,08
10 7,73, m 139,47
11 — 141,53
12 7,92,d,29 129,44
13 8,3,d,2,9 124,67
14 — 143,59
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Quando submetido a analise de EM-IES, modo positivo, foi possivel confirmar a
formula molecular C14H10CIN3O3 de 75, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a
dez. O sinal referente a molécula protonada foi observado em m/z 304,0476, sendo o
valor calculado para CioHi3CIN20 m/z 304,0483, denotando um erro de 2,3 ppm
(Figura 77).

Figura 77: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 75.
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A partir da analise dos espectros de RMN foi possivel verificar que a sintese
destes compostos embasados na estratégia de hibridagdo molecular, gerou subprodutos.
Apesar de gerar subprodutos, as andlises mostraram que o produto de interesse foi
obtido de forma que etapas de purificacdo via cromatografia deverdo ser empregadas
para o estudo destes compostos como potenciais antiparasitarios.

A andlise destes compostos mediante toda a discussdo realizada desde a
introducdo seria fundamental para a verificacio da acdo multitarget das amidas
fundamentadas na estratégia de hibridagao molecular, no entanto, mediante o tempo e os
desafios sintéticos que o acoplamento entre a amina e os derivados cinamoilicos
apresentaram ndo houve tempo habil para a purificagdo destes compostos para que

fossem analisados como neosporicidas.
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Apesar das dificuldades na obtencdo dessas moléculas, havia ainda uma série de
outras entidades quimicas baseadas no isosterismo molecular que poderiam apresentar
atividade antiparasitaria contra N. caninum. Nesse sentido, dentre as moléculas
compreendidas entre o primeiro e o sétimo grupo, aquelas em que o substituinte ocupa a
posi¢do para foram selecionadas para que fossem avaliadas em seu perfil inibitério da

infeccao por esse parasita.

3.6.ATIVIDADE BIOLOGICA:

Com todos os prejuizos associados a infecg¢do parasitaria desempenhada por N.
caninum, ¢ evidente a necessidade e urgéncia que o setor pecuario exige no
desenvolvimento de opgdes terapéuticas para o tratamento dessa parasitose. Nesse
sentido, o presente trabalho buscou desenvolver moléculas que fossem fundamentadas
em estratégias em quimica medicinal para verificar o potencial antiparasitario delas.

A sintese dessas moléculas buscou estratégias como o isosterismo e a hibridagao
molecular, conforme ja discutido ao longo do texto. As moléculas baseadas no
i1sosterismo foram essenciais para a verificagdo do carater neosporicida dessas entidades
quimicas, as quais foram inspiradas na nitazoxanida (2), estes compostos foram
sintetizados e organizados em seis blocos dos quais foram selecionadas todas as amidas
pertencentes ao primeiro e sexto bloco, bem como as amidas compreendidas entre o
segundo e quinto bloco, cujo anel fenilico estivesse substituido em para as quais foram

submetidas aos ensaios biologicos (Figura 78).



Figura 78: Estrutura dos compostos avaliados como antiparasitarios.
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Com a sele¢do das moléculas a serem avaliadas como antiparasitarias, os ensaios
de citotoxicidade foram realizados, j& que N. caninum ¢ um parasita intracelular
obrigatdrio, tornando fundamental a realizacdo do ensaio de viabilidade celular antes do
ensaio contra o parasita, uma vez que a manutengdo da célula frente ao combate contra
o parasita ¢ de total relevancia.

Os resultados foram obtidos para as quarenta e duas moléculas (Figura 78), pelo
controle que definimos como positivo de acordo com o trabalho realizado por Esposito
e colaboradores em 2005, obtido comercialmente sob 0 nome Annita® (nitazoxanida, 2)
e por ultimo o DMSO, a fim de verificar sua toxicidade contra as células em questao.

A analise do DMSO foi de suma importancia, uma vez que foi o solvente
utilizado para dissolu¢do das amostras e era essencial avaliar seu comportamento em

relacdo @ manutencdo das células nas diferentes concentracdes utilizadas (Tabela 9).

Tabela 9: Porcentagem de DMSO nas diferentes concentragdes de amostras.

Concentraciao das amostras (ug/mL) DMSO (%)
600 13,5
300 6,75
100 2,25
30 0,75
10 0,25

Fonte: O autor.

Assim, foi necessario definir uma concentragdo segura para a utilizagdo de
DMSO como solvente para as quarenta e uma moléculas em questdo. Dessa forma,
foram realizados os testes in vitro com as células de fibroblastos NIH/3T3 na presenca
do DMSO nas diferentes concentragdes acima descritas gerando os resultados colocados

nos graficos abaixo (Figuras 79).
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Figura 79: Citotoxicidade do DMSO.
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Fonte: O autor.

Ao observar o grafico é possivel verificar que as concentragdes compreendidas entre
100 ¢ 600 pg/mL de dimetilsulfoéxido sdo interferentes relevantes na viabilidade celular,
ou seja, os resultados obtidos sobre a viabilidade das células na presenca das amidas
avaliadas (Figura 78) sofreriam alguma distor¢cdo em func¢do da toxicidade apresentada
pelo solvente utilizado. Logo, a concentragdo de 30 pg/mL foi escolhida, uma vez que
nesta faixa a acdo toxica do DMSO contra as células foi nula. Os graficos de
citotoxicidade para as amidas avaliadas na concentracdo estabelecida conforme a

discussdo acima sao mostrados abaixo divididas em blocos (Figuras 80-84).



Figura 80: Citotoxicidade em 30 pug/mL das amidas do primeiro bloco.
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Figura 81: Citotoxicidade em 30 pg/mL das amidas contidas no segundo e sexto bloco

sintetizadas a partir de 83.
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Figura 82: Citotoxicidade em 30 pg/mL das amidas contidas no terceiro e sexto bloco

sintetizadas a partir de 87.
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Figura 83: Citotoxicidade em 30 ug/mL das amidas contidas no quarto e sexto bloco

sintetizadas a partir de 84.
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Figura 84: Citotoxicidade em 30 pug/mL das amidas contidas no quinto e sexto bloco

sintetizadas a partir de 88.
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A partir da andlise ¢ possivel notar diferentes perfis para as amidas analisadas,
de forma que sdo observados perfis de moléculas com baixa e alta toxicidade contra a
célula hospedeira e ¢ fundamental que os compostos avaliados como potenciais
neosporicidas sejam seguros para célula que comporta este parasita. Nesse sentido, para
o prosseguimento das analises foram selecionadas apenas as amostras que apresentaram
baixa toxicidade.

A realizacdo desta analise permite verificar que mesmo a molécula que inspirou
o presente trabalho, a nitazoxanida (2), se demonstrou téxica na concentragdo testada, e
por este motivo esse composto ndo foi avaliado na atividade antiparasitaria, dada a
interferéncia prejudicial que ele poderia causar sobre a célula hospedeira.

Dessa forma, foram selecionadas as amidas 3, 10, 28, 56, 57, 58, 63, 65, 67, 70 ¢
73 para que fossem avaliadas contra N. caninum frente sua capacidade de invasao, essa
escolha se fundamentou em na baixa toxicidade apresentada por estas amidas, as quais
foram inferiores a 20%. A avaliacdo destas entidades terapéuticas foi realizada
mantendo a mesma concentragao (30 ug/mL) mostrando resultados importantes na acao
dessas moléculas como antiparasitarios. Esses resultados foram sintetizados no gréfico
abaixo (Figura 129) direcionando para a capacidade de inibir o influxo desses

microrganismos para o interior da célula hospedeira.
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Figura 85: Perfil de invaséo dos parasitas frente ao tratamento com as amidas de baixa

toxicidade.
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A analise do grafico disposto acima (Figura 85) permite verificar que das onze
amidas que apresentaram uma baixa citotoxicidade, apenas duas delas foram potentes
contra a invasdo promovida por N. caninum. Ambas as moléculas que promoveram a
inibicao do influxo do parasita ao interior da célula foram sintetizadas a partir da amina
87, chamando a aten¢ao para o possivel perfil inibitorio das demais amidas sintetizadas
a partir dessa amina.

Nesse sentido, foi de grande interesse avaliar o perfil inibitorio das amidas
pertencentes ao primeiro, terceiro e sexto bloco sintetizadas a partir de 87. Dessa forma
as amidas (4, 19, 22, 25, 28 ¢ 60-64) foram submetidas a analise da atividade biologica,
visando extrair informagdes tais como influéncia do substituinte do anel fenilico bem

como a importancia da flexibilidade relatadas pelas amidas do sexto grupo (Figura 86).
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Figura 86: Perfil de invasdo dos parasitas frente ao tratamento com as amidas sintetizadas a
partir de 87.
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A analise do grafico da inibicdo da invasdo do parasita ao interior da célula
disposto acima (Figura 86) deixa evidente a poténcia que essas amidas tiveram quando
avaliada a capacidade do parasita em infectar células hospedeiras quando submetidas ao
tratamento quimico. Além deste importante dado, hé ainda verificagdes estruturais de
grande relevancia como a atividade demonstrada pelas amidas alifaticas, constando
como aquelas em que sdo encontradas a maior poténcia contra o influxo do parasita em
células. Adicionalmente ¢ verificado que substituintes volumosos ocupando a posi¢ao

para dificultam a agdo destes compostos contra N. caninum.
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4. Conclusoes:

A infec¢do do gado bovino por N. caninum tem um carater de alta relevancia
considerando os prejuizos que ele pode causar na cadeia produtiva do setor pecudrio,
proveniente de sua ac¢do abortiva sobre o gado interferindo diretamente no setor de corte
e leiteiro.

Visando essa lacuna do setor veterindrio, ja que ndo ha tratamento efetivo contra
esse parasita, no presente trabalho foram planejadas e sintetizadas setenta moléculas,
onde estratégias como trocas isostéricas, alteragdes entre grupos doadores e retiradores
ligados ao anel fenilico, bem com alteracdes na posi¢do de alguns desses substituintes
foram empregadas.

De forma geral, os compostos sintetizados mostraram um rendimento
satisfatorio, além da sintese ser rapida, eficiente e de baixo custo. Somado a esses
beneficios sintéticos, ha ainda o fato de que a purificagdo desses compostos, em sua
maioria, ¢ simples, consistindo apenas na filtracdo e lavagem. Tais caracteristicas
apontam para uma viabilidade sintética de alta relevancia mediante sua simplicidade,
ponto de grande interesse na pesquisa em quimica medicinal.

A partir da obtengdo dessas moléculas, parte delas foi selecionada para que a
atividade antiparasitaria pudesse ser verificada. Quarenta amidas foram selecionadas
para os ensaios bioldgicos, sendo que, apds a avaliagdo da citotoxicidade, onze
compostos se mostraram seguros para a célula hospedeira.

O ensaio contra N. caninum frente sua capacidade de invasao foi realizada e, das
onze amidas, duas foram promissoras. Com esta analise realizada, o grupo de amidas
que compartilhava o0 mesmo nucleo piridinico foi submetido ao ensaio a fim de verificar
a poténcia de todo aquele bloco de amidas contra N. caninum, mediante a troca dos
grupos que substituiam o anel fenilico em para bem como avaliar a importancia de
cadeias alifaticas na inibi¢do deste parasita.

A realizacdo deste trabalho, fundamentado em técnicas cldssicas em quimica
medicinal, demonstra de forma clara a importincia que hd no emprego dessas
estratégias no desenvolvimento de novos farmacos. Isso pode ser evidenciado pela
atividade biologica dessas amidas, bioinspiradas em NTZ (2), se mostraram menos
toxicas que que a propria molécula que inspirou o trabalho.

Além da menor toxicidade apresentada por algumas amidas sintetizadas, a

avaliacdo das estruturas desses compostos quando relacionadas com a atividade
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bioldgica desempenhada, salienta os pontos que sdo fundamentais para que seja
observada atividade, podendo ser utilizado como inspiragdo para a continuidade da
pesquisa no tratamento desta parasitologia causada por N. caninum.

Todo o caminho percorrido desde o planejamento dessas moléculas e sintese,
bem como a escalada desenvolvida no momento de verificar a atividade bioldgica
desses compostos demonstra uma alta racionalidade no processo de desenvolvimento de

novas unidades quimicas potencialmente neosporicidas.

5. Materiais e equipamentos:

5.1. MATERIAIS:

5.1.1. SOLVENTES:

e Metanol (MeOH): Synth P.A. ACS.

e Cloroformio (CHCI3): Synth P.A. ACS.

e Diclorometano (DCM): Exodo cientifica.

e Hidréxido de amdnio (NH4OH): Synth P.A. ACS;

e Acetonirila (MeCN) pureza espectroscopica: Dindmica;

e Piridina: Vetec;

e Tolueno: Vetec;

e Mesitileno: Aldrich;

e Tetrahidrofurano (THF):J. T. Baker;

e Dimetilformamida (DMF): Synth;

e Eter etilico (Et20): Isofar;

e Solventes de grau analitico (P.A.), purificados por destilacao fracionada: hexano,
acetato de etila (AcOEt) e etanol (EtOH);

e Dimetilsulféxido-ds: (aldrich);

5.1.2. REAGENTES:

Foram utilizados para o desenvolvimento do projeto substratos piridinicos com

diferentes padrdes de substitui¢do, cloretos de benzoila substituidos com diferentes
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grupos, cloretos de acila com cadeias alifaticas crescentes, derivados de acido cinamico,
catalisadores e bases, a fim de facilitar a visualiza¢ao os reagentes foram dispostos em

forma de lista abaixo:

e 2 6-dicloro-3-nitropiridina, 92% (Aldrich, CAS n° 16013-85-7)

e 2-amino-5-cloropiridina 98% (Aldrich, CAS n° 1072-98-6)

e 2-cloro-5-nitropiridina 99% (Aldrich, CAS n°® 4548-45-2)

e 3-amino-2-cloropiridina 98% (Aldrich, CAS n° 6298-19-7)

e Acido acético glacial (HOAc) (Vetec, CAS n° 64-19-7)

e Acido bérico (Aldrich, CAS n°® 10043-35-3)

e Acido cinamico 97% (Aldrich, CAS n°® 140-10-3)

e Acido cloridrico (HCI) 37% (Vetec, CAS n° 7647-01-0)

e Brometo de potéssio (KBr): (Aldrich, CAS n° 7758-02-3)

e (Carbonato de potassio (Neon, CAS n°® 584-08-7)

e Carbonato de sodio (Synth, 497-19-8)

e Cloreto de acetila 98% (Aldrich, CAS n°® 75-36-5)

e C(Cloreto de benzoila 99% (Aldrich, CAS n° 98-88-4)

e C(Cloreto de butanoila 98% (Aldrich, CAS n° 141-75-3)

e C(Cloreto de estanho diidratado 98% (Aldrich, CAS n°® 10025-69-1)
e C(loreto de heptanoila 99% (Aldrich, CAS n°® 2528-31-2)

e C(Cloreto de hexanoila 97% (Aldrich, CAS n°® 142-61-0)

e Cloreto de o, m, p-bromobenzoila 98% (Aldrich, CAS n° 586-75-4)
e C(Cloreto de o, m, p -clorobenzoila 99% (Aldrich, CAS n°® 122-01-0)
e C(Cloreto de pentanoila 98% (Aldrich, CAS n° 638-29-9)

e C(loreto de o, m, p -nitrobenzoila 98% (Aldrich, CAS n° 122-04-3)
e C(loreto de o, m, p -toluila 98% (Aldrich, CAS n° 874-60-2)

e Cloreto de tionila (SOCI2) 97% (Vetec, CAS n°® 7719-09-7)

e Ferro metalico (CAS n° 7439-89-6)

e Hidreto de sodio 60% (Aldrich, CAS n° 7646-69-7)

e Hidréxido de potéassio 85% (Quemis, CAS n° 1310-58-3)

e Hidréxido de sodio 97% (Alphatec, CAS n° 1310-73-2)

e Paladio/carbono (Aldrich, CAS n° 7440-05-03)
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5.2. CROMATOGRAFIA:

5.2.1. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD):

Os experimentos de cromatografia em camada delgada comparativa (CCD) foram
realizados utilizando placas comerciais de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia
(UV2s4) 0,20 mm de espessura (Macherey-Nagel). As placas foram reveladas por

inspe¢do em camara de UV (254 ou 365 nm)

5.3. ANALISES ESPECTROSCOPICAS:

5.3.1. ESPECTROSCOPIA POR INFRAVERMELHO (IV):

As andlises de espectroscopia por infravermelho foram realizadas em 2
equipamentos diferentes. Os espectros vibracionais na regido do infravermelho para as
amostras liquidas foram obtidos através do espectrofotometro FT-IRprestige-21 da
Shimadzu, na regido compreendida entre 400 e 4000 cm™' pela preparacio de pastilhas
com KBr. Enquanto para as amostras solidas, os espectros vibracionais na regido do
infravermelho foram obtidos através do espectrofotdmetro FT-IR Frontier Single Range
— MIR da Perkin Elmer, na regido compreendida entre 4000-220 cm!. As amostras
foram analisadas com auxilio do acessorio de Refletancia Total Atenuada (ATR) com
cristal de diamante. Equipamento este pertencente ao Grupo de Materiais Inorganicos
do Triangulo (GMIT) localizado no Laboratorio de Fotoquimica e Ciéncia de Materiais

(LAFOT-CM) do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

5.3.2. ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN):

As andlises por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, '3C e analises de
escala ampliada (HSQC, HMBC e TOCSY) das moléculas sintetizadas foram realizadas
em espectrometro Brucker Avance III HD com campo de 14,1 T e criossonda TCI
(Triple Channel Inverse) de 5 mm. Todas as amostras foram solubilizadas em
dimetilsufoxido deuterado (DMSO-ds, Sigma-Aldrich®). Os experimentos foram

realizados a 25 °C, utilizando o solvente residual como padrdo interno. Essas andlises
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foram realizadas no instituto de quimica da universidade estadual paulista Julio de

Mesquita Filho (UNESP) no campus de Araraquara.

5.3.3. ESPECTROMETRIA DE MASSAS EM ALTA RESOLUCAO (EM-IES):

As andlises por espectrometria de massas foram realizadas em um espectrometro
de massas UHR-ESI-QTOF MaXis™ Impact (Ultra-high Resolution Electronspray
lonization — Quadrupole — Time of flight). As amostras foram injetadas diretamente no
espectrometro, utilizando uma bomba de infusdo. Essas andlises foram realizadas no
instituto de quimica da universidade estadual paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP)
no campus de Araraquara. Os espectros de massa foram adquiridos usando o sistema
LC-DAD-ESI da Shimadzu HPLC (CBM20A), bomba quaternaria LC-20AD, detector
SPD-M20A, amostrador automatico SIL-20A e compartimento de coluna CTO-20A,
acoplado a fonte ESI Bruker Ion Trap (amaZon SL). Os espectros de UV foram
adquiridos na faixa de 200- 800 nm. As analises de massas foram realizadas no modo
positivo e m/z varrido de 50 - 1000 usando os seguintes parametros: tensdo da fonte de
4,5 kV, gas de invélucro de 9,00 L / min, nebulizador de 40 psi e temperatura seca

(300 °C).

5.4. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS:

O nucleo de pesquisa em compostos bioativos (NPCBio) conta com alguns

equipamentos basicos, dispostos em tabela (Tabela 9):

Tabela 10: Equipamentos disponiveis no laboratorio.

Equipamento Marca Modelo
Agitador magnético (2 unidades) Gehaka AA-2050
Balanca analitica Shimadzu AX 200
Bomba de vacuo Prismatec  131B

Camara escura para luz ultravioleta (UV 254 e 365 nm) Solab SL-204
Chiller (Frigomix B) e controlador (Themomix BM)

Linha de secagem de amostra a pressdo reduzida (bomba) Edwards RVS5
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Tabela 10: Equipamentos disponiveis no laboratorio continuagao.

Equipamento Marca Modelo

Evaporador rotativo (Quimis, banho de aquecimento
Buchi B-465 bomba de vacuo Buchi V-100)

Sistema de exaustao (capelas) (2 unidades)

Nota: Todos os equipamentos sao unitarios, com exce¢ao daqueles especificados.

Fonte: autor.

6. Metodologia

A partir do levantamento bibliografico a nitazoxanida (NTZ) (2) foi selecionada
e eleita como lead, e a partir dela foram propostas diferentes modifica¢des estruturais
visando a preparacao de uma série de compostos, que juntamente com os resultados dos
ensaios biologicos, permitisse através de uma andlise criteriosa, correlacionar que
caracteristicas estruturais poderiam estar associadas com o aumento/diminuicdo da
poténcia desses compostos. Foi priorizada a sintese de compostos que tivessem o grupo
funcional amida (benzamida), uma vez que sdo relatados como importantes inibidores
de histonas desacetilases em parasitas do filo Apicomplexa (GARCIA-SANCHEZ et
al., 2019).
Nesse sentido, para a sintese das amidas inspiradas em 2, foram escolhidos quatro
nlcleos piridinicos que compartilhassem semelhangas isostéricas com o nucleo
tiazolidico, que diferenciam pelo padrdo de substituicdo (83-86) (Figura 13).
Analisando as estruturas dos precursores, ¢ possivel destacar a presenga do grupo amino
nos substratos 83 ¢ 84, essencial para a preparacao das amidas nas etapas posteriores.
Embora os substratos 85 ¢ 86 ndo contenham o grupo amino, o grupo nitro pode ser

reduzido e em seguida submetido a preparacao das amidas.

6.1.REDUCAO DO GRUPO NITRO

Diferentes metodologias foram empregadas para reduzir o grupo nitro de forma
seletiva, sem interferir nos demais grupos presentes no substrato piridinico, como € o

caso do cloro, passivo de reducdo (Figura 87).
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Figura 87: Reducéo do grupo nitro presente em 85 e 86.

R2 R' R? R
| S Catalisador _ | N
R N/ cl solvente N/ cl
85: R1 =H; R2 = NOz; R3 =H 87: R1 H; Rz = NH2, R3 =H
86: R1 = NOQ: R2 = H, R3 =ClI 88: R1 NH2, RZ =H; R3 =Cl

Fonte: O autor.

As metodologias de reducdao do grupo nitro, vastamente descritas na literatura,
sao baseadas na acdo de metais que atuam como doadores de elétrons em meio acido.
nesse sentido, algumas delas foram avaliadas e s3o apresentadas na sequéncia

(Figura 88).

Figura 88: Metodologias testadas para reducdo do grupo nitro presente no substrato 85.
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Fonte: O autor

Foram avaliadas metodologias (item 1.1) utilizando Fe, Zn e Pd/C, que nao foram
satisfatorias devido ao baixo rendimento ou pela complexidade da mistura dos produtos
gerados. Além dos metais descritos anteriormente também foi avaliado o SnClz

(destacado em azul) (Figura 113), que apresentou os melhores resultados.
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6.1.1. REDUCAO DO GRUPO NITRO PELO Fe

Metodologia 1: Em um baldo de 50 mL foram adicionados 20,0 mg de 2-cloro-5-
nitropiridina (79) (0,13 mmol) e 50,0 mg de ferro metalico (1,92 mmol), que em
seguida foram solubilizados por 2,0 mL de etanol (EtOH 96%). Na sequéncia foram
adicionados 2,0 mL de 4cido acético glacial (HOAc) (99%) e 0,2 mL de acido cloridrico
(HC1) (37%). A mistura reacional foi mantida em ultrassom por uma 1 h a 25 °C. A
reacdo foi finalizada pela adi¢do de agua (50 mL), seguida por filtragdo simples. O
filtrado foi basificado com solu¢do de KOH (10%) até pH 12 e submetido a extragdao
com acetato de etila (AcOEt) (3 x 20 mL). Em seguida, foi adicionado sulfato de sodio
anidro (Na2SOs4) (q.s.p.) a fase orgénica para remover os resquicios de agua. A fase
organica foi filtrada e o solvente destilado em rotaevaporada utilizando banho de

aquecimento a 40 °C. A andlise por CCD indicou que o produto nao foi formado.

Metodologia 2: A reacao foi realizada seguindo os mesmos parametros descritos na
Metodologia 1, no entanto, ao invés de utilizar a sonificagao por ultrassom, a reacao foi
mantida em agitacdo e sob refluxo por 2 h. A andlise por CCD indicou que o produto

ndo foi formado.

Metodologia 3: Foram utilizados 100 mg de 2-cloro-5-nitro-piridina (79) (0,63 mmol),
141 mg de ferro metélico (2,52 mmol), 51 mg de cloreto de amdnio (0,945 mmol), 8
mL de EtOH e 2 mL de dgua. Os reagentes so6lidos foram adicionados no baldao
reacional seguidos pela adi¢ao do EtOH e dgua (8:2) e a mistura reacional foi mantida
em refluxo por 2 horas sob vigorosa agitacdo. Ao final, a solugdo foi destilada em
rotaevaporador (40 °C), e o produto ja seco foi submetido a CC utilizando silica como
fase estacionaria e eluida com MeOH dopado com NH4OH (0,5%). Foram coletadas 96

fracdes, sendo que o produto 87 foi obtido com 49% de rendimento.

Metodologia 4: A metodologia 3 foi empregada para a reducao de 2,6-dicloro-3-nitro-
piridina (80), partindo de 300 mg de substrato (1,55 mmol), 346 mg de ferro metalico
(6,2 mmol), 124,6 mg de cloreto de amoénio (2,33 mmol), 8 mL de EtOH e 2 mL de

agua. Nao houve formagao do produto.
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6.1.2. REDUCAO DO GRUPO NITRO PELO Pd

Metodologia 1: Foram utilizados 50 mg de 2-cloro-5-nitro-piridina (79) (0,13 mmol),
70 mg de cloreto de amonio (1,3 mmol), 1,5 mg de paladio-carbono (0,013 mmol) e 5
mL de MeOH. Os reagentes so6lidos foram adicionados em um baldo reacional seguido
da adicdo de MeOH, a reacdo foi submetida a sonificagdo por 1 hora. Nao houve

formacao do produto.

Metodologia 2: Realizada seguindo os mesmos pardmetros descritos acima, entretanto
para esta metodologia ao invés de se utilizar a sonificagdo, o meio reacional foi
colocado sob refluxo por 2 horas sob vigorosa agitagdo. Nao houve formagdo do

produto.

Metodologia 3: Foram utilizados 50 mg de 2-cloro-5-nitro-piridina (79) (0,13 mmol),
1,5 mg de paladio-carbono (0,013 mmol) ¢ 5 mL de MeOH. Os so6lidos foram
adicionados em um baldo reacional seguido da adigdo de MeOH, a reagao foi colocada
sob refluxo por 2 horas com vigorosa agitacdo e contato direto com gas hidrogénio (H2).

Nao houve formagao do produto.

6.1.3. REDUCAO DO GRUPOQ NITRO PELO Zn

Metodologia 1: Foram utilizados 20 mg de 2-cloro-5-nitro-piridina (79) (0,13 mmol),
85 mg de ferro metalico (1,3 mmol), 5 mL de 4cido acético glacial (HOAc) e THF como
solvente. Os reagentes s6lidos foram adicionados em um baldo reacional, seguidos pela
adicao de THF, apos a solubilizagdo do substrato piridinico foi adicionado HOAc, a
reagao foi agitada em 0 °C durante 2 h. Apds esse periodo foi avaliado o perfil da CCD,

onde pdde se observar que nao houve qualquer mudanca.

Metodologia 2: A metodologia 1 foi submetida neste momento a acdo da temperatura,
de forma que por 2 h a reagdo foi mantida a 0 °C e, apos esse periodo a reagdo foi

aquecida a 60 °C por 3 h. Nao houve formagao do produto.
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6.1.4. REDUCAO DO GRUPO NITRO PELO SnCl»

Metodologia 1: Foram adicionados 250,0 mg 2-cloro-5-nitro-piridina (79) (1,3 mmol),
970,0 mg de cloreto de amoénio (4,3 mmol), 0,8 mL de HCl e 2,6 mL de AcOH. O
procedimento foi realizado em trés etapas, em que a primeira consistiu na dissolu¢ao do
substrato piridinico em &cido acético glacial, na segunda etapa outra dissolu¢ao foi
realizada, onde o cloreto de estanho ¢ colocado em contato com o acido cloridrico e
submetido a ligeira sonificagdo. Por fim, na terceira etapa a solugdo acida contendo o
substrato piridinico foi colocada em um baldo reacional sob agitacdo e a solugdo acida
de SnCla, obtida na segunda etapa, foi lentamente gotejada nesse baldo, que foi mantido
sob agita¢do a 25 °C por 2 horas. A reacdo foi finalizada com a adi¢do com adicdo de
agua gelada (100 mL), onde foi mantida por mais 30 minutos. Em seguida, a solucao foi
basificada com de solugao NaOH (50%) até alcangar pH 12, através da adicdo de uma
solucdo de. Na sequéncia, a solugcdo foi submetida a extra¢ao liquido-liquido com
diclorometano (CH2ClL2) (5 % 15 mL), que apos coletado teve os resquicios de agua
removidos por Na2SO4 anidro (q.s.p.) e o solvente removido em rotaevaporada (40 °C).
O produto da reducao foi analisado por CCD, onde foi constatada a presenca de uma

unica substancia (81), que foi obtido com 84% de rendimento.

Metodologia 2: A metodologia 1, seguindo os mesmos protocolos descritos acima foi
realizada com o substrato piridinico 2,6-dicloro-3-nitro-piridina (86). O produto de

reducao (82) foi obtido com um rendimento de 97%.

A partir da obtencdo das aminas 87 e 88, foi possivel definir as amidas que
seriam sintetizadas, mantendo 2 como modelo molecular. Nesse sentido, foi selecionada
uma série de derivados de acidos benzoicos, com diferentes substituintes nas posigoes
orto, meta € para, de natureza doadora e retiradora de elétrons (Figura 19).

As aminas tém carater nucleofilico, podendo reagir com compostos carbonilicos
de carater eletrofilico para formar amidas. Devido aos acidos carboxilicos, ndo
apresentarem carbonila com carater eletrofilico, metodologias sintéticas foram
propostas para aumentar a eletrofilicidade desses grupos e serdo discutidas na

sequéncia.
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Uma estratégia para aumentar a eletrofilicidade de um 4acido carboxilico ¢

transforma-lo em um haleto de acila. Para isso, foram avaliadas diferentes metodologias

utilizando os &cidos benzoicos descritos na Figura 19. O 4cido p-nitrobenzoico (89) foi

selecionado como exemplo para discussao das metodologias avaliadas (Figura 89).

Figura 89: Reacdo para formagdo do cloreto de acila de 102.
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Fonte: O autor.

6.2.1. FORMACAO DO CLORETO DE ACIDO ATRAVES DE AGENTES CLORINANTES

Metodologia geral: Em um baldo de 50 mL foram adicionados 150 mg de &cido

p-nitrobenzoico (89) (1,0 mmol) em uma solucdo contendo 0,17 mL de cloreto de

tionila (3,0 mmol) solubilizados em cloroformio. A essa mistura reacional foi

adicionado uma quantidade catalitica de DMF (c.a. 0,2 mL) a rea¢do foi mantida sob

refluxo e intensa agitagdo por 2 h. A reagdo foi acompanhada por CCD, onde o coletado

era exposto ao EtOH antes de sua aplicagdo. O workup da reagdao foi realizado

evaporando os solventes e excesso de agente clorinante via evaporador rotativo.

Diferentes metodologias foram fundamentadas na discutida acima a fim de promover a

geracdo do produto desejado, para isso, foram realizadas alteragdes em parametros

como quantidade, tempo, solvente, bases e agentes clorinantes (Tabela 11).
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. : Formacio
Metodologia  Acido Quantidade de R.eag. Qlfantldade deR. Base  Solvente Tempo Temperatura Produto do ’
substrato mg/mmol clorinante clorinante mL/mmol esperado T
1 83 150/1 SOCl, 0,17/3 DMF CHCl3 2h Tamb 96 Nao
2 83 150/1 SOCl, 0,17/3 DMAP  CHCI; 2h Tamb 96 Nao
3 83 150/1 SOCl, 0,17/3 TEA CHCl; 2h Tamb 96 Nao
4 83 150/1 SOCl, 0,17/3 DMF CHCl; 2h 65 °C 96 Nao
5 83 150/1 SOCl, 0,17/3 DMAP  CHCIs 2h 65 °C 96 Nao
6 83 150/1 SOCl, 0,17/3 TEA CHCl; 2h 65 °C 96 Nao
7 83 150/1 SOCl, 5/69 DMF - 2h 0-25 °C 96 Nao
8 83 150/1 SOCl, 5/69 DMAP - 2h 0-25 °C 96 Nao
9 83 150/1 SOCl, 5/69 TEA - 2h 0-25 °C 96 Nao
10 83 150/1 SOCl, 5/69 DMF - 2h 0-50 °C 96 Nao
11 83 150/1 SOCl, 5/69 DMAP - 2h 0-50 °C 96 Nao
12 83 150/1 SOCl, 5/69 TEA - 2h 0-50 °C 96 Nao
13 83 150/1 SOCl, 0,5/6,75 DMF Tolueno 4h Tamb 96 Nio
14 83 150/1 SOCl, 0,5/6,75 DMAP  Tolueno 4h Tamb 96 Nao
15 83 150/1 SOCl, 0,5/6,75 TEA Tolueno 4h Tamb 96 Nao
16 83 150/1 SOCl, 0,5/6,75 DMF  Tolueno 4h 115°C 96 Nao
17 83 150/1 SOCl, 0,5/6,75 DMAP  Tolueno 4h 115 °C 96 Nao
18 83 150/1 SOCl, 0,5/6,75 TEA Tolueno 4h 115°C 96 Nao
19 83 150/1 SOCl, 0,5/6,75 DMF THF 4h Tamb 96 Nao
20 83 150/1 SOCl, 0,5/6,75 DMAP THF 4h Tamb 96 Nao
21 83 150/1 SOCl, 0,5/6,75 TEA THF 4h Tamb 96 Nao
22 83 150/1 SOCl, 0,5/6,75 DMF THF 4h 70 °C 96 Nao
23 83 150/1 SOCl, 0,5/6,75 DMAP THF 4h 70 °C 96 Nao
24 83 150/1 SOCl, 0,5/6,75 TEA THF 4h 70 °C 96 Nao
25 83 150/1 C0.Clh 0,17/2 DMF CHCl; 3h 0-25 °C 96 Nao
26 83 150/1 C0.ClL 0,17/2 DMAP  CHCI; 3h 0-25 °C 96 Nao
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. : Formacio
Metodologia  Acido Quantidade de R.eag. Qlfantldade deR. Base  Solvente Tempo Temperatura Produto do ’
substrato mg/mmol clorinante clorinante mL/mmol esperado T
27 83 150/1 C0.Clh 0,17/2 TEA CHCl3 3h 0-25 °C 96 Nao
28 83 150/1 C,0,Cly 0,17/2 DMF CHCl3 3h 0-65 °C 96 Nao
29 83 150/1 C,0.Clh 0,17/2 DMAP  CHCIs 3h 0-65 °C 96 Nao
30 83 150/1 C0.Clh 0,17/2 TEA CHCl; 3h 0-65 °C 96 Nao
31 83 150/1 C0.ClL 0,17/2 DMF  Tolueno 3h 0-25 °C 96 Nao
32 83 150/1 C,0,Cly 0,17/2 DMAP  Tolueno 3h 0-25 °C 96 Nao
33 83 150/1 C,0.Clh 0,17/2 TEA Tolueno 3h 0-25 °C 96 Nao
34 83 150/1 C0.Clh 0,17/2 DMF  Tolueno 3h 0-115°C 96 Nao
35 83 150/1 C0.Clh 0,17/2 DMAP  Tolueno 3h 0-115°C 96 Nao
36 83 150/1 C0.Clh 0,17/2 TEA Tolueno 3h 0-115°C 96 Nao

Fonte: O autor.
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6.3.AMIDACAO DIRETA VIA REAGENTES DE ACOPLAMENTO
Diante dos baixos rendimentos obtidos com as metodologias de amidagdo
utilizando os haletos de acila foram avaliadas outras estratégias de acoplamento direto

que sao discutidas na sequéncia.

6.3.1. REACAO DE ACOPLAMENTO VIA EDC

A utilizagdo do N-etilcarbodiimida (EDC), ¢ uma estratégia importante na
sintese de ésteres e amidas, e nesse sentido, surge uma nova alternativa de sintese one-

pot para obtencao das amidas, como mostra o esquema geral para a reag@o entre 77 ¢ 83

(Figura 90).

Figura 90: Reacdo de acoplamento geral entre os substratos 83 e 89 vias EDC.
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Fonte: O autor

Metodologia 1: Foram adicionados 100,0 mg de 3-amino-2-cloro-piridina (83) (0,78
mmol), 194,0 mg de 4cido p-nitrobenzoico (89) (1,16 mmol), 181,6 mg de EDC (12)
(1,17 mmol) e 235,9 mg de DMAP (2,34 mmol). Os reagentes solidos foram
adicionados em um baldo reacional de 25 mL, seguidos pela adi¢gdo de 15,0 mL
diclorometano (DCM). O baldo contendo a mistura reacional foi mantido em refluxo e
agitacdo durante 16 h. Apds esse periodo o produto foi analisado por CCD, onde foi
verificado que mesmo com o consumo completo do &cido, o substrato piridinico nao foi
consumido. A reac¢do foi finalizada com a adi¢do com adi¢do de dgua gelada (100 mL),
na sequéncia, a solucdo foi submetida a extragdo liquido-liquido com diclorometano
(CH2Cl2) (3 x 15 mL), que apds coletado teve os resquicios de agua removidos por
NaxSO4 anidro (q.s.p.), o solvente removido em rotaevaporada (40 °C). Nao houve

formacao do produto esperado.
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Metodologia 2: Foram adicionados 100,0 mg de 3-amino-2-cloro-piridina (83) (0,78
mmol), 194,0 mg de 4cido p-nitrobenzoico (89) (1,16 mmol), 181,6 mg de EDC (12)
(1,17 mmol) e 235,9 mg de DMAP (2,34 mmol). O procedimento foi realizado em duas
frente, a primeira consistiu na adicdo de todos os reagentes sélidos com excegdo do
substrato piridinico em um baldo e posterior solubilizagdo com 15 mL de DCM, ja a
segunda frente foi realizada concomitantemente e versou na solubilizagdo do substrato
piridinico em 5 mL de DCM. Com ambas as solug¢des preparadas a solu¢do da amina
piridinica foi gotejada lentamente sobre a solug@o relativa a primeira frente, apos as
adicoes realizadas o baldo contendo a mistura reacional foi colocado sob refluxo e
agitacdo por 16h. O procedimento para cessacao da reagdo foi realizado conforme

descrito na metodologia 1. Nao houve formag¢do do produto esperado.

Metodologia 3: Foram adicionados 100,0 mg de 3-amino-2-cloro-piridina (83) (0,78
mmol), 194,0 mg de acido p-nitrobenzoico (89) (1,16 mmol), 181,6 mg de EDC (12)
(1,17 mmol) e 235,9 mg de DMAP (2,34 mmol) e 32,3 mg de HCTU (0,078 mmol). O
procedimento realizado ¢ o mesmo realizado em metodologia 2, de forma que para este

procedimento foi adicionado HCTU. Nao houve formagao do produto esperado.

6.3.2. REACAO DE ACOPLAMENTO VIA ACIDO BORICO

Como alternativa, a reagdo de acoplamento promovida pelo 4acido borico
juntamente com o ativante N, N,N’,N’- tetrametiletilenodiamina (TMED), foi realizada
visando a sintese das amidas isostericamente semelhantes a nitazoxanida (2). Assim,
algumas metodologias foram empregadas visando esse fim, de forma geral, essa

metodologia pode ser esquematizada para os substratos 83 e 89 (Figura 91).

Figura 91: Reacdo de acoplamento geral entre os substratos 83 ¢ 89 vias 4cido boérico.
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Fonte: O autor.
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Metodologia 1: Em um baldo reacional de 50 mL foram adicionados 100,0 mg de 3-
amino-2-cloro-piridina (83) (0,78 mmol), 194,0 mg de acido p-nitrobenzoico (89)
(1,16 mmol), 15,0 mg de &cido bdrico (0,23 mmol) e 34,5 uL. de TMED (15)
(0,23 mmol). O procedimento consistiu na adicdo dos reagentes em duas etapas, na
primeira em um baldo bitubulado foi adicionado o acido bdrico, a amina piridinica e o
solvente da reagdo, o mesitileno. O baldo foi acoplado em um condensador de refluxo e
a segunda saida foi vedada com um septo, por onde foi conectado um sistema de canula
para entrada de nitrogénio, deixando o ambiente da reagdo inerte. O acido (89) foi
solubilizado em TMED e posteriormente adicionado lentamente ao meio reacional. A
reacao foi mantida sob atmosfera de nitrogénio agitagdo, e temperatura de 160 °C por 16
h. A reagdo foi finalizada com a adi¢do com adicdo de agua gelada (100 mL), na
sequéncia, a solugdo foi submetida a extracdo liquido-liquido com diclorometano
(CH2Cl2) (3 x 15 mL), que apds coletado teve os resquicios de agua removidos por
NaxSO4 anidro (g.s.p.), o solvente removido em rotaevaporada (40 °C). Nao houve

formagdo do produto esperado.

Metodologia 2: Essa metodologia segue as mesmas condi¢des descritas na Metodologia
1 desse item, porém os reagentes foram adicionados em uma uUnica etapa. Ao final da

reagdo o produto foi analisado por CCD, que indicou que o produto nado foi formado.

Metodologia 3: A reacdo foi realizada seguindo os mesmos pardmetros descritos na
Metodologia 1 e 2, no entanto aqui foi utilizado peneiras moleculares 0,3 nm. Formagao

do produto com 20% de rendimento.

Devido ao insucesso de algumas das reacdes avaliadas, a falta de alguns
reagentes, condi¢des reacionais, de andlise e escassez de tempo, optamos pela compra
de alguns desses reagentes clorados para a sintese das amidas e posterior avaliagdo

biologica em tempo habil.



132

6.4. SINTESE DAS AMIDAS A PARTIR DA REACAO ENTRE AMINAS E CLORETOS DE

ACIDOS.

6.4.1. CLORETOS DE ACIDO DERIVADOS DO ACIDO BENZOICO E ALIFATICOS

A sintese das amidas foi realizada através da reagdao entre os substratos
piridinicos (83, 84, 87 ¢ 88) com os cloretos de acidos comerciais (102-119) (Figura
25). Na Figura 19 estdo representadas as reag¢oes para a obten¢ao das amidas a partir dos
cloretos de acidos aromaticos (Figura 19a) e alifaticos (Figura 19-b), utilizando como

substrato o composto 83.

Figura 91: Esquema geral para a obtencdo das amidas aromaticas e alifaticas.

e
102: R=NO, 3:R=H
83 105: R = Me 7:R=NO,
108: R =Br 10: R = Me
1M1: R=Cl 13: R=Br
114:R=H 16: R =Cl
b) H
| - NH2 j\ MeCN | N R
+ ——
70°C
N/ cl Cl R N/ cl 0
83 115: R = 1 Carbono 55: R = 1 Carbono
116: R = 3 Carbonos 56: R = 3 Carbonos
117: R = 4 Carbonos 57: R = 4 Carbonos
118: R = 5 Carbonos 58: R = 5 Carbonos
119: R = 6 Carbonos 59: R = 6 Carbonos

Fonte: O autor.

As condicdes reacionais apresentadas anteriormente utilizando o substrato 77, foram
empregadas para as demais aminas piridinicas (84, 87 e 88), para obtencdo das amidas presentes

do primeiro ao sétimo grupo (Figura 10 e 12)

Metodologia geral: O procedimento para obten¢ao dos derivados benzoilados consistiu
na adicao de 102,0 mg do substrato piridinico (0,8 mmol) em um baldo reacional
seguido da adi¢dao de 10 mL de acetonitrila, solvente da rea¢dao, em um balao reacional
de 50 mL, com a solubiliza¢ao do substrato piridinico o cloreto acido foi adicionado
(1,6 mmol) a mistura reacional lentamente. Apds realizada todas as adi¢des pertinentes

o balado fo1 acoplado ao condensador e a temperatura do banho elevada até 70 °C, assim
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o sistema se manteve sob refluxo e agitacdo por 2 h. As reagdes foram finalizadas
quando o perfil da CCD indicava o consumo completo da amina, pela adi¢do de agua
gelada (100 mL) onde pdde ser verificado que alguns produtos precipitavam, enquanto
outros ndo. Os produtos que precipitavam foram filtrados e lavados com solugdo de
bicarbonato de sddio 20%, adgua destilada e posteriormente secos, j4 os produtos que
ndo precipitavam foram submetidos a extracdo liquido-liquido com diclorometano
(CH2Cl2) (3 x 15 mL), que apds coletado teve os resquicios de dgua removidos por
NaxSOs4 anidro (q.s.p.), o solvente removido em rotaecvaporador (40 °C). Mediante o

procedimento descrito acima (Tabela 12) as amidas foram obtidas.



Tabela 12: Condicdo para obtencao das amidas do primeiro ao sexto bloco.

T Substrato Quantidade de Cloreto acido Quantidade de cloreto Produto Rendimento

piridinico substrato mg/mmol acido pL./mmol esperado (%)

1 77 102/0,8 99 296,9 mg/1,6* 7 96,8

2 77 102/0,8 100 296,9 mg/1,6* 8 ndo obtido

3 77 102/0,8 101 296,9 mg/1,6* 9 79,8

4 77 102/0,8 102 211,6/1,6 10 76,3

5 77 102/0,8 103 211,6/1,6 11 65,2

6 77 102/0,8 104 211,6 /1,6 12 57,3

7 77 102/0,8 105 351,14 mg/1,6* 13 97,4

8 77 102/0,8 106 351,14 mg/1,6* 14 89,7

9 77 102/0,8 107 351,14 mg/1,6* 15 75,6

10 77 102/0,8 108 205,1/1,6 16 83,6

11 77 102/0,8 109 205,1/1,6 17 77,8

12 77 102/0,8 110 205,1/1,6 18 68,4

13 77 102/0,8 111 185,9/1,6 3 22,4

14 77 102/0,8 112 114,2/1,6 55 60,2

15 77 102/0,8 113 165,5/1,6 56 98,1

16 77 102/0,8 114 189,9/1,6 57 99,5

17 77 102/0,8 115 223,6/1,6 58 95,2

18 77 102/0,8 116 247,7/1,6 59 95,7

19 81 102/0,8 99 296,9 mg/1,6* 19 56,5

20 81 102/0,8 100 296,9 mg/1,6* 20 ndo obtido

21 81 102/0,8 101 296,9 mg/1,6* 21 42,4

22 81 102/0,8 102 211,6/1,6 22 65,2

23 81 102/0,8 103 211,6/1,6 23 54,2

* Reagentes solidos

Nota: Os procedimentos de 1-72, foram realizados conforme descritos na metodologia, utilizando acetonitrila como solvente a 70 °C por 2 h.
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Tabela 12: Condi¢ao para obtencao das amidas do primeiro ao sexto bloco continuagao.

T Substrato Quantidade de Cloreto acido Quantidade de cloreto Produto Rendimento
piridinico substrato mg/mmol acido pL./mmol esperado (%)
24 81 102/0,8 104 211,6 /1,6 24 50,2
25 81 102/0,8 105 351,14 mg/1,6* 25 93,9
26 81 102/0,8 106 351,14 mg/1,6* 26 84,5
27 81 102/0,8 107 351,14 mg/1,6* 27 49,8
28 81 102/0,8 108 205,1/1,6 28 95,1
29 81 30/0,23 109 205,1/1,6 29 88,7
30 81 30/0,23 110 205,1/1,6 30 76,4
31 81 30/0,23 111 185,9/1,6 4 60,0
32 81 30/0,23 112 114,2/1,6 60 85,1
33 81 30/0,23 113 165,5/1,6 61 98,7
34 81 30/0,23 114 189,9/1,6 62 95,7
35 81 30/0,23 115 223,6/1,6 63 97,4
36 81 30/0,23 116 247,7/1,6 64 96,1
37 78 30/0,23 99 71,21/0,46 31 99,6
38 78 70/0,43 100 71,21/0,46 32 ndo obtido
39 78 70/0,43 101 71,21/0,46 33 72,1
40 78 70/0,43 102 159,4 mg/0,86* 34 83,8
41 78 70/0,43 103 159,4 mg/0,86* 35 73,4
42 78 70/0,43 104 159,4 mg/0,86* 36 67,2
43 78 70/0,43 105 113,8/0,86 37 98,5
44 78 70/0,43 106 113,8/0,86 38 90,2
45 78 70/0,43 107 113,8/0,86 39 82,7
46 78 70/0,43 108 188,7 mg/0,86* 40 97,6

* Reagentes solidos

Nota: Os procedimentos de 1-72, foram realizados conforme descritos na metodologia, utilizando acetonitrila como solvente a 70 °C por 2 h.
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Tabela 12: Condi¢ao para obtencdo das amidas do primeiro ao sexto bloco continuagao.

Reaciio Substrato Quantidade de Cloreto acido Quantidade de cloreto Produto Rendimento
piridinico substrato mg/mmol acido pL./mmol esperado (%)
47 78 70/0,43 109 188,7 mg/0,86* 41 87,3
48 78 30/0,23 110 188,7 mg/0,86* 42 71,9
49 78 70/0,43 111 110,3/0,86 5 59,5
50 78 70/0,43 112 101/0,86 65 16,3
51 78 70/0,43 113 61,36/0,86 66 23,6
52 78 70/0,43 114 88,96/0,86 67 77,4
53 78 70/0,43 115 102,1/0,86 68 453
54 78 70/0,43 116 120,6/0,86 69 42.4
55 82 70/0,43 99 159,4 mg/0,86* 43 69,9
56 82 70/0,43 100 159,4 mg/0,86* 44 ndo obtido
57 82 70/0,43 101 159,4 mg/0,86* 45 43,1
58 82 70/0,43 102 113,8/0,86 46 65,3
59 82 70/0,43 103 113,8/0,86 47 57,3
60 82 70/0,43 104 113,8/0,86 48 49 8
61 82 70/0,43 105 188,7 mg/0,86* 49 97,9
62 82 70/0,43 106 188,7 mg/0,86* 50 89,7
63 82 70/0,43 107 188,7 mg/0,86* 51 60,1
64 82 70/0,43 108 110,3/0,86 52 98,6
65 82 70/0,43 109 110,3/0,86 53 88,4
66 82 70/0,43 110 110,3/0,86 54 76,4
67 82 70/0,43 111 101/0,86 6 67
68 82 70/0,43 112 61,36/0,86 70 80,6
69 82 70/0,43 113 88,96/0,86 71 99,5

* Reagentes solidos

Nota: Os procedimentos de 1-72, foram realizados conforme descritos na metodologia, utilizando acetonitrila como solvente a 70 °C por 2 h.



Tabela 12: Condigo para obtenc¢ao das amidas do primeiro ao sexto bloco continuagao.

T Substrato Quantidade de Cloreto acido Quantidade de cloreto Produto Rendimento
piridinico substrato mg/mmol acido pL./mmol esperado (%)
70 82 70/0,43 114 102,1/0,86 72 97,1
71 82 70/0,43 115 120,6/0,86 73 98,5
72 82 70/0,43 116 133,14/0,86 74 95,7

* Reagentes solidos

Nota: Os procedimentos de 1-72, foram realizados conforme descritos na metodologia, utilizando acetonitrila como solvente a 70 °C por 2 h.
Fonte: O autor.

137



138

A partir da metodologia descrita acima e pelas discussoes ja realizadas as amidas
foram obtidas e caracterizadas conforme evidenciado pelos dados espectroscopicos

anexados.

Amida 3: Solido cristalino branco (22,4%), T.F: 99,8 °C, (IR regides): 3296, 1653,
1515 e 1296cm™. 'H RMN (600 MHz, DMSO) & 10,23 (s, 1H), 8,32 (¢, 1H), 8,08 (dd,
1H,), 8,00 (dd, 2H), 7,63(tt, 1H), 7,56 (m, 2H), 7,51 (m, 1H). 3C RMN (DMSO)
5 147,13, 137,36, 133,98, 132,60, 129,06, 128,26, 123,96. EM-IES [M+H] " 233,0472

Amida 4: Solido cristalino purpura (60%), T.F: 171,6 °C, (IR regides): 3362, 1652,
1503 ¢ 1280 cm™. 'H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,58 (s, 1H), 8,80 (¢, 1H), 8,25 (d!,
1H,), 7,97 (dd, 2H), 7,61 (¢, 1H), 7,54 (m, 2H), 7,50 (d, 1H). 3*C RMN (DMSO)
0 166,57, 144,50, 142,12, 135,93, 134,65, 132,59, 131,48, 128,94, 128,21. EM-IES
[M+H] " 233,0476

Amida 6: Soélido cristalino branco (67%), T.F: 113,7 °C, (IR regides): 3317, 1680,
1531, e 1271cm™. '"H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,31 (s, 1H), 8,19 (¢, 1H), 8,02 (dt,
1H,), 7,64 (m, 2H), 7,56 (m, 2H). 1*C RMN (DMSO) § 166,13, 145,55, 145,36, 140,03,
133,74, 132,29, 129,03, 128,34, 124,35. EM-IES [M+H] " 267,0096

Amida 7: Sélido cristalino branco (96,8%), T.F: 174,5 °C, (IR regides): 3395, 1689,
1522 ¢ 1289 cm™'. '"H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,61, 8,39, 8,34, 8,21, 8,09, 7,52.
13C RMN (DMSO) § 164,62 149,88, 147,63, 146,86, 139,52, 137,59, 132,02, 129,77,
124,03. EM-IES [M+H] *278,0325. Espectros 16-19, vide anexo.

Amida 13: Solido cristalino branco (97,4%), T.F: 156,8 °C, (IR regides): 3290, 1678,
1515 e 1297cm™. 'H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,33 8,33, 8,08, 7,95, 7,77, 7,50. 13C
RMN (DMSO) 6 165,22, 147,25, 149,79, 137,35, 132,14, 131,73, 130,36, 123,93,
123,70. EM-IES [M+H] " 310,9589. Espectros 20-23, vide anexo.

Amida 16: Solido cristalino branco (83,6%), T.F: 149,8 °C, (IR regides): 3295, 1657,
1522 ¢ 1278 cm™'. 'TH RMN (600 MHz, DMSO) & 10,45 8,33, 8,07, 7,90, 7,63, 7,50. 13C
RMN (DMSO) & 165,11, 147,25, 146,95, 137,49, 132,46, 131,40, 130,22, 129,11,
123,92. EM-IES [M+H] *267,0088. Espectros 24-27, vide anexo.
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Amida 8: Produto nao obtido

Amida 14: Soélido cristalino branco (89,7%), T.F: 107,9 °C, (IR regides): 3441, 1670,
1513, 1280 cm'. '"H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,40, 8,32, 8,15, 8,04, 7,97, 7,81,
7,50, 7,46. 3C RMN (DMSO) § 164,75, 147,43, 146,92, 137,63, 136,03, 135,32,
133,46, 132,17, 131,35, 130,84, 127,35, 123,98. EM-IES [M+H] " 310,9585. Espectros

28-31, vide anexo.

Amida 17: Solido cristalino branco (77,8%), T.F: 102,8 °C, (IR regides): 3421, 1677,
1521, 1278 cm’'. '"H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,40, 8,33, 8,05, 8,02, 7,94, 7,89,
7,68, 7,51. 13C RMN (DMSO) & 164,83, 147,43, 146,96, 137,63, 135,92, 133,84,
133,15, 132,40 131,07, 129,27, 126,99, 123,98. EM-IES [M+H] " 267,0088. Espectros

32-35, vide anexo.

Amida 9: Sélido cristalino marrom (79,8%), T.F: 158,6 °C, (IR regides): 3238, 1515,
1448, 1345 cm’!. '"H RMN (600 MHz, DMSO) 610,61, 8,41, 831, 8,20, 7,91, 7,80,
7,73, 7,54. *C RMN (DMSO) & 165,60, 151,46, 146,92, 140,41, 134,75, 132,40,
131,92, 129,72, 127,80, 125,05, 124,74, 124,03. EM-IES [M+H] " 278,0331. Espectros

36-39, vide anexo.

Amida 15: Soélido cristalino branco (75,6%), T.F: 123,4 °C, (IR regides): 3273, 1662,
1515, 1292cm™. 'H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,48, 8,30, 8,16, 7,72, 7,62, 7,50,
7,43. 3C RMN (DMSO) § 166,96, 146,391, 145,70, 138,71, 136,26, 133,29, 132,32,
131,90, 129,54, 128,10, 123,89, 119,58. EM-IES [M+H] " 310,9587. Espectros 40-43,

vide anexo.

Amida 18: Solido cristalino branco (68,4%), T.F: 114,6 °C, (IR regides): 3282, 1664,
1525, 1280 cm. '"H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,45, 8,32, 8,17, 7,65, 7,59, 7,51,
7,40. 13C RMN (DMSO) § 165,99, 150,83, 149,59, 147,04, 136,41, 134,68, 132,86,
131,96, 130,22, 129,59, 127,11, 123,93. EM-IES [M+H] * 267,0086. Espectros 44-47,

vide anexo.

Amida 19: Soélido cristalino roxo (56,5%), T.F: 223,9 °C, (IR regides): 3488, 1657,
1520, 1298 cm™. 'H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,90, 8,80, 8,39, 8,24, 8,19, 7,55. 13C
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RMN (DMSO) 6 164,72, 149,87, 144,93, 142,10, 140,06, 135,55, 131,53, 129,79,
124,09. EM-IES [M+H] *278,0326. Espectros 48-51, vide anexo.

Amida 22: Sélido cristalino roxo (65,2%), T.F: 180,4 °C, (IR regides): 3335, 1653,
1517, 1289 cm’'. '"H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,54, 8,85, 8,31, 7,94, 7,56, 7,41,
2,43. 3C RMN (DMSO) § 166,41, 144,34, 142,91, 141,96, 136,08, 131,80, 131,30,
128,25, 124,52. EM-IES [M+H]"310,9586. Espectros 52-55, vide anexo.

Amida 28: Soélido cristalino roxo (95,1%), T.F: 190,7 °C, (IR regides): 3223, 1665,
1514, 1277 cm™'. 'H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,60, 8,79, 8,24, 7,92, 7,57, 7,46. 13C
RMN (DMSO) 6 165,22, 144,62, 141,93, 138,25, 137,41, 135,75, 133,12, 131,55,
124,43. EM-IES [M+H]"267,0091. Espectros 56-59, vide anexo.

Amida 20: O produto nao foi obtido

Amida 23: Soélido cristalino rosa (54,2%), T.F: 154,5 °C, (IR regides): 3342, 1645,
1498, 1289cm’!. 'H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,55, 8,81, 8,26, 7,78, 7,50, 7,43. 13C
RMN (DMSO) & 166,51, 144,38, 141,98, 138,30, 136,04, 134,51, 133,05, 131,23,
128,82, 128,64, 125,40, 125,49, 21,59. EM-IES [M+H]" 247,0638. Espectros 60-63,

vide anexo.

Amida 29: Solido cristalino rosa (88,7%), T.F: 161,8 °C, (IR regides): 3318, 1648,
1510, 1268 cm™. '"H RMN (600 MHz, DMSO) § 8,78, 8,25, 8,04, 7,93, 7,69, 7,58, 7,51.
3C RMN (DMSO) & 164,97, 144,59, 142,07, 136,57, 135,85, 133,71, 132,20, 131,49,
130,98, 128,00, 127,07, 124,60. EM-IES [M+H]" 267,0087. Espectros 64-67, vide

ancxo.

Amida 21: Soélido cristalino rosa salmao (42,4%), T.F: 178,4 °C, (IR regides): 3273,
1510, 1457, 1345 cm™. '"H RMN (600 MHz, DMSO) & 11,07, 8,68, 8,18, 7,90, 7,81,
7,54. 13C RMN (DMSO) § 165,13, 146,85, 144,82, 141,22, 135,63, 134,76, 132,33,
131,90, 130,67, 129,74, 124,94. EM-IES [M+H]" 278,0337. Espectros 68-71, vide

ancxo.
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Amida 24: Soélido cristalino rosa salmao (50,2%), T.F: 105,2 °C, (IR regides): 3303,
1658, 1515, 1285cm™. 'H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,68, 8,78, 7,51, 7,42, 7,32,
2,40. 3C RMN (DMSO) § 163,21, 144,34, 141,89, 141,32, 136,64, 136,00, 134,48,
132,66, 131,80, 130,56, 127,83, 124,64. EM-IES [M+H]" 247,0629. Espectros 72-75,

vide anexo.

Amida 30: Liquido rosa salmio (76,4%), (IR regides): 3289, 1670, 1518, 1270 cm™. 'H
RMN (600 MHz, DMSO) § 10,90, 8,73, 8,20, 7,64, 7,59, 7,54, 7,48. 3*C RMN (DMSO)
0 165,86,144,67, 141,24, 136,53, 135,65, 132,98, 132,01, 130,38, 129,47, 127,80,
124,82. EM-IES [M+H]"267,0089. Espectros 76-79, vide anexo.

Amida 31: Soélido cristalino branco (99,6%), T.F: 235,4 °C, (IR regides): 3254, 1701,
1513, 1293 cm™. 'H RMN (600 MHz, DMSO) § 11,32, 8,42, 8,29, 8,19, 8,13, 7,94. 13C
RMN (DMSO) 6 165,11, 150,96, 146,82, 139,96, 138,40, 136,84, 131,14, 130,05,
123,81, 116,26. EM-IES [M+H]"278,0336. Espectros 80-83, vide anexo.

Amida 34: Solido cristalino branco (83,8%), T.F: 113,2 °C, (IR regides): 3267, 1674,
1531, 1284 cm!. '"H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,87, 8,41, 8,27, 7,97, 7,86, 7,28,
2,35. 3C RMN (DMSO) § 165,94, 146,76, 138,31, 133,45, 132,13, 131,83, 130,43,
126,40 116,27. EM-IES [M+H]"247,0650. Espectros 84-87, vide anexo.

Amida 37: Solido cristalino branco (98,5%), T.F: 185,1 °C, (IR regides): 3241, 1670,
1519, 1293 cm™. 'H RMN (600 MHz, DMSO) § 11,07, 8,42, 8,21, 7,94, 7,86, 7,69. 13C
RMN (DMSO) 6 165,94, 146,76, 138,31, 133,45, 132,14, 131,72, 127,33, 126,13,
116,27. EM-IES [M+H]"310,9586. Espectros 88-91, vide anexo.

Amida 32: Produto niao obtido

Amida 35: Soélido cristalino branco (73,4%), T.F: 99,7 °C, (IR regides): 3310, 1680,
1519, 1283 cm’!. '"H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,87, 8,42, 8,22, 7,93, 7,84, 7,80,
7,76, 7,39, 2,37. 3C RMN (DMSO) § 166,61, 151,28, 146,76, 138,25, 133,91, 133,15,
131,16, 129,01, 128,73, 126,90, 125,62, 116,21, 21,31. EM-IES [M+H]" 247,0632.

Espectros 92-95, vide anexo.
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Amida 38: Solido cristalino branco (90,2%), T.F: 158,4 °C, (IR regides): 3421, 1675,
1520, 1279 cm’'. '"H RMN (600 MHz, DMSO) § 11,11, 8,43, 8,19, 8,03, 7,93, 7,81,
7,46. 1*C RMN (DMSO) § 166,48, 151,13, 146,81, 138,32, 136,03, 133,58, 132,21,
131,38, 128,71, 127,63, 126,34, 116,32. EM-IES [M+H]" 310,9583. Espectros 96-99,

vide anexo.

Amida 33: Sélido cristalino branco (72,1%), T.F 140,2 °C, (IR regides): 3175, 1519,
1461, 1350 cm™'. 'H RMN (600 MHz, DMSO) § 11,42, 8,16, 7,96, 7,85, 7,79, 7,75. 13C
RMN (DMSO) 6 166,51, 150,88, 147,03, 138,63, 135,53, 134,73, 133,60, 132,90,
131,82, 130,32, 129,89, 127,73, 115,67. EM-IES [M+H]" 278,0332. Espectros 100-103,

vide anexo.

Amida 36: Solido cristalino branco (67,2%), T.F: 107,9 °C, (IR regides): 3269, 1671,
1513, 1277 cm’'. '"H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,96, 8,39, 8,25, 7,94, 7,82, 7,48,
7,42,2,52. 13C RMN (DMSO) § 169,27, 151,17, 146,88, 139,43, 138,31, 136,59, 135,98
131,92, 130,44, 128,06, 126,27, 115,81, 21,79. EM-IES [M+H]" 247,0629. Espectros
104-107, vide anexo.

Amida 39: Solido cristalino branco (82,7%), T.F: 148,1 °C, (IR regides): 3267, 1682,
1521, 1288 cm’'. '"H RMN (600 MHz, DMSO) § 11,22, 8,41, 8,23, 7,97, 7,69, 7,55,
7,48, 7,41. 3C RMN (DMSO) § 167,21, 150,85, 147,04, 138,94, 133,70, 131,80,
129,73, 128,14, 126,40, 125,29, 119,41, 115,76. EM-IES [M+H]" 310,9585. Espectros
108-111, vide anexo.

Amida 43: Solido cristalino branco (69,9%), T.F: 212,2 °C, (IR regides): 3384, 1691,
1517, 1291 cm™. '"H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,69, 8,39, 8,21, 8,17, 7,66. 3°C RMN
(DMSO) 6 164,98, 150,06, 146,25, 145,61, 140,37, 139,42, 131,80, 130,05, 124,33.
EM-IES [M+H]"310,9591. Espectros 112-115, vide anexo.

Amida 49: Solido cristalino branco (97,9%), T.F: 176,1 °C, (IR regides): 3425, 1689,
1521, 1294 cm™. 'H RMN (600 MHz, DMSO) & 10,38, 8,15, 7,94, 7,76, 7,63. 3C RMN
(DMSO) 6 165,30, 145,70, 145,41, 140,10, 132,87, 131,77, 130,42, 127,36, 124,41.
EM-IES [M+H]"344,9195. Espectros 116-117, vide anexo.
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Amida 52: Soélido cristalino branco (98,6%), T.F: 185,6 °C, (IR regides): 3420, 1677,
1521, 1294 cm™. '"H RMN (600 MHz, DMSO) & 10,37, 8,15, 8,01, 7,93, 7,61. 3C RMN
(DMSO) 6 165,14, 145,69, 145,35, 139,99, 138,27, 137,64, 132,45, 131,55, 130,07,
124,33. EM-IES [M+H]"300,9709. Espectros 118-121, vide anexo.

Amida 44: Produto nao obtido

Amida 50: Solido cristalino branco (89,7%), T.F: 143,1 °C, (IR regides): 3303, 1659,
1514, 1275 cm'. '"H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,61, 8,19, 8,14, 8,03, 8,00, 7,65,
7,52, 7,39. 3C RMN (DMSO) § 164,75, 145,89, 145,74, 140,45, 135,93, 135,43,
134,36, 132,21, 131,37, 130,79, 127,57, 122,28. EM-IES [M+H]" 344,9201. Espectros
124-127, vide anexo.

Amida 53: Solido cristalino branco (88,4%), T.F: 159,2 °C, (IR regides): 3289, 1671,
1520, 1290 cm!. 'H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,47, 8,14, 8,03, 7,95, 7,72, 7,66,
7,60. *C RMN (DMSO) & 164,82, 145,89, 145,60, 140,41, 135,74, 133,87,
132,55,132,07, 131,11, 128,10, 127,11, 124,42. EM-IES [M+H]" 300,9702. Espectros
128-131, vide anexo.

Amida 45: Soélido cristalino branco (43,1%), T.F: 166,0 °C, (IR regides): 3207, 1519,
1454, 1347 cm™'. 'TH RMN (600 MHz, DMSO) § 10,72, 8,29, 8,20, 7,91, 7,80, 7,67. 13C
RMN (DMSO) 6 163,62, 144,62, 142,98, 141,15, 136,12, 133,69, 132,74, 130,11,
129,67, 127,68, 122,05, 122,48. EM-IES [M+H]" 311,9934. Espectros 132-135, vide

ancxo.

Amida 51: Solido cristalino branco (60,1%), T.F: 185,2 °C, (IR regides): 3301, 1680,
1512, 1281 cm’’. 'H RMN (600 MHz, DMSO) § 10,55, 8,25, 7,73, 7,66, 7,61, 7,52,
7,45. 13C RMN (DMSO) § 167,21, 145,61, 144,34, 138,94, 138,31, 133,38, 132,27,
131,69, 129,73, 128,30, 124,49, 119,57. EM-IES [M+H]" 344,9200. Espectros 136-139,

vide anexo.

Amida 54: Solido cristalino branco (76,4%), T.F: 178,0 °C, (IR regides): 3298, 1694,
1517, 1278 cm™'. 'TH RMN (600 MHz, DMSO) § 10,57, 8,25, 7,65, 7,58, 7,54, 7,48. 13C
RMN (DMSO) 6 166,12, 145,15, 144,13, 139,01, 136,20, 131,95, 131,91, 130,57,
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130,23, 129,69, 127,69, 127,40. EM-IES [M+H]" 300,9691. Espectros 140-443, vide

ancxo.
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Tabela 13: Dados espectroscopicos das amidas alifaticas 55-74.

Amida  Asp. fisico R (%) T.F(°C) m/z IR H s 3C % Espectros
Lig. verde ) 3344, 1688, 169,57, 145,54, 143,39, 134,36,
55 60,2 Liquido 171,0326 9,68, 8,19, 7,40, 2,14 144-147
claro 1503, 1297 132,59, 123,70, 23,96
56 Produto nao obtido.
57 Produto nao obtido.
Liq. 3309, 1706, 9,57, 8,18, 7,39, 172,51, 145,49, 134,35, 132,53, 36,18,
58 95,2 Liquido 227,0952 148-151
amarronzado 1510, 1299 2,17, 1,48, 1,26, 0,84 34,09, 31,25, 25,21, 24,29, 14,22
172,64, 145,68, 143,69, 134,55,
Liq. 3303, 1710, 9,59, 8,18, 7,40,
59 95,7 Liquido 241,11,09 132,56, 34,10, 31,64, 28,83, 25,55, 152-155
amarronzado 1501, 1292 2,18, 1,48, 1,28, 0,85
22,62, 14,29
60 Produto descrito no texto. 156-159
3288, 1684, 10,25, 8,60, 8,08, 172,29, 143,86, 140,85, 135,93,
61 Sol. roxo 98,7 124,9 199,0635 160-163
1517, 1274 7,44, 2,31, 1,61, 0,90 130,05, 124,65, 33,58, 18,89, 14,13
62 Produto descrito no texto.
10,26, 8,60, 8,08, 172,29, 143,71, 140,69, 136,08,
3246, 1659,
63 Sol. roxo 97,4 53,4 227,0946 1513, 1973 7.45,2,33, 1,59, 129,89, 124,49, 36,68, 31,60, 24,93, 164-167
’ 1,29, 0,87 22,23, 14,29
10,26, 8,59, 8,09, 172,45, 143,41, 140,69, 136,24,
3246, 1677,
64 Sol. roxo 96,1 - 241,1101 1528, 1279 7,44,2,32, 1,57, 130,21, 124,81, 36,84, 31,44, 28,74, 168-171
528, 127

1,25, 0,84 25,40, 24,90, 22,54, 14,60
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Amida  Asp. fisico R (%) T.F(°C) m/z IR H s 3C % Espectros
10,26, 8,59, 8,09, 172,45, 143,41, 140,69, 136,24,
3246, 1677,
64 Sol. roxo 96,1 - 241,1101 1508, 1279 7,44,2,32, 1,57, 130,21, 124,81, 36,84, 31,44, 28,74, 168-171
’ 1,25, 0,84 25,40, 24,90, 22,54, 14,60
3336, 1670, 10,66, 8,34, 8,11, 169,91, 151,33, 146,56, 138,31,
65 Sol. branco 16,3 166,2 171,0323 172-175
1526, 1297 7,85, 2,09 125,29, 114,96, 24,29
3290, 1692, 10,59, 8,34, 8,14, 172,77, 151,33, 146,89, 138,15,
66 Sol. branco 23,6 114,8 199,0635 176-179
1522, 1272 7,86, 2,37, 1,60, 0,90 125,29, 114,81, 38,43, 19,06, 14,13
10,60, 831, 8,14,
3270, 1666, 177,77, 51,33, 146,72, 138,31, 125,29,
67 So6l. branco 77,4 114,1 213,0800 7,84, 2,38, 1,54, 180-183
1517, 1301 115,07, 36,23, 27,49, 22,23, 14,14
1,28, 0,85
10,59, 8,33, 8,14, 172,92, 151,33, 146,73, 138,31,
3263, 1683,
68 Sol. branco 45,3 117,5 227,0946 1511. 1304 7,85,2,37, 1,56, 125,29, 114,81, 36,68, 31,44, 25,24, 184-187
’ 1,26, 0,84 22,23, 14,45
10,60, 8,30, 8,14, 172,77, 151,33, 146,73, 138,31,
3286, 1692,
69 Sol. branco 42.4 92,1 241,1104 1514, 1289 7,82,2,37, 1,55, 125,13, 114,97, 36,84, 31,44, 28,90, 188-191
’ 1,22, 0,82 25,41,22,55, 14,45
3267, 1670, 169,91, 143,86, 137,20, 132,27,
70 Sol. marfim 80,6 101,9 204,9935 8,23,7,54,2,13 192-195
1525, 1284 124,33, 23,81
3267, 1675, 9,70, 8,23, 7,53, 172,45, 143,86, 137,35, 132,11,
71 Sol. marfim 99,5 56,6 233,0259 196-199
1514, 1279 2,41, 1,61, 0,94 124,17, 38,11, 19,05, 13,97
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Amida  Asp. fisico R (%) T.F(°C) m/z IR H s 3C %
3280, 1680, 9,64, 8,11, 7,44, 172,45, 143,86, 137,20, 132,27,
72 S6l. marfim 97,1 51,2 247,0400 200-203
1520, 1289 2,31, 1,46, 0,78 124,17, 35,77, 27,48, 22,04, 14,11
172,61, 143,86, 137,20, 132,27,
3254, 1645, 9,72, 8,25, 7,55,
73 Sol. marfim 98,5 50,7 261,0560 124,02, 36,04, 31,44, 25,40, 22,23, 204-207
1530, 1264 2,42, 1,60, 1,29, 0.86
14,13
172,77, 144,02, 137,04, 123,43,
3259, 1690, 9,80, 8,23, 7,51,
74 S6l. marfim 95,7 46,9 275,0721 124,17, 36,04, 31,47, 28,68, 25,39, 208-211
1522, 1275 2,41, 1,57, 1,26, 0,83

22,44, 14,25
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6.4.2. CLORETOS DE ACIDO DERIVADOS DO ACIDO CINAMICO

Conforme salientado, na introducdo, as caracteristicas aromaticas dos anéis
benzénicos presentes nas estruturas das amidas preparadas foram essenciais para a
atividade, em adicao a isso, estd o fato de que as amidas contendo cadeias alifaticas no
lugar do benzeno apresentaram verificada atividade contra a invasdo do parasita no
interior da célula. Assim, foi proposta a sintese de amidas que além do carater
aromatico, houvesse também uma maior flexibilidade vista na molécula. Com esse
ponto definido novamente, foi realizada a sintese dessas amidas a partir da reagao entre
as aminas (83, 84, 87 ¢ 88) com derivados de acido cindmico (120 e 121). Essas reacdes
foram realizadas seguindo o mesmo protocolo reacional discutido para as amidas
sintetizadas a partir dos cloretos derivados do acido benzoico, um esquema geral para a

formagdo dessas amidas pode ser mostrado (Figura 93).

Figura 93: Sintese das amidas a partir dos derivados de acido cindmico.

R
= 2 cl MeCN 7 A
‘ + X B —— ‘

SN el 0 70°C SN e ©
120: R = NO, 75: R = NO,
121: R=F 76:R=F

Fonte: O autor.

Metodologia geral: O procedimento para obtengdo dos derivados cinamoilicos
consistiu na adi¢cdo de 102,0 mg do substrato piridinico (0,8 mmol) em um baldo
reacional seguido da adicdo de 10 mL de acetonitrila, solvente da reacdo, em um baldo
reacional de 50 mL, com a solubilizagdo do substrato piridinico o cloreto acido foi
adicionado (1,6 mmol) a mistura reacional lentamente. Apos realizada todas as adigdes
pertinentes o baldo foi acoplado ao condensador ¢ a temperatura do banho elevada até
70 °C, assim o sistema se manteve sob refluxo e agitacdo por 2 h. As rea¢des foram
finalizadas quando o perfil da CCD indicava o consumo completo da amina, pela adigdo
de agua gelada (100 mL) onde pode ser verificado que alguns produtos precipitavam,
enquanto outros ndo. Os produtos que precipitavam foram filtrados e lavados com
solugdo de bicarbonato de sodio 20%, agua destilada e posteriormente secos, ja os

produtos que ndo precipitavam foram submetidos a extracdo liquido-liquido com

diclorometano (CH2Cl2) (3 % 15 mL), que apos coletado teve os resquicios de agua
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removidos por Na2SOs4 anidro (g.s.p.), o solvente removido em rotaecvaporador (40 °C).

Os produtos foram obtidos e requerem etapas de purificagao.

6.5. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Com a obtengdo das moléculas, foram selecionadas algumas delas para a
realizacdo dos ensaios bioldgicos, nesse sentido, sendo N. caninum um organismo
obrigatoriamente intracelular, o mais racional a ser realizado ¢ a avaliagdo da
citotoxicidade das amidas selecionadas contra a célula hospedeira. Nesse sentido o
protocolo para avaliar a toxicidade desses compostos foi realizado de forma que as
células de fibroblastos NIH/3T3, foram cultivadas em garrafas plasticas de cultura
celular de 75cm? em meio RPMI completo (10% de Soro Fetal Bovino, 20mM de
HEPES, 100U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina). As cé€lulas foram
mantidas a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade. Subculturas (repiques) foram
realizadas de trés a cinco dias, quando foi realizada a contagem das células viaveis pela
metodologia de exclusdo por corante vital azul de tripan (0,4% p/v).

As células foram entdo incubadas (37°C, 5% de CO2, 24 horas) em placa de 96
pogos, em concentragdo ajustada para 1x10° células/poco em meio RPMI completo,
para aderéncia aos pocos. Apos o periodo de incubacdo, o meio dos pocos foi esgotado
e adicionado os compostos testes diluidos em RPMI completo nas concentragdes de 600
a 30ug/mL. As culturas de células permaneceram expostas as drogas durante 24 horas
(37°C, 5% de CO2). Apos o periodo de incubacdo, os pogos foram esgotados, e foi
adicionada solugdo MTT (Sigma Aldrich Co, EUA) 50ug/poco. As placas foram
incubadas por 1 hora e 30 minutos (37°C, 5% de CO2). Passado esse periodo foi
adicionado DMSO para solubilizar os cristais de formazana gerados, e as placas foram
submetidas a leitura em espectrofotometro (570nm) (MOSMANN, 1983; DUTTA et al.,
2005).

6.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

Mediante a avaliagdo da toxicidade dessas amidas que foram selecionadas, aquelas que
apresentaram baixa toxicidade, em uma janela terapéutica segura foram selecionadas
para prosseguir com sua avaliacdo, neste momento como antiparasitarios, ou seja, a

acdo dessas moléculas na sobrevivéncia de N. caninum. Nesse sentido, esses compostos
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foram empregados a fim de verificar sua a¢do sobre esse parasita, esses ensaios foram
realizados visando a avaliagdao da invasdo desses microrganismos ao interior da célula,
etapa fundamental em sua manutencdo e consequente sobrevivéncia. A atividade
antiparasitaria das amidas foi verificada na infec¢ao in vitro por N. caninum seguindo os
protocolos de Oliveira et al. As células NIH foram cultivadas em laminulas de vidro
redondo de 13 mm em placas de 24 pogos (1 10° células/pogo/200 pL) por 24h a 37 °C
e 5% de COz. Os taquizoitos de Neospora caninum (cepa RH) foram obtidos de células
NIH previamente infectadas, lavadas em meio RPMI e pré-tratadas por 1 ha 37° C e 5%
de CO2 na presenca das amidas em uma concentracdo estabelecida de 30 pg/mL ou
apenas com meio (controle). Em seguida, os parasitas foram lavados e incubados com
monocamadas de células NIH em lamelas a uma taxa de infec¢do de 2:1 (parasita:
célula hospedeira) (2 10° taquizoitos/po¢o/200 uL) por 24h a 37 °C e 5% de COz. As
células foram lavadas com NaCl 0,9% para remover os parasitas ndo aderentes, fixadas
em formol tamponado a 10% por 2h e coradas com azul de toluidina 1% (Sigma-
Aldrich) por 5s. As laminulas foram montadas em laminas de vidro e as células foram
examinadas ao microscopio de luz com relagdo ao indice de infeccao por N. caninum
(porcentagem de células infectadas por 100 células examinadas) e replicacdo
intracelular do parasita (numero médio de parasitas por célula em 100 células
infectadas). Os resultados foram expressos como porcentagens de inibi¢do da infecgdo e

da replicagdo intracelular do parasita para cada tratamento em relagdo aos controles.
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Anexos

Espectro 1: Espectro de RMN de 'H de 88 (600MHz, DMSO).

3 6 |
2 ~4 NH,
o |
ClI”1 N 5 Cl
L )
| 1
1 10 ° 8 7 6 5 4 3 2 1

T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm



Espectro 3: Mapa de contorno HSQC do produto 88.
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Espectro 5: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 3.
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Espectro 6: Mapa de contorno HSQC do produto 3.
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Espectro 7: Mapa de contorno HMBC de 3.
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Espectro 9: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 4.
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Espectro 10: Mapa de contorno HSQC do produto 4.

—
Fi[ppm]

L
100

It “

O
(W

O - &
0o

L
140

L
180

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 ® Ll 4 2 F2 [ppm]



Espectro 11: Mapa de contorno HMBC e correlacdo entre 'H e 13C de 4.
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Espectro 13: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 6.
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Espectro 14: Mapa de contorno HSQC do produto 6.
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Espectro 15: Mapa de contorno HMBC de 4.
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Espectro 16: Espectro na regido do infravermelho da amida 7.
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Espectro 17: Espectro de RMN de 'H de 7 (600MHz, DMSO).

3]

™ o N O — < O

— 3D o O = @

o DT D oy @ a
- =N oy ] ol S

= < e H . .

— @ @ - ™

Espectro 18: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 7.
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Espectro 19: EM-IES-(+) alta resolu¢ao do composto 7.
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Espectro 20: Espectro na regido do infravermelho da amida 13.
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Espectro 21: Espectro de RMN de 'H de 13 (600MHz, DMSO).
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Espectro 23: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 13.
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Espectro 24: Espectro na regido do infravermelho da amida 16.
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Espectro 25: Espectro de RMN de 'H de 16 (600MHz, DMSO).
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Espectro 26: Espectro de RMN de '*C-DEPTq de 16.
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Espectro 27: EM-IES-(+) alta resolu¢ao do composto 16.
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Espectro 28: Espectro na regido do infravermelho da amida 14.
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Espectro 29: Espectro de RMN de 'H de 14 (600MHz, DMSO).
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Espectro 30: Espectro de RMN de '*C-DEPTq de 14.
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Espectro 31: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 14.
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Espectro 32: Espectro na regido do infravermelho da amida 17.
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Espectro de RMN de 'H de 17 (600MHz, DMSO).
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Espectro de RMN de *C-DEPTq de 17.
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Espectro 35: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 17.
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Espectro 36: Espectro na regido do infravermelho da amida 9.
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Espectro 39: EM-IES-(+) alta resolu¢ao do composto 9.
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Espectro 40: Espectro na regido do infravermelho da amida 15.
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Espectro 41: Espectro de RMN de 'H de 15 (600MHz, DMSO).
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Espectro 42: Espectro de RMN de '*C-DEPTq de 15.
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Espectro 43: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 15.
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Espectro 44: Espectro na regido do infravermelho da amida 18.
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Espectro 47: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 18.
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Espectro 48: Espectro na regido do infravermelho da amida 19.
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Espectro 49: Espectro de RMN de 'H de 19 (600MHz, DMSO).
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Espectro 50: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 19.
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Espectro 51: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 19.
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Espectro 52: Espectro na regido do infravermelho da amida 22.
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Espectro 53: Espectro de RMN de 'H de 22 (600MHz, DMSO).
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Espectro 54: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 22.
; o e
b Moo O G RN 2 o
g N N : : "
g SRR LR i 5
NV AN
|
—— - - SN TR R R
[ |
‘ ‘ ! ‘ l )
T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm



Raul_RMO87_DDA_POS 1114 (4.0682) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00)

100+

Espectro 55: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 22.

247.0633

248.0670

1: TOF MS ES+
587e5

2490812

2500641

251.0678
T T T T miz

o

T T
240 241

T T
242 243

T
244

L
T T T T T
245 246 247 248 249

T T T T
250 251 252 253 254 255 256 257

Espectro 56: Espectro na regido do infravermelho da amida 28.
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Espectro 57: Espectro de RMN de 'H de 28 (600MHz, DMSO).
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Espectro 59: EM-IES-(+) alta resolu¢ao do composto 28.
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Espectro 60: Espectro na regido do infravermelho da amida 23.
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Espectro de RMN de 'H de 23 (600MHz, DMSO).

Espectro 61

BOEF " L—
220§ L—

L192°8—

6Z18'8B—

BOER L~
ZE0S  L—"
6IBL L —

L19E" 6 —

6218 8—

8955°0T—

T T T T T T 1
ppm
ine

88 86 84 82 80 78 76

4

P
=

=)
&

Espectro 62

Espectro de RMN de *C-DEPTq de 23.
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Espectro 63: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 23.
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Espectro 64: Espectro na regido do infravermelho da amida 29.
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Espectro 65: Espectro de RMN de 'H de 29 (600MHz, DMSO).
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Espectro 67: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 29.

Raul_RMO155_DDA_POS 1186 (4.343) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00)
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Espectro 68: Espectro na regido do infravermelho da amida 21.
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Espectro 69: Espectro de RMN de 'H de 21 (600MHz, DMSO).
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Espectro 70: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 21.
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Espectro 71: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 21.
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Espectro 72: Espectro na regido do infravermelho da amida 24.
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Espectro de RMN de 'H de 24 (600MHz, DMSO).

Espectro 73
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Espectro 75: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 24.

Raul_RMO157_DDA_POS 1100 (4.038) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00) 1: TOF MS ES+
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Espectro 76: Espectro na regido do infravermelho da amida 30.
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Espectro 77: Espectro de RMN de 'H de 30 (600MHz, DMSO).
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Espectro 78: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 30.
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Espectro 79: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 30.

Raul_RMO158-2_DDA_POS 1085 (3.969) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00)
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Espectro 80: Espectro na regido do infravermelho da amida 31.
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Espectro 81: Espectro de RMN de 'H de 31 (600MHz, DMSO).
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Espectro 83: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 31.

Raul_RMOT5_DDA_POS 1169 (4.394) AM2 (A,30000.0,0.00,0.00) 1: TOF MS ES+
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Espectro 84: Espectro na regido do infravermelho da amida 34.
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Espectro 85: Espectro de RMN de 'H de 34 (600MHz, DMSO).
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Espectro 87: EM-IES-(+) alta resolu¢ao do composto 34.

Raul_RMO76_DDA_POS 1322 (4 548) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00) 1: TOF MS ES+
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Espectro 88: Espectro na regido do infravermelho da amida 37.
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Espectro 89: Espectro de RMN de 'H de 37 (600MHz, DMSO).
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Espectro 91: EM-IES-(+) alta resolu¢ao do composto 37.

Raul_RMO77_DDA_POS 1295 (4.857) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00)
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Espectro 92: Espectro na regido do infravermelho da amida 35.
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Espectro de RMN de 'H de 35 (600MHz, DMSO).
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Espectro 95: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 35.

Raul_RMO134_DDA_POS 1283 (4 662) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00) 1: TOF MS ES+
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Espectro 96: Espectro na regido do infravermelho da amida 38.
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Espectro 97: Espectro de RMN de 'H de 38 (600MHz, DMSO).
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Espectro 98: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 38.
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Espectro 99: EM-IES-(+) alta resolu¢do do composto 38.

Raul RMO135_DDA_POS 1317 (4.844) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00) 1: TOF MS ES+
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Espectro 100: Espectro na regido do infravermelho da amida 33.
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Espectro 101: Espectro de RMN de 'H de 33 (600MHz, DMSO).
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Espectro 103: EM-IES-(+) alta resolugao do composto 33.

Raul_RMO141_DDA_POS 1088 (4 043) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00) 1- TOF MS ES+
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Espectro 104: Espectro na regido do infravermelho da amida 36.
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Espectro 105: Espectro de RMN de 'H de 36 (600MHz, DMSO).
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Espectro 107: EM-IES-(+) alta resolugao do composto 36.
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Espectro 108: Espectro na regido do infravermelho da amida 39.

100
90
80 +

70

60

Transmitancia (%)

50

40

T T T T T T T T T T T T T T J
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

54



Espectro 109:

11.2201

Espectro de RMN de 'H de 39 (600MHz, DMSO).
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Transmitancia (%)

Espectro 111: EM-IES-(+) alta resolugao do composto 39.
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Espectro 112: Espectro na regido do infravermelho da amida 43.
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Espectro 113: Espectro de RMN de 'H de 43 (600MHz, DMSO).
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Espectro 114: Espectro de RMN de '*C-DEPTq de 43.
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Transmitancia (%)

Espectro 115: EM-IES-(+) alta resolugao do composto 43.
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Espectro 116: Espectro na regido do infravermelho da amida 49.

100

90

80
| |
70

60

50

40

r I r I r I : I : I r I r I r
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm’w)

58



Espectro 117: Espectro de RMN de 'H de 49 (600MHz, DMSO).
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Espectro 118: Espectro de RMN de '3*C-DEPTq de 49
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Transmitancia (%)

Espectro 119: EM-IES-(+) alta resolugao do composto 49.
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Espectro 120: Espectro na regido do infravermelho da amida 52.
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Espectro 121: Espectro de RMN de 'H de 52 (600MHz, DMSO).
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Espectro 123: EM-IES-(+) alta resolugao do composto 52.
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Espectro 124: Espectro na regido do infravermelho da amida 50.
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Espectro de RMN de 'H de 50 (600MHz, DMSO).

Espectro 125

g _
. - a g
LE6E L — ——— E0f a
ISBZ Z2T—
- Fe .
TLEG L — BTN F~ S
L2657 L— S £PpIT—
6 w STER ' PTT
Q
o
Fr Fou o
1959 L — — LT o
= Ers =
= ]
L &
- | o)
=
Fe @ E09E " FET—
- ) seer SEl—
. ] 0ZE6°GET
9F00° 8 — = L Fwo
TPEC 8 — = _bLo | N
. R m BS5E"DET—
EIPL 8 — I‘m—.— Lo ©
EFET 6 — = SKLE S o
]
Fr~ Lvu
. [E0°F 15} Shis
LBEE"L / - PSPLTSPT~_
PLEG L —— L Q BBEE GET—
1959 L — m— TN} o
e — 7)
F00° 8~ Lo
TPED 8 —> o Lerobe m
ETFT 87 — 5 )r
m;;.\ \GL'L .o
—  \&FE \&©
(g\]
Fo -
(=]
-
°
Le 3
(=3
957" 0T— <00t m
e T65L FST—

ppm
10 ppm

|

20

126 124

L NS U I
30

U

T
50

136 134 132 130 128

Al A

T
138
80 70

T
100

146 144 142 140

160 150 140 130 120 110

170




Espectro 127: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 50.

Raul_RMO162_DDA_POS_2 1392 (4 879) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00) 1- TOF MS ES+
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Espectro 128: Espectro na regido do infravermelho da amida 53.
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Espectro 129: Espectro de RMN de 'H de 53 (600MHz, DMSO).
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Espectro 131: EM-IES-(+) alta resolugao do composto 53.
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Espectro 132: Espectro na regido do infravermelho da amida 45.
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Espectro 133: Espectro de RMN de 'H de 45 (600MHz, DMSO).
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Espectro 135: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 45.
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Espectro 136: Espectro na regido do infravermelho da amida 51.
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Espectro 137: Espectro de RMN de 'H de 51 (600MHz, DMSO).
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Espectro 139: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 51.
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Espectro 140: Espectro na regido do infravermelho da amida 54.
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Espectro 141: Espectro de RMN de 'H de 54 (600MHz, DMSO).
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Espectro 143: EM-IES-(+) alta resolugao do composto 54.
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Espectro 144: Espectro na regido do infravermelho da amida 55.
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Espectro 145:

73

Espectro de RMN de 'H de 55 (600MHz, DMSO).
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Espectro 146: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 55.
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Espectro 147: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 55.
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Espectro 148: Espectro na regido do infravermelho da amida 58.
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Espectro 149: Espectro de RMN de 'H de 58 (600MHz, DMSO).
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Espectro 150: Espectro de RMN de '*C-DEPTq de 58.
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Espectro 151: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 58.
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Espectro 152: Espectro na regido do infravermelho da amida 59.
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Espectro 153: Espectro de RMN de 'H de 59 (600MHz, DMSO).
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Espectro 155: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 59.
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Espectro 156: Espectro na regido do infravermelho da amida 60.
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Espectro 157: Espectro de RMN de 'H de 60 (600MHz, DMSO).
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Espectro 158: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 60.
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Espectro 159: EM-IES-(+) alta resolugao do composto 60.
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Espectro 160: Espectro na regido do infravermelho da amida 61.
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Espectro 161: Espectro de RMN de 'H de 61 (600MHz, DMSO).
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Espectro 162: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 61.
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Espectro 163: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 61.
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Espectro 164: Espectro na regido do infravermelho da amida 63.
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Espectro 165: Espectro de RMN de 'H de 63 (600MHz, DMSO).
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Raul_RMO94_DDA_POS 1119 (4.099) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00)

100+

Espectro 167: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 63.
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Espectro 168: Espectro na regido do infravermelho da amida 64.
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Espectro 169: Espectro de RMN de 'H de 64 (600MHz, DMSO).
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Espectro 170: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 64.
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Transmitancia (%)

Espectro 171: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 64.

Raul_RMO95_DDA_POS 1219 (4 441)
100+ 241.1101

243.1091

242.1149|

1244 1085

bl

e
244

o T T T T T T T T T T T T T T T T T T
226 228 230 232 234 236 238 240 242

T T T T T T T T T T ™ miz
246 248 250 252 254

T
256 258

Espectro 172: Espectro na regido do infravermelho da amida 65.
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Espectro 173: Espectro de RMN de 'H de 65 (600MHz, DMSO).
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Espectro 174: Espectro de RMN de '*C-DEPTq de 65.
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Espectro 175: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 65.
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Espectro 176: Espectro na regido do infravermelho da amida 66.
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Espectro 177: Espectro de RMN de 'H de 66 (600MHz, DMSO).
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Espectro 178: Espectro de RMN de '*C-DEPTq de 66.
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Raul_RMO&1_DDA_POS 1081 (3.787) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00)
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Espectro 179: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 66.
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Espectro 180: Espectro na regido do infravermelho da amida 67.
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Espectro 181: Espectro de RMN de 'H de 67 (600MHz, DMSO).
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Espectro 182: Espectro de RMN de '*C-DEPTq de 67.
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Espectro 183: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 67.
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Espectro 184: Espectro na regido do infravermelho da amida 68.
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Espectro 185: Espectro de RMN de 'H de 68 (600MHz, DMSO).
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Espectro 186: Espectro de RMN de '*C-DEPTq de 68.
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Raul_RMO83_DDA_POS 1261 (4.562) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00)
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Espectro 187: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 68.

100+

2191737 2201118

1: TOF MS ES+
127.0946 4.20e5

2290921

228.0976

230.0949

}25"95' ‘ 231.0987

224 ‘IZTE 235, ‘1 689

T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T M
218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242

Espectro 188: Espectro na regido do infravermelho da amida 69.
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Espectro 189: Espectro de RMN de 'H de 69 (600MHz, DMSO).
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Espectro 191: EM-IES-(+) alta resolugao do composto 69.
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Espectro 192: Espectro na regido do infravermelho da amida 70.
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Espectro 193: Espectro de RMN de 'H de 70 (600MHz, DMSO).
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Espectro 194: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 70.

L9126
23.8195

169
—143.8699

—137.2005
—132.2778
—124.3379

T T T T T T T T T 1
170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

97



Espectro 195: EM-IES-(+) alta resolugao do composto 70.

Raul_RMO102_DDA_POS 871 (3.073) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00)

100+

Transmitdncia (%)

1: TOF MS ES+
4.23e5

204,993
206.9906
.
205 9065 2089880
2079929
210.0434
1959950 1991808 109.0775 3010765 203715 h L 1 2120407 3140885 e
195 196 157 198 199 200 201 202 203 204 206 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218

Espectro 196: Espectro na regido do infravermelho da amida 71.
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Espectro 197: Espectro de RMN de 'H de 71 (600MHz, DMSO).
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Espectro 198: Espectro de RMN de '*C-DEPTq de 71.
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Transmitancia (%)

Espectro 199: EM-IES-(+) alta resolugao do composto 71.
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Espectro 200: Espectro na regido do infravermelho da amida 72.
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Espectro 201: Espectro de RMN de 'H de 72 (600MHz, DMSO).
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Espectro 202: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 72.
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Transmitancia (%)

Espectro 203: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 72.
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Espectro 204: Espectro na regido do infravermelho da amida 73.
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Espectro 205: Espectro de RMN de 'H de 73 (600MHz, DMSO).
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Espectro 206: Espectro de RMN de *C-DEPTq de 73.
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Espectro 207: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 73.
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Espectro 208: Espectro na regido do infravermelho da amida 74.

30 4

[\ ]
w
|

N
o
1

—
w
|

% Transmitancia
=
1

0

o

—

4000

T T
3500 3000

T
2500

T T
2000 1500

N° de ondas (cm’1)

T
1000

T
500

104



L L

Espectro 209: Espectro de RMN de 'H de 74 (600MHz, DMSO).
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Espectro 210: Espectro de RMN de '*C-DEPTq de 74.
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Espectro 211: EM-IES-(+) alta resolugdo do composto 74.
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