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RESUMO

A malaria ¢ uma doencga parasitaria que atinge milhdes de pessoas e causa milhares de mortes
em todo o mundo. Atualmente, o tratamento da forma mais grave da malaria envolve o uso de
uma combinacdo terapéutica a base de derivados de artemisinina. No entanto, relatdrios
recentes da OMS apontam o surgimento de cepas resistentes a esse tratamento, aumentando a
necessidade urgente de descobrir novos fairmacos contra a maléria. O presente trabalho tem
como objetivo contribuir na descoberta de novos candidatos a fadrmacos antimaldricos, a partir
de um estudo que investiga a relagdo entre a estrutura e a atividade antimalarica de derivados
de piridilpiperazina. Foi realizada uma otimizagdao dessa classe de compostos contra o
Plasmodium falciparum, explorando modifica¢des quimicas nos fragmentos toluil e amida do
hit inicial 1. Apds confirmar o papel crucial desempenhado pelo fragmento arila na atividade
antiplasmodica, a substituicao do grupo orto-metil do Ait 1 por fragmentos halogenados resultou
em quatro andlogos com propriedades mais promissoras, tanto em termos de poténcia quanto
de perfil farmacocinético esperado. A introdu¢do de nitrogénios endociclicos nesse fragmento
identificou mais dois compostos otimizados, 27 e 30, que sdo esperados ser mais
metabolicamente estaveis do que o Ait 1. Avaliagdes adicionais de citotoxicidade em células
HepG2 revelaram o perfil seletivo da série, uma vez que a maioria dos compostos apresentou
baixos niveis de citotoxicidade. Além disso, os resultados de poténcia contra a cepa Dd2 do P.
falciparum resistente a medicamentos demonstraram que os compostos mantiveram sua
atividade antiplasmodica. As avaliagdes de Eficiéncia Lipofilica de Ligante e as previsdes
ADME in silico proporcionaram um perfil satisfatorio para a maioria dos compostos,
finalmente identificando os quatro compostos otimizados, 18, 20, 27 e 30, como promissores
para a subsequente otimizagdo desta série contra o Plasmodium falciparum. Foi realizada uma
triagem 1inicial com o objetivo de avaliar o perfil de poténcia dos derivados com modificagdes
no fragmento amida contra o P. falciparum. Os resultados obtidos ao testar os derivados em
trés concentragdes diferentes (200, 20 e 2 uM) revelaram um perfil adequado para estudos
posteriores de determinagdo do ICso contra a cepa sensivel do P. falciparum (3D7). Esses
resultados sdo encorajadores e justificam pesquisas futuras para determinar com mais precisao
a eficacia desses compostos e sua dose ideal contra o Plasmodium falciparum. E esperado que

essas descobertas contribuam para o desenvolvimento de novos tratamentos contra a maldaria.

Palavras-chave: Quimica Medicinal; ADME; P. falciparum; Relagao estrutura-atividade.



ABSTRACT

Malaria is a parasitic disease that affects millions of people and causes thousands of deaths
worldwide. Currently, the treatment for the most severe form of malaria involves the use of an
artemisinin-based combination therapy. However, recent reports from the WHO indicate the
emergence of strains resistant to this treatment, increasing the urgent need to discover new anti-
malarial drugs. This study aims to contribute to the discovery of new antimalarial drug
candidates, based on an investigation of the relationship between the structure and antimalarial
activity of pyridylpiperazine derivatives. An optimization of this class of compounds against
Plasmodium falciparum was performed, exploring chemical modifications in the toluyl and
amide fragments of the initial hit 1. After confirming the crucial role played by the aryl fragment
in the antiplasmodial activity, the substitution of the ortho-methyl group of hit 1 with
halogenated fragments resulted in four analogs with more promising properties in terms of
potency and expected pharmacokinetic profile. The introduction of endocyclic nitrogens into
this fragment identified two more optimized compounds, 27 and 30, which are expected to be
more metabolically stable than hit 1. Additional cytotoxicity evaluations in HepG2 cells
revealed the series' selective profile, as most compounds showed low levels of cytotoxicity.
Furthermore, the potency results against the drug-resistant Dd2 strain of P. falciparum
demonstrated that the compounds maintained their antiplasmodial activity. Evaluations of
Ligand Lipophilicity Efficiency and in silico ADME predictions provided a satisfactory profile
for most compounds, ultimately identifying the four optimized compounds, 18, 20, 27, and 30,
as promising candidates for subsequent optimization of this series against Plasmodium
falciparum. An initial screening was conducted to assess the potency profile of derivatives with
modifications in the amide fragment against P. falciparum. The results obtained by testing the
derivatives at three different concentrations (200, 20, and 2 pM) revealed a suitable profile for
further 1Cso determination studies against the sensitive strain of P. falciparum (3D7). These
findings are encouraging and justify future research to more accurately determine the efficacy
and optimal dosage of these compounds against Plasmodium falciparum. It is expected that

these discoveries will contribute to the development of new treatments against malaria.

Keywords: Medicinal Chemistry; ADME; P. falciparum; Structure-Activity Relationship.
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1 INTRODUCAO

1.1 Malaria

A malaria ¢ uma doenga causada por parasitas do género Plasmodium (P.) e transmitida
pela fémea do mosquito Anopheles infectado.!!) De acordo com o tltimo relatério mundial da
maléria emitido pela Organizacao Mundial da Saude (OMS), estimam-se 247 milhdes de casos
e 619 mil mortes causados por malédria no mundo durante o ano de 2021. A regido africana
apresenta a maior parcela da carga global da maléria, abrigando 95% dos casos ¢ 96% das
mortes pela doenca. Criangas menores de 5 anos representaram cerca de 80% de todas as mortes
por malaria na regido em 2021."2

Aproximadamente 100 espécies diferentes de parasitas do género Plasmodium foram
identificadas, no entanto, apenas cinco delas s3o responsaveis por infectar humanos: P.
falciparum, P. malariae, P. vivax, P. ovale e P. knowlesi.'] Dentre essas espécies, a mais letal
¢ o P. falciparum, responsavel por matar cerca de 1.200 criangas menores que 5 anos por dia.!*!
As manifestagdes clinicas da infec¢cdo por esses parasitas, geralmente aparecem 10 a 15 dias
ap6s a transmissao. Os sintomas comuns incluem febre intermitente, dor de cabega, dor no
corpo, ictericia, hepatomegalia e esplenomegalia. As infec¢des mais graves, como a malaria
cerebral, sdo caracterizadas por anemia grave e danos a multiplos orgdos, muitas vezes
resultando em morte.!'*!

O ciclo de vida do parasita da maléaria envolve dois hospedeiros: o ser humano e o
mosquito (vetor). Ele passa por trés ciclos distintos: o ciclo exo-eritrocitico (A), que ocorre no
figado humano; o ciclo eritrocitico (B), que ocorre na corrente sanguinea; e o ciclo
esporogonico (C), que ocorre no mosquito (Figura 1). No ser humano, o ciclo tem inicio com a
picada do mosquito fémea Anopheles infectado, que libera esporozoitos através da saliva
durante a refei¢do sanguinea (etapa 1). Esses esporozoitos infectam as células do figado (etapa
2), amadurecem para esquizontes (etapa 3) e se rompem liberando merozoitos na corrente
sanguinea (etapa 4). Em seguida, os merozoitos invadem os globulos vermelhos, sofrem
multiplicag¢do assexuada e se desenvolvem em trofozoitos (etapa 5). Alguns amadurecem para
esquizontes e provoca a ruptura dos eritrocitos, resultando em sintomas como febre e calafrios

(etapa 6).[%
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Figura 1 — Ciclo de vida do Plasmodium no mosquito vetor e hospedeiro humano.
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Alguns merozoitos liberados na corrente sanguinea se diferenciam em formas sexuadas
chamadas gametocitos femininos e masculinos, que permanecem na corrente sanguinea (etapa
7). Durante a refeigao de sangue, um mosquito Anopheles ingere esses gametocitos, dando
inicio ao ciclo esporogonico (etapa 8). No estdmago do mosquito, os microgametas penetram
nos macrogametas, formando zigotos (etapa 9). Esses zigotos se transformam em oocinetos,
que sdao formas moveis e alongadas (etapa 10), e invadem a parede do intestino médio do
mosquito. Dentro da parede do intestino médio, eles se desenvolvem em oocistos (etapa 11).
Os oocistos crescem, se rompem e liberam esporozoitos (etapa 12), que migram para as
glandulas salivares do mosquito. Quando o mosquito pica um novo hospedeiro humano, os
esporozoitos sdo transmitidos, dando continuidade ao ciclo de vida da maléria.!>”]

A prevengdo e o tratamento sdo as principais estratégias recomendadas pela OMS para
controlar e erradicar a maldria. No ambito da prevengdo, destaca-se o controle efetivo dos
vetores, mediante o uso de mosquiteiros tratados com inseticida e/ou medicamentos

antimalaricos profilaticos.’® Desde 2021, a OMS também recomenda amplamente o uso da

vacina RTS,S/ASO01 entre criangas residentes em areas com transmissao de moderada a alta do
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P. falciparum.>*! Esta vacina ¢ classificada como pré-eritrocitica, uma vez que visa a proteina
circunsporozoita (CSP) presente na superficie do esporozoito do parasita, impedindo assim a
infeccio das células hepaticas pelo P. falciparum.” Importante ressaltar que foi observada uma
redugdo significativa no numero de casos e mortes por maldria grave em criangas
vacinadas. 1%

No que se refere ao tratamento da malaria, os medicamentos sdo desenvolvidos a partir
de substancias naturais ou compostos sintéticos. Esses medicamentos sdo projetados para
direcionar especificamente cada estagio do ciclo de vida do parasita. Existem medicamentos
eritrociticos, que visam as formas encontradas nos globulos vermelhos do ser humano. Ha
também os medicamentos gametociticos, que eliminam as formas sexuadas do parasita
(gametodcitos) em individuos infectados, prevenindo assim a transmissdo da doenca para
mosquitos e sua propagacdo para outras pessoas. Por fim, existem os medicamentos
esporonticidas (ou esporoitocidas), que atuam contra os esporozoitos, eliminando-os
imediatamente apos entrarem na corrente sanguinea ou destruindo-os quando sdo liberados
pelos esquizontes hepaticos ou sanguineos.!

A quinina, alcaloide presente na casca da Chinchona, foi utilizado como o principal
quimioterapico antimalarico durante muitos anos, no entanto sua alta toxicidade e o surgimento
de cepas resistentes reduziram seu uso.''"3! A quinina é um componente da familia das
quinolinas, que engloba substancias capazes de agir contra as formas eritrociticas do parasita,
como a cloroquina, uma das principais substancias antimaldricas utilizadas para suprimir e
prevenir a maldria em 4reas endémicas. A cloroquina estabeleceu-se rapidamente como o
tratamento mais eficaz na luta contra a malaria, tornando-se o padrao-ouro na quimioterapia da
doenca. Sua ampla utiliza¢do ocorreu em diversos programas de erradicacao da malaria, como
a bem-sucedida Campanha Anti-Malaria de 1957 no Suriname. No entanto, com o passar do
tempo diminuiu-se o uso de cloroquina no tratamento da malaria devido o surgimento de cepas
resistentes a este medicamento.[31

Atualmente, uma combinagdo terap€utica a base de derivados de artemisinina (ACT) €
utilizada para infec¢des por P. falciparum. Nessa terapia, diversos compostos sdo associados
aos derivados de artemisinina (Diidroartemisinina (DHA), arteméter e artesunato de sédio).
Essas combinagdes incluem mefloquina, amodiaquina, piperaquina, pironaridina, lumefantrina,
pirimetamina e sulfadoxina, resultando em varias combinagdes de medicamentos, como
arteméter-lumefantrina, artesunato-mefloquina e DHA-piperaquina, por exemplo (Figura

2).11611 A’ ACT demonstrou alta eficacia em estudos clinicos, alcangando taxas de supressao da
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parasitemia e eficacia de 97,2%, superando, assim, o critério de eficacia estabelecido pela OMS

(taxa de eficacia > 95%) para regides endémicas de maléria.!!®]

Figura 2 — Estrutura quimica dos compostos envolvidos na ACT.
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No entanto, relatérios recentes da OMS tém destacado o surgimento de cepas resistentes
a ACT em espécies de Plasmodium, principalmente em paises do sudeste asiatico.l>'¢"”! Um
dos principais fatores que contribuem para o desenvolvimento de resisténcia cruzada e
multirresisténcia ¢ a falta de diversidade estrutural entre os antimaldricos atualmente
utilizados.!'?*!l Portanto, o surgimento de cepas resistentes ameaga o progresso na luta contra
a malaria, aumentando assim a urgéncia na descoberta de novos antimaléricos eficazes e
Seguros.

Nesse sentido, a etapa pré-clinica do desenvolvimento de farmacos ¢ essencial nesse

processo. Portanto, planejar modificagdes estruturais no 4it, visando melhorar as propriedades
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farmacocinéticas e farmacodinamicas da classe de compostos em estudo, ¢ uma das principais

formas de obter melhores candidatos a farmacos. ?2!
1.2 Processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos

O processo de descoberta ¢ desenvolvimento de farmacos esta dividido em duas
grandes fases: pré-clinica (descoberta) e clinica (desenvolvimento). A fase pré-clinica, inicia-
se pela identificagdo de uma necessidade médica, o que inclui a avaliagdo da adequagdo das
terapias existentes, caso elas ja existam. Com base nessa analise € no conhecimento atual
sobre a doenca-alvo, sdo formuladas hipoteses para melhorar a terapia, buscando aprimorar a
eficacia, seguranca ou introduzir inovacdes mecanicas no método de tratamento

(23] Dessa forma, o principal foco

medicamentoso para pacientes com a doenca em questao.
das pesquisas nesta etapa, geralmente, se concentra na identificagdo e otimizacdo de
moléculas bioativas (ou ligantes, do inglés Aits).!*¥

As moléculas bioativas podem ser identificadas por diversas estratégias, como
aplicacdo de filtros moleculares, o uso da triagem virtual (VS, do inglés virtual screening) e
o emprego de triagens bioldgicas automatizadas em alta escala (HTS, do inglés high-
throughput screening). Para qualquer uma das técnicas de identificagdo da molécula bioativa
¢ necessario confirmar as propriedades bioldgicas (como poténcia, por exemplo)
experimentalmente através de ensaios padronizados. Normalmente, sdo identificadas
moléculas que necessitam de aprimoramento em relagdo a varias propriedades
farmacodindmicas (como poténcia, afinidade e seletividade) e farmacocinéticas (como
absor¢do, metabolismo e biodisponibilidade).***! Os compostos otimizados sdo escolhidos
como compostos lideres, e esse processo € conhecido como “de ligante a lider” (hit-to-lead,
em inglés).

O processo de descoberta e desenvolvimento de fArmacos continua com a otimizagao
dos compostos lideres (lead optimization, em inglés) em relagdo as suas propriedades
farmacodinamicas e farmacocinéticas, com o objetivo de descobrir novos compostos com alto
potencial de desenvolvimento clinico. Nesse sentido, a quimica medicinal oferece diversas
estratégias que desempenham um papel importante nesse processo de otimizag¢do, como
estudos da Relacao Estrutura-Atividade (SAR, do inglés Structure-Activity Relationship) que
orienta a sintese de novas moléculas com propriedades otimizadas, reduzindo o universo de
compostos a serem considerados nos programas de triagem bioldgica.[*]

Durante toda a fase pré-clinica sdo realizados diversos ensaios bioldgicos in vitro e in

vivo com o objetivo de direcionar o melhor candidato a farmaco para a etapa de
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desenvolvimento (ensaios clinicos). Na fase clinica, inicialmente ocorre uma avaliacao
sequencial em voluntdrios humanos saudéaveis para determinar a seguran¢a do candidato a
farmaco, em seguida, o objetivo ¢ avaliar sua eficacia e estabelecer a relagao dose-resposta
em um pequeno grupo de voluntarios afetado pela doencga. Posteriormente, estudos
abrangentes envolvendo milhares de pacientes afetados pela doenga em questao sdo avaliados
com o objetivo de estabelecer seguranca e eficacia a curto e longo prazo. Por fim, o candidato
a farmaco torna-se um medicamento e os estudos pos-comercializagdo sdo iniciados para
acompanhar e garantir a seguranca e eficacia do medicamento em seu contexto real de

23,26

utilizacdo.[?*26] Os érgios reguladores (por exemplo, OMS e FDA) acompanham cada etapa

presente na fase clinica e s@o os responsaveis por autorizar o uso ¢ comercializagdo de

medicamentos em um determinado territério (Figura 3).

Figura 3 — Etapas do processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos.
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1.3 Hit 1: derivado de piridilpiperazina

Virios estudos foram conduzidos em colaboragdo com organizacdes e empresas
internacionais, como a GlaxoSmithKline (GSK) e a Medicines for Malaria Venture (MMV),
visando superar as limitagdes dos tratamentos atuais.?’) Um esforgo notavel envolveu a

realizagdo de uma triagem de alto rendimento (HTS) contra o P. falciparum, utilizando uma
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biblioteca quimica de 2 milhdes de compostos fornecida pela GSK. Essa triagem identificou
aproximadamente 500 compostos como candidatos promissores para otimizagdo.*®! A partir
desses resultados, foi selecionado como #it, o derivado de piridilpiperazina 1, para iniciar um
trabalho de otimizacao dessa classe contra P. falciparum, devido a sua poténcia in vitro € boa

lipofilicidade (ICso = 0,46 uM; clogP = 3,2) (Figura 4).%

Figura 4— Estrutura quimica do Ait 1.
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Fonte: Do autor

Este trabalho encontra-se atualmente na fase pré-clinica do processo de descoberta e
desenvolvimento de farmacos, com foco na etapa hit-to-lead. Neste estudo, relatamos uma
investigacao de SAR especifica para os fragmentos toluil e amida do 4it inicial (Figura 4). O
fragmento toluil pode ser mais suscetivel ao metabolismo oxidativo devido a presenca do
grupo metil benzilico, enquanto o fragmento amida apresenta alto risco de hepatotoxicidade
devido a formacao de intermediarios reativos com a abertura do anel, capazes de formarem

adultos covalentes com as proteinas hepaticas.**3?
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar otimizagdes estruturais na classe das piridilpiperazinas (4it 1), a fim de

identificar algum composto lider contra a maldria.

2.2 Objetivos especificos

o Sintetizar o Ait 1 e confirmar sua poténcia contra P. falciparum;

o Planejar e realizar modificagdes estruturais em todos os fragmentos do Ait 1;

° Avaliar a atividade antimalarica e citotoxicidade dos derivados do Ait 1;

. Determinar o perfil farmacocinético in vitro dos compostos mais promissores;

. Avaliar a atividade antimalarica em modelos in vivo dos compostos com o

melhor perfil bioldgico.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os compostos sintetizados neste trabalho foram caracterizados por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e *C (Anexo 1) e submetidos a ensaios fenotipicos contra o
P. falciparum realizados em parceria com o laboratério de parasitologia coordenado pelo
professor Gerhard Wunderlich do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao

Paulo.

3.1 Planejamento sintético do hit 1

O hit 1 foi sintetizado com o objetivo de confirmar sua poténcia contra o P. falciparum
reportada na literatura através de trabalhos de HTS. Entdo, foi realizada uma reacdo de
amidagdo entre o acido p-cloronicotinico 2 ¢ a ciclopropilamina, seguida de uma reacao de
Substitui¢do Nucleofilica Aromatica (SnAr) com um excesso de piperazina. Por fim foi
realizado uma aminacdo de Chan-Lam utilizando o acido toluil boronico, conforme ilustrado

no Esquema 1.

Esquema 1- Rota sintética para obtengado do Aif 1.
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NH HN Et;N, DCM, O, N hit 1
13 40°C, 120h
Na,CO, 31% "
propanol, 90°C IC50: 0,46 uM (referéncia)
22h, 80% ICs0: 1,00 uM (do trabalho)

A amina¢do de Chan-Lam trata-se de uma reacdo de acoplamento cruzado entre um
acido aril bordnico e uma amina utilizando um catalizador de cobre para obter a arilamina
correspondente. Esta reacdo ¢ responsavel por acoplar um composto aril organoboro ¢ uma
amina, geralmente sob condi¢des oxidativas leves (ar ou Oz). O mecanismo para essa aminagao
¢ complexo, no entanto alguns experimentos indicam que envolve a formagao de um complexo
mononuclear de Cu(Il) (ACL1) pela acdo da amina (desnucleacdo). Esse evento de
desnucleacdo ¢ essencial para a catalise, no entanto o AcO™ e AcOH podem inibir esse processo.

O componente de organoboro leva a transmetalagao via estado de transi¢ao de 4 membros
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(ACL2) que fornece espécies de Cu(ll) (ACL3). Em seguida ocorre a oxidacao a Cu(Ill)
gerando ACL4 via desproporcionamento seguido de uma seletiva eliminagdo redutiva C-N
liberando o produto amina desejado e uma espécie de Cu(I)OAc (ACLS). Finalmente, a etapa
catalitica ¢ finalizada por meio da oxidagdao a Cu(Il) na presenca de O, que ¢ facilitada na
presenca do substrato de amina. Esse processo de reoxidacdo a Cu(Il) resulta na formagao de
subprodutos devido a sua lenta velocidade, permitindo a oxidagdo promovida por Cu(l) e a

protodeborona¢dol®*!, conforme demonstrado na Figura 5.

Figura 5— Proposta de mecanismo para a aminac¢ao de Chan-Lam.
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Fonte: Vantourout et al., 2017. Adaptado pelo autor.

Apos a sintese e caracterizagdo, o kit 1 foi testado in vitro contra o P. falciparum (cepa
3D7), apresentando um ICso de 1,0 uM, ou seja, aproximadamente o dobro do valor reportado
na literatura. Apesar dessa diferenca, o 4it 1 continua bastante potente contra P. falciparum e
atrativo para iniciar um trabalho de otimizacdo. E importante ressaltar que as metodologias
utilizadas para determinar esses valores de ICso s@o diferentes, assim, este estudo sera baseado
nos dados obtidos pela metodologia descrita neste trabalho, ou seja, ICso do Ait 1 igual a 1,0

uM. O hit 1 foi enviado para a determinagdo do perfil farmacocinético in vitro para estabelecer
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algumas propriedades ADME, tais como estabilidade metabdlica (clearance e tempo de meia-

vida), permeabilidade e coeficiente de distribui¢ao (logD).

3.2 Analise retrossintética dos derivados com modificacoes no fragmento toluil e amida

Confirmada a poténcia do Ait 1, foi realizado o planejamento sintético dos derivados de
interesse com modificagdes nos fragmentos toluil e amida. Para realizar modificagdes nesses
fragmentos, foram utilizadas duas estratégias sintéticas, a primeira envolve uma reagao de SNAr
a partir do cloreto de arila 7 e do derivado piperazinico 6. O composto 7 pode ser obtido através
de uma reagdo de amidagdo partindo do acido p-cloronicotinico 2, enquanto o derivado
piperazinico 6 pode ser obtido através de amidagdo, SxAr, Sx1, Sn2, formagao de sulfonamidas
ou Chan-Lam a partir da piperazina 4. A segunda estratégia pode utilizar amidagdo, SnAr,
formagao de sulfonamidas ou Chan-Lam a partir da amina 8, que por sua vez, pode ser obtida
através de uma amidag¢do partindo do 4cido p-cloronicotinico 2, seguida de uma SnAr com a
piperazina 4 (Esquema 2).

Esquema 2— Estratégias sintéticas para obtencdo dos derivados com modificagdes nos
fragmentos toluil e amida.
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3.3 Sintese dos derivados com modificacdes no fragmento toluil

Os intermediarios 9-11 foram sintetizados a partir da piperazina e do haleto de arila
correspondente (Esquema 3). A arilpiperazina 9 foi obtida por meio do acoplamento catalisado
por Cu(I) do 4-bromoanisol com um excesso de piperazina, utilizando dibenziloxalamida como
ligante.? A substituicdo nucleofilica aromatica entre a piperazina e o cloreto de arila

correspondente produziu os compostos 10 e 11 com rendimentos de 41% e 95%.
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Esquema 3— Sintese dos intermediarios 9-11.

oo
(\N)\ X:CHorN HN/\ (@) \)

—— T - ”
HN\) (b) NH o
NHBn MeO
N N BnHN)H( 15?0/
J i -
/
Z N
10 11

(41%) (95%)

Reagentes e condigdes: (a) Cul, KOH, EtOH, 70°C, 23h, 18%. (b) Na,COs;, DMF ou iPrOH, 80°C — 130°C, 24h —
36h, 41 — 95%.

O composto 12 foi sintetizado com um rendimento de 79% através do acoplamento de
amida entre o acido 6-cloronicotinico e a ciclopropanamina, mediado por 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e hidroxibenzotriazol (HOBt) (Esquema 4). Os
derivados 13-17 foram obtidos por substitui¢ao nucleofilica aromatica entre o composto 12 e
um excesso de piperazina (para 13) ou o derivado de piperazina correspondente (para 14-17),
com destaque para o composto 15 que utilizou o intermediario 9, anteriormente sintetizado. Em
seguida, o composto 13 foi utilizado para sintetizar os compostos 18-20, através da aminacao
de Chan-Lam com o 4cido aril boronico apropriado, utilizando catalise de cobre sob atmosfera

de O2 (Esquema 4).13



Esquema 4 — Sintese dos compostos 13-20.
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Os derivados 21 e 22 foram preparados por meio de uma substituicao nucleofilica entre

a amina 13 e o brometo de benzila ou cloreto de p-metoxibenzila (Esquema 5). Os acidos

benzoico e picolinico foram utilizados para obter os compostos 23 e 25 por meio de um

acoplamento de amida com a amina 13. A sulfonamida 24 foi sintetizada com rendimento de

70% a partir da amina 13 e do cloreto de benzenossulfonila, utilizando trietilamina em

diclorometano (Esquema 5).
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Esquema 5— Sintese dos compostos 21-24
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Reagentes e condigoes: (a) Na,Os;, DMF, 50-110°C, 21h-24h, 10-42%. (b) EDC, HOBt, DMF, t.a, 21h-22h, 10-
34%. (c) EtsN, DCM, t.a, 23h, 70%.

Os intermediarios 3 e 4, previamente sintetizados, foram utilizados para obter os
compostos 26 ¢ 27 por meio de uma substituicdo nucleofilica aromatica com o composto 12,
com rendimentos de 30% e 37%, respectivamente (Esquema 6). A mesma reacgao, entre a amina
13 e o cloreto de arila correspondente, forneceu os compostos 28-32 em rendimentos de

moderados a médios. Por fim, o composto 33 foi obtido quantitativamente por meio de

hidrogenacao catalitica do derivado 32 em MeOH/EtOAc (1:1) (Esquema 6).
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Esquema 6— Sintese dos compostos 26-31.
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Reagentes e condigoes: (a) Na,COs3, DMF, 100-120°C, 72-96h, 30-37%. (b) Na,CO3, DMF ou PrOH, 80-130°C,
22-65h, 24-51%. (c¢) H, Pd/C, MeOH/EtOAc (1:1), t.a, 100%.

No presente estudo, foram realizadas analises detalhadas dos espectros de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (‘H) e carbono ('3C) de todos os compostos sintetizados. O
objetivo foi investigar a estrutura molecular e a conectividade atdmica dos compostos,
fornecendo informagdes valiosas para a compreensdo de sua estrutura. Devido a extensa

variedade de compostos e a semelhanca estrutural dos derivados sintetizados, decidiu-se
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selecionar os espectros de um composto (28) como representativo para os demais e realizar uma
discussdo mais aprofundada. Todos os outros espectros estdo reportados no Anexo 1.

O espectro de RMN de 'H do composto 28 (Figura 6) apresentou onze sinais referentes
aos vinte hidrogénios determinados através da integral de cada sinal. Na regido caracteristica
de hidrogénio aromatico, o sinal em torno de 6 8,52 ¢ observado como um dupleto, integrando
para um hidrogénio e com constante de acoplamento (J) de 2,5 Hz, caracteristica de
acoplamento entre hidrogénios na posi¢do meta. Essa observagdo sugere que o hidrogénio em
questao esta diretamente ligado ao C-13 e realiza acoplamento meta com o hidrogénio do C-
11. Também foi observado que o hidrogénio possui deslocamento bastante distante do TMS, o
que pode ser explicado pela influéncia do efeito retirador de elétrons da carbonila adjacente por
ressondncia e do efeito indutivo do nitrogénio endociclico vizinho.

O dupleto observado em 6 8,34 apresentou integral de 2, referente a dois hidrogénios
com ambiente quimico semelhante. Esses hidrogénios estdo diretamente ligados aos carbonos
C-1 e C-3 que realizam acoplamento com o hidrogénio do carbono C-2, na posi¢do orto. Essa
observagao pode ser confirmada pela constante de acoplamento (J) de 4,7 Hz, caracteristica de
acoplamento orto em anéis pirimidinicos. O duplo dupleto em torno de 6 7,91 ¢ referente ao
hidrogénio do carbono C-11, que realiza acoplamento em orfo com o carbono C-10 (J = 9,0
Hz) e meta com o carbono C-13 (J=2,5 Hz). O sinal em torno de 3 6,64, que se apresenta como
um dupleto com uma constante de acoplamento (J) de 9,0 Hz, confirma a presenca de um
acoplamento orto entre os hidrogénios dos carbonos C-10 e C-11. Isso indica que o hidrogénio
do carbono C-10 ¢ responsavel por esse sinal especifico. Além disso, foi observado um tripleto
em torno de 6 6,53, o qual € resultado de dois acoplamentos entre hidrogénios quimicamente
equivalentes. Esse sinal indica a presenga do hidrogénio pertencem ao carbono C-2, que acopla
aos hidrogénios dos carbonos C-1 e C-3, demonstrado pelo tripleto, com constante de
acoplamento de 4,7 Hz.

O sinal em 6 6,12 corresponde ao hidrogénio 15, que esta ligado ao nitrogénio da amida.
Esse singleto largo ¢ caracteristico de hidrogénios de amidas, devido ao efeito dos trés estados
de spin do nticleo de nitrogénio, que estdo mudando a uma velocidade moderada. Os multipletos
entre 6 3,96-3,73 sdo atribuidos aos hidrogénios da piperazina (C-5 a C-8). Nesse caso, existem
dois sinais, cada um integrando para 4 hidrogénios. Essa observa¢ao ocorre devido a
conformacdo da molécula, que apresenta hidrogénios em posi¢des equatoriais e axiais. O sinal
mais a esquerda no espectro corresponde aos hidrogénios em posi¢do equatorial, uma vez que
eles sofrem o efeito do cone de desblindagem resultante da ligacdo C-C do anel, enquanto o

sinal mais a direita no espectro corresponde aos hidrogénios em posic¢ao axial. O multipleto
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entre 6 2,90-2,84 esta relacionado ao hidrogénio ligado ao C-16. Sua multiplicidade € resultado
dos acoplamentos em cis e trans com os hidrogénios dos carbonos C-17 e C-18. Por fim, os
dois multipletos entre & 0,88-0,58 apresentam integral de 2 para cada sinal e sdo atribuidos aos
hidrogénios em cis e trans dos carbonos C-17 e C-18. Pode-se atribuir os hidrogénios em
posicdo trans ao multipleto mais a esquerda do espectro, pois estdo mais desprotegidos

eletronicamente, devido ao efeito do cone de desprote¢do da carbonila.

Figura 6 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI5) de 28.
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Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de '*C (Figura 7), foram observados treze sinais distintos
relacionados a estrutura do composto 28. O sinal mais deslocado para a esquerda do espectro
(0 167,49) corresponde ao carbono carbonilico da amida (C-14). A intensidade e o
deslocamento desse sinal indicam caracteristicas de carbonos (C=0) presentes em acidos
carboxilicos e seus derivados, como ¢ o caso da amida. Os sinais em 6 161,74 ¢ 6 160,26, de

baixa intensidade, sdo tipicos de carbonos quaternarios. Seus deslocamentos mais a esquerda
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no espectro sdo atribuidos ao efeito retirador de elétrons de atomos vizinhos mais
eletronegativos, como o nitrogénio. Nesse caso, pode-se atribuir esses dois sinais da seguinte
forma: o sinal mais a esquerda (6 161,74) refere-se ao carbono menos protegido
eletronicamente, ou seja, aquele que sofre o maior efeito retirador de elétrons. Esse carbono ¢
o C-4, que sofre a influéncia do efeito retirador de elétrons por indugdo de trés dtomos de
nitrogénio vizinhos. Ja o sinal mais a direita (6 160,26) corresponde ao carbono C-9, que
também sofre influéncia semelhante, porém com apenas dois a&tomos de nitrogénio vizinhos.

O sinal intenso em o 157,93 pode ser atribuido aos dois carbonos aromaticos C-1 e C-
3. Esses carbonos sdo quimicamente equivalentes e sdo afetados pelo efeito eletronico do
nitrogénio, o que explica seu deslocamento para a esquerda no espectro. Os sinais em o 147,26
e 0 137,42 sao relacionados aos carbonos aromaticos C-13 e C-11, respectivamente. Seus
deslocamentos podem ser explicados pelo efeito mesomérico retirador de elétrons da carbonila,
0 que torna esses dois carbonos menos protegidos eletronicamente. Além disso, o C-13 sofre
também o efeito indutivo retirador de elétrons do nitrogénio vizinho, o que contribui para seu
maior deslocamento em relagdo ao carbono C-11. O sinal de baixa intensidade em ¢ 119,11
refere-se a um carbono quaternario. Portanto, podemos atribuir esse sinal ao carbono C-12,
caracteristico dessa regido do espectro. Os sinais em 6 110,42 ¢ 6 105,84 devem ser atribuidos
aos carbonos C-2 e C-10, respectivamente. Ambos sofrem o efeito de prote¢ao por mesomeria
do nitrogénio da piperazina. No entanto, o carbono C-2 possui dois atomos de nitrogénio
endociclicos no mesmo anel, que atraem densidade eletronica para si e, consequentemente,
desprotegem o carbono C-2.

Os sinais em 6 44,64 e & 43,40 correspondem aos carbonos da piperazina, C-5 a C-8. A
intensidade e o deslocamento desses sinais indicam a presenca de dois carbonos alifaticos em
cada sinal. Além disso, o sinal em torno de o 23,14 ¢ referente ao carbono C-16, que ¢ um
carbono terciario (CH) ligado diretamente ao nitrogé€nio, um atomo eletronegativo, o qual retira
elétrons por indugdo. Por fim, o sinal mais deslocado a direita no espectro (6 6,98) refere-se aos
dois carbonos secundarios (C-17 e C-18). A intensidade desse sinal sugere a presenga dos dois
carbonos (CH>).

As informagdes obtidas dos espectros de RMN de 'H e °C oferecem uma descrigdo
detalhada da conectividade entre os 4&tomos na molécula em estudo. A presencga dos diversos
sinais e suas multiplicidades ajudaram a identificar e confirmar a estrutura do composto 28 de
forma conclusiva. A Tabela 1 retine as principais informagdes sobre os espectros de 'H e 1*C,

bem como a atribui¢do dos hidrogénios e carbonos aos sinais observados.



Figura 7 - Espectro de RMN de '3C (101 MHz, CDCI3) de 28.
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Tabela 1 - Dados de RMN de 'H e '*C do composto 28 (CDCl;).
Posicio H du? (mP, J°) Posicio C dcd
H-1 ¢ H-3 58,34 (d,J= 4,7 Hz) C-1eC-3 5 157,93
H-2 06,53 (t,J=4,7 Hz) C-2 0110,42
H-5— H-8 (eq.)¢ 53,96-3,93 (m) C-4 5 161,74
H-5 — H-8 (ax.) §3,75-3,73 (m) C-5e¢C-8 0 44,64
H-10 5 6,64 (d, J=9,0 Hz) C-6eC7 5 43,40
H-11 0791(dd,J=9,0¢2,5Hz) C-9 6 160,26
H-13 58,52 (d,J=2,5 Hz) C-10 5 105,84
H-15 56,12 (s) C-11 5 137,02
H-16 §2,93-2,82 (m) C-12 5 119,11
H-17 ¢ H-18 (trans) 5 0,89-0,82 (m) C-13 5 147,26
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Posicio H du? (mP, J°) Posicio C dcd
H-17 ¢ H-18 (cis) 5 0,63-0,57 (m) C-14 5 167,49
_ - C-16 023,14
_ - C-17e C-18 0 6,98

a: deslocamento quimico (ppm) de hidrogénio em relagdo ao TMS como padrio interno. b: multiplicidade. c:
constante de acoplamento em Hz. d: deslocamento quimico (ppm) de carbono em relagdo ao TMS como padrao
interno. e: hidrogénios na posi¢ao equatorial. f: hidrogénios na posicéo axial.

3.4 Ensaios biolégicos

A atividade in vitro anti-P. falciparum (ICso) do hit 1 e de todos os derivados com
modifica¢des no fragmento toluil, com excegdo dos intermediarios 9-12, foi avaliada em células
eritrociticas infectadas com P. falciparum (cepa 3D7). Para os compostos com ICso inferior a
15 uM, a citotoxicidade in vitro (CCso) contra células HepG2 ndo infectadas e o ICso contra P.
falciparum (cepa Dd2) também foram determinados. O indice de seletividade (SI) foi calculado
como a razao entre o valor de CCso determinado no ensaio de citotoxicidade e o valor de ICso

determinado no ensaio de atividade antimalarica.

3.4.1 Relacao estrutura-atividade contra P. falciparum (3D7)

Inicialmente, foi avaliado o fragmento toluil do 4if 1 e, para confirmar sua relevancia
na atividade antiplasmodica, foram realizados testes com seus primeiros derivados. Observou-
se uma diminuicao significativa de atividade nos derivados piperazina 13 e N-metilpiperazina
14 (ICso > 100 uM, Tabela 2) em comparagdo com o kit 1, o que indica fortemente a importancia
critica do fragmento N-orto-toluilpiperazina para a atividade do it 1. Com base nisso, foi
planejado um conjunto inicial de derivados monossubstituidos de N-arilpiperazina para avaliar
a influéncia dos efeitos eletronicos do substituinte, sejam eles efeitos indutivos e/ou
mesomericos.

A inversdo do efeito indutivo, substituindo o grupo orfo-metil por grupos retiradores de
elétrons por indugdo (F, Cl e CF3), foi relevante. Os compostos 18 (orto-F) e 20 (orto-CF3)
mantiveram poténcias comparaveis ao it 1, enquanto o composto 19 (orto-Cl) apresentou uma
atividade duas vezes maior do que o 4it 1. Além do efeito na atividade, essas modificacdes sao

relevantes devido a sua tendéncia de aumentar a estabilidade metabolica em comparagdo com
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o hit 1, devido a substitui¢do do grupo metil por grupos bioisotérios, que sdo eletronicamente
retiradores e reduzem a suscetibilidade ao metabolismo oxidativo no anel arila.*"!

A manutengao desse efeito de retirada indutivo, juntamente com a adi¢ao de um efeito
doador mesomérico (meta-OH 17 e para-OMe 15), ou a supressao de todos os efeitos dos
substituintes (derivado fenila 16), resultaram em uma leve redugdo na atividade (trés a seis
vezes em comparagdo com o hit 1). Esses resultados demonstraram que tanto os efeitos
estereoeletronicos dos substituintes no anel arila quanto sua posi¢do relativa t€ém pouca
influéncia na atividade bioldgica. Curiosamente, os compostos com lipofilicidade proxima a do
hit 1 (clog P de 2,56) e o proprio hit apresentaram as maiores poténcias. Isso sugere que a
lipofilicidade pode estar exercendo algum efeito na acdo anti-P. falciparum, pois pode
influenciar a facilidade de permeagao através de membranas celulares, pois podem se dissolver

nas bicamadas lipidicas das membranas.>-¢!

Tabela 2— Atividade in vitro anti-P. falciparum (3D7) e lipofilicidade do 4it 1 e dos
compostos 13-20.

A

N
H

P. falciparum 95% IC para
ICs0 (uM)? Pf3D7 ICso®

1 @A 1,00 0,84 1,19 2,56

Me
13 HA >100 ND 0,76
A

Composto Estrutura clog(P)¢

14

15 /@A 2,9 2,47 3,45 2,23
MeO

16 6,0 5,38 — 6,66 2,21

Me >100 ND 1,05
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P. falciparum 95% IC para

Composto Estrutura 1Cs0 (uM)? PADT ICs" clog(P)
HO

17 4,1 3,05-5,26 1,84
F

18 @A 1,3 1,18 — 1,43 2,56
Cl

19 @A 0,4 0,38 0,51 2,78
CF;

20 1,7 1,20 — 2,50 3,29

=

a) atividade antiplasmodial (ICso) determinada em eritrécitos infectados com P. falciparum (3D7); b) intervalo de
confianca de 95% para o valor de ICso contra o P. falciparum (3D7); c) valores de clog(P) calculados in silico
usando a ferramenta online SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php). ND: ndo determinado.

Os derivados benzil, amida e sulfonamida 21-24 foram planejados com o objetivo
principal de avaliar o impacto da introducdo de um espacador entre a piperazina e o anel aril.
Além disso, esses derivados foram sintetizados visando possiveis melhorias em termos de
estabilidade metabolica, por meio da reducao da densidade eletronica no anel aromatico. Isso
poderia ser alcancado impedindo a doagdo de elétrons da piperazina ao anel (por meio do ligante
metileno nos derivados 21 e 22) e retirando elétrons do anel (através do efeito mesomérico do
ligante nos derivados 23 e 24) (Tabela 3).

Dentre todas essas modificagdes, a introdug¢do de um ligante de metileno teve o menor
impacto na atividade antiplasmodial, reduzindo-a apenas duas ou trés vezes em comparagao
com os derivados de N-arilpiperazina (21 em relacdo a 16 e 22 em relagdo a 15). Por outro lado,
a presenga de um espacador de carbonila entre o anel aromatico e o anel piperazina foi altamente
prejudicial, levando a perda completa de atividade (23 em relacao a 16). Uma ligacao sulfonil
semelhante teve, em menor grau, 0 mesmo impacto negativo que a ligacdo amida, como
evidenciado na atividade exibida pela benzenossulfonamida 24, que foi seis vezes menor que a
fenilpiperazina 16.

A partir desses resultados, parece que ndo apenas a presenca do anel aril ¢ necessaria
para a atividade antiplasmodial desses compostos, como ja demonstrado pelos derivados 13 e
14, mas também ¢ crucial que esse anel esteja diretamente ligado ao fragmento piperazina para

manter uma poténcia anti-P. falciparum razoéavel. Essa tendéncia pode ser explicada pelos
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efeitos estéricos e eletronicos resultantes da introdugdo desses ligantes, que dificultam a
interagcdo dos compostos 21-24 com o sitio ativo do alvo ainda ndo identificado, alterando sua

conformagao espacial ou diminuindo drasticamente a densidade eletronica do anel aromatico.
Tabela 3 - Atividade in vitro anti-P. falciparum (3D7) e lipofilicidade dos compostos

21-33.
o A
AN N
ﬁ :
b

N N

\(N\)

P. falciparum 95% IC para

Composto Estrutura ICso (uM)? PADT ICs® clog(P)
21 ©/y 10,9 8,90 — 12,60 2,29
22 /@N 6,5 5,72~ 7,43 2,30

MeO
o
23 ©)‘§/ > 100 ND 1,95
(o]
\\S)\
24 O/ Y 372 ND 1,67
o
N
25 | A > 100 ND 1,31
yZ
N
26 | = 13,9 1123-17,67 1,66
=
N\
27 [ 2.8 1,64 - 12,57 0,96
~
N
N
28 | = 5.6 439711 1,16
~N
CN
29 X 6,7 5,05 8,81 1,50
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P. falciparum 95% IC para

Composto Estrutura ICs0 (uM)? PADT ICs® clog(P)
CF,
30 | X 1,0 0,85-1,26 2,76
N
X
31 /CR\ 1,1 0,87-1,38 2,74
~N
F;C
NO,
32 X 5,7 3,30-9,04 1,11
N
NH,
33 | X 46,4 35,76 — 112,90 1,13
~N

a) atividade antiplasmodial (ICso) determinada em eritrdcitos infectados com P. falciparum (3D7); b) intervalo de
confianca de 95% para o valor de ICso contra o P. falciparum (3D7); c) valores de clog(P) calculados in silico
usando a ferramenta online SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php). ND: ndo determinado.

Uma estratégia para melhorar a estabilidade metabdlica de um composto ¢ reduzir a
lipofilicidade geral da estrutura. Isso ocorre porque o local de ligagdo de enzimas
metabolizadoras ¢, geralmente, de natureza lipofilica e, portanto, essas enzimas interagem mais
facilmente com moléculas desse tipo.*-7 Pensando nisso, investigou-se o impacto da
introdu¢do de um dtomo de nitrogénio no anel aromatico. Essa investigacao foi motivada pelas
possiveis vantagens que essa modificacdo poderia oferecer, especialmente em relagdo a
estabilidade metabolica e lipofilicidade. Com a introdugdo de nitrogénio no anel € possivel
aumentar a polaridade da estrutura e, consequentemente, reduzir a lipofilicidade e possibilidade
de metabolismo no anel.”?*! Além disso, considerando a influéncia do nitrogénio endociclico na
distribuicao eletronica do anel aromadtico, também foi avaliado o derivado picolinico 25, mas
confirmou-se apenas a tendéncia observada anteriormente em 23 e 24, pois esse composto
apresentou grande perda de atividade contra P. falciparum (Tabela 3).

A incorpora¢cdo de um uUnico atomo de nitrogénio teve um impacto moderadamente
prejudicial, com a atividade da piridilpiperazina 26 sendo quase trés vezes menor do que a da
fenilpiperazina 16. No entanto, a introducdo de um segundo nitrogénio endociclico mostrou
resultados muito melhores. O derivado de pirimidil 28 foi equipotente a 16, enquanto a
pirazinilpiperazina 27 foi duas vezes mais potente. Esses resultados sdo muito promissores,
considerando as esperadas melhorias no perfil farmacocinético proporcionadas pelo nitrogénio

adicional nos compostos 27 e 28 em comparacao com 16.
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Devido aos resultados satisfatorios obtidos com os N-heterociclos, mesmo com a menor
atividade dos derivados piridil, decidimos concluir nossa investigagdo do SAR explorando
anéis piridil monossubstituidos. Essa escolha se deve principalmente a acessibilidade sintética
desses derivados e as amplas possibilidades em termos de padrdes de substituicao que eles
oferecem (compostos 29-33, Tabela 3).

A introdu¢do de substituintes polares e retiradores de elétrons mesoméricos, como o
grupo nitrila 29 ou nitro 32, resultou em um aumento da atividade em duas vezes em
comparagdo com a piridilpiperazina 26 sem substituintes. No entanto, a atividade desses
derivados ainda era de seis a sete vezes menor que a do A4if 1. Foram realizadas modificagdes
alterando o efeito retirador de elétrons mesomérico para indutivo. Isso resultou nos derivados
trifluorometil otimizados 30 e 31, que exibiram uma poténcia antiplasmodial comparavel a do
hit 1, independentemente da posicao orto ou para do substituinte CF3. Além disso, esses
derivados apresentam um perfil farmacocinético muito mais promissor, devido aos beneficios
do grupo CF3 e a presenca de um nitrogénio endociclico.

Na tentativa de explorar uma ampla variedade de efeitos eletronicos, o nitropiridil 32
foi reduzido a anilina 33, introduzindo assim um grupo doador de elétrons por efeito
mesomérico. No entanto, essa modificagdo resultou em uma significativa redugao da atividade,
quase uma ordem de grandeza menor em comparagdo com o composto 32. Essa reducdo na
atividade pode ser compreendida levando em consideracao a possivel influéncia do nitrogénio
endociclico nos efeitos estereoeletronicos do substituinte.

De modo geral, esse estudo SAR possibilitou identificar pontos criticos relacionados a
atividade antiplasmodial da classe de compostos piridilpiperazina. Em primeiro lugar,
verificou-se que o fragmento N-arilpiperazina € essencial para manter niveis significativos de
poténcia contra o parasita, enquanto a presenga de espagadores entre os dois anéis ndo foi
tolerada. Em relagdo ao anel aromadtico, foi observado que uma diversidade de (hetero)ciclos e
substituintes foi bem-vinda e tolerada. Isso permitiu substituir o fragmento toluil, presente no
hit 1, por varias op¢des de anéis fenil, piridil, pirazinil ou pirimidil ndo substituidos ou
monossubstituidos, o que deve resultar em perfis farmacocinéticos mais favoraveis para os
derivados otimizados. Um resumo grafico dessas principais descobertas pode ser encontrado na

Figura 8.
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Figura 8 - Resumo gréafico do SAR realizado no fragmento toluil
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Fonte: Do autor.

3.4.2 Perfil citotoxico em células HepG2

A citotoxicidade contra células HepG2 ndo infectadas foi determinada para todos os
compostos cujo ICso contra a cepa 3D7 do P. falciparum (Pf3D7) foi inferior a 15 pM (Tabela
1 e Tabela 2). Foi observado um baixo nivel de citotoxicidade (CC50 > 100 uM) para nove
compostos (1, 18, 16, 20, 22, 26, 27, 29 e 30), destacando o perfil seletivo dessa série quimica.
Alguns dos compostos mais ativos (ICso proximo a 1,0 uM), como 1, 18, 20 e 30, apresentaram
um indice de seletividade (SI) superior a 59. Infelizmente, o derivado mais potente, 19,
mostrou-se também o mais citotoxico (16 vezes mais que o 4it 1), resultando em um indice de
seletividade igual a 14 (Tabela 3).

Por outro lado, compostos orto-fluorados, seja com um substituinte fluor (18) ou
trifluormetil (20 e 30), conseguiram manter os parametros de atividade e citotoxicidade em
niveis comparaveis a 1. Considerando que observagdes semelhantes puderam ser feitas em
relagdo a sua poténcia e considerando o perfil farmacocinético promissor esperado a partir de
sua estrutura, esses resultados sdo extremamente relevantes para futuras otimizacdes da classe
das piridilpiperazinas. Além disso, ndo foi evidenciada uma relacdo direta entre lipofilicidade
e SI e/ou alta citotoxicidade, embora isso pudesse fazer sentido considerando a maior

permeagdo das membranas celulares por compostos mais lipofilicos.%!

3.4.3 Atividade contra P. falciparum resistente (cepa Dd2)

Para avaliar o potencial da série contra infecgdes resistentes a farmacos, também foi
determinada a atividade antiplasmodial contra a cepa resistente Dd2 de P. falciparum (PfDd2)

para todos os compostos com Pf3D7 ICso < 15 uM. Os resultados demonstraram que a atividade
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desses derivados selecionados foi mantida contra essa cepa, o que ¢ extremamente valioso
considerando o recente surgimento de cepas resistentes de P. falciparum. A atividade dos
compostos para os quais a atividade anti-3D7 ja era ligeiramente menor do que a dos compostos
otimizados foi reduzida pela metade contra Dd2 (compostos 15, 17, 22, 28, 29 ¢ 32, Tabela 4).
Surpreendentemente, alguns compostos (1, 16, 20 e 21) mostraram-se mais ativos contra a cepa
Dd2 do que contra a cepa 3D7. Isso foi principalmente o caso das fenilpiperazinas substituidas
orto, pois tanto o Ait 1, o orto-Cl 19 quanto o orfo-CF3 20 exibiram poténcia sub-nanomolar
contra a cepa Dd2, o que consiste em uma ligeira diminuicdo na poténcia para 19 em
comparagdo com a cepa 3D7, mas também resultou em um aumento interessante de 1,4 ¢ 3,4

vezes para 1 e 20, respectivamente.

Tabela 4 — Atividade antiplamodial e seletividade in vitro.

A

(o)

A N
| H

N(\N N/
X

Pf3D7 PDd2  95% Clpara  HepG2

Composto Estrutura ICso (SI*  ICso (SD®  PfDA2ICss®  CCso(uM)°®
Me
1,0 0,7
2,9 9.4
15 ; ; 6.94— 12,79 46,7
/©)\ o G
MeO
6,0 33
16 ©)\ (>16) (>30) 2,30 -4,41 >100
HO 4.1 73
17 ; ’ 591897 36,2
) )
F
13 2.3
18 ©/\ (242) (137) 2,04 2,64 315
cl
0,4 0.7
19 ; ) 0,55—0,77 6,10
@A (14) ©
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Pf3D7 PfDd2 95% CI para HepG2

Composto Estrutura ICs (SI* ICs(SI®  PDA2ICs¢  CCso (M)
CF,
1,7 0,5 -
20 @A (>59) (>200) 0,085 — 0,82 >100
10,9 6,1
21 ©/\/ ’ ; 4,78~ 1,72 12,1
(D 2
6,5 13,0
22 /©/y ; 0 9,94 - 18,54 >100
MeO (>15) (>8)
N
26 | = (1339) ND ND >100
=
NS 2.8 3.0
27 [ _ >36) 33 ND >100
N
N\j)\ 5,6 10,5
28 ; ’ 9,02 - 12,24 22,0
&N ) @
CN
6,7 15,0 ~
29 | X >15) o7 13,23 - 17,42 >100
N
CF,
1,0 4.4
30 | X %) =23 ND >100
~N
X 1,1 1,6
31 ’ ’ 1,08 — 2,24 16,2
I _N (14) (10)
NO,
57 10,2
32 X ’ ’ 8,01 - 13,01 51,2
| © )
~N

a) atividade antiplasmodial (ICsp) determinada em eritrocitos infectados com P. falciparum (3D7). SI = CCs
(HepG2) / ICso (Pf3D7); b) atividade antiplasmodial (ICsy) determinada em eritrocitos infectados com P.
Sfalciparum (Dd2). SI = CCso (HepG2) / ICso (PfDd2); c) intervalo de confianga de 95% para o valor de ICso contra
o P. falciparum (Dd2); d) citotoxicidade (CCso) em células HepG2 ndo infectadas. ND: ndo determinado.

3.4.4 Perfil ADME in silico

As propriedades ADME do 4if 1 e de todos os compostos com PfICsp < 15 uM foram
previstas in silico usando o SwissADME.*”) Em geral, a série apresentou um perfil ADME

adequado (Tabela 5). Todos eles mostraram alta absor¢do gastrointestinal, que ¢ uma etapa
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critica no transporte de medicamentos administrados por via oral até seus alvos.[*”) Além disso,
eles apresentaram boa solubilidade em agua, que ¢ um aspecto fundamental a ser considerado
na geragao de compostos lideres e no desenvolvimento de medicamentos. Esse parametro

viabiliza a absor¢ao do medicamento in vivo ¢ contribui na biodisponibilidade.™*!

Tabela 5— Propriedades ADME (in silico) do hit 1, dos derivados 15-22 e 26-32.

LA
S N
| H
Z
(\N N
\(N\)
AT Absorcio Pf3D7  PfDd2
a b ¢ d

Comp. Estrutura clog(P)* clog(S)” Lipinski® PAINS GI¢ LLE! LLE®
Me

1 @A 2,56 -3,90 0 0 Alta 3,44 3,59

15 /@A 2,23 -3,67 0 1 Alta 3,31 2,80

MeO
16 ©)\ 2,21 -3,60 0 0 Alta 3,12 3,27
HO

17 1,84 -3,46 0 0 Alta 3,30 3.01
F

18 @A 2,56 -3,76 0 0 Alta 3,33 3,08
Cl

19 @A 2,78 -4,19 0 0 Alta 3,62 3,37
CF;

20 @A 3,29 -4,46 0 0 Alta 2,48 3,01

21 O/Y 2,29 -3,43 0 0 Alta 2,75 2,92
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Absorcio Pf3D7  PfDd2

a b int ic d
Comp. Estrutura clog(P)® clog(S)” Lipinski® PAINS GI° LLE! LLE®

22 /©/y 2,30 -3,50 0 0 Alta 2,89 2,59
MeO
N

26 | = 1,66 -3,15 0 0 Alta 3,20 ND

N
~
27 E /j)\ 0,96 -2,48 0 0 Alta 4,59 4,48
N
N\
28 E/ 1,16 2,74 0 0 Alta 4,09 3,82
~

29 C‘)\ 1,50 -3,09 0 0 Alta 3,67 3,32

CN
X
_N
CF,
30 | X 2,76 -4,00 0 0 Alta 3,24 2,60
_N
S
31 /@A 2,74 -4,00 0 0 Alta 3,22 3,06
_N
NO,
X
_N

32 1,11 -3,21 0 0 Alta 4,13 3,88

Parametros ADME preditos in silico usando a ferramenta online SwissADME

(http://www.swissadme.ch/index.php): a) Lipofilicidade; b) Solubilidade aquosa; c) Numero de violagdes da regra

dos cinco de Lipinski; d) Numero de alertas acionados para compostos de interferéncia em ensaio-Pan (PAINS);
e) Absorcdo grastrointestinal. f) Eficiéncia Lipofilica do Ligante contra P. falciparum (3D7). LLE = pICso (Pf3D7)
— clog(P); g) Eficiéncia Lipofilica do Ligante contra P. falciparum (Dd2). LLE = pICs¢ (P/Dd2) — clog(P). ND:

nio determinado.

Nenhum dos compostos violou a regra de cinco de Lipinski nem acionou alertas de
compostos potencialmente reativos (PAINS), com exce¢do do composto 15, que contém um
fragmento de anilina tercidria para-dissubstituida em sua estrutura (Tabela 5). Esse fragmento
pode ser capaz de extinguir o oxigénio singleto, uma forma excitada e altamente reativa do
oxigénio molecular, sendo assim considerado um PAINS.**#1 A lipofilicidade de todos os
compostos também se mostrou razoavelmente boa, com clog(P) variando entre 0 e 3, sendo a
excecdo o composto 20 (clog(P) = 3,29).8744 No entanto, os derivados mais potentes também

foram os mais lipofilicos, isso pode sugerir que provavelmente se deve a maior capacidade dos
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compostos lipofilicos permearem membranas celulares, o que geralmente leva a uma maior

atividade.B”]

3.4.5 Relacio entre atividade antiplasmodial e lipofilicidade

Eficiéncia Lipofilica do Ligante (Ligand Lipophilic Efficiency, LLE, em inglés), ¢é
definida como a relacdo entre a poténcia do composto e sua lipofilicidade, ou seja, a quantidade
de poténcia por unidade de lipofilicidade. Tanto estimativas calculadas (por exemplo, clogP)
quanto medidas (logD) da lipofilicidade podem ser usadas, juntamente com a previsao mais
relevante da poténcia in vitro, para avaliar a LLE. Para calcular a LLE utiliza-se a Equacao

1 [4546]

LLE = pICso - clog(P) (Eq. 1)

Durante a anélise de SAR uma possivel relagdo entre a poténcia antiplasmoédica dos
compostos avaliados e a sua lipofilicidade foi observada, levando a necessidade em avaliar a
LLE de todos os compostos. Foi avaliado a relagdo entre a atividade anti-P. falciparum (3D7)
e lipofilicidade (Figura 9a). Conforme esperado, verificou-se que todos os compostos com
valores de ICso proximos ou inferiores a 1,0 uM exibiam LLEs moderadas, predominantemente
entre 3 e 4. Essa observagdo indica que parte da sua poténcia esta relacionada a sua
lipofilicidade, que facilita a penetragdo nas membranas celulares.

Dentre os compostos analisados, destacaram-se os ligeiramente menos potentes, como
os compostos 27, 28 e 32, que apresentaram LLE maior que 4. Coincidentemente, essas
conclusdes foram mantidas mesmo quando testados contra a cepa resistente Dd2 (Figura 9b).
A diferenga mais significativa nos valores de LLE ocorreu nos compostos 28 e 32, nos quais a
redugdo de sua poténcia em relacdo a cepa Dd2 resultou em valores de LLE inferiores a 4. O
composto 27, uma pirazinilpiperazina, foi o Uinico da série que demonstrou um valor de LLE
superior a 4 contra ambas as cepas (Tabela 5).

Portanto, o composto 27, que apresentou uma poténcia relevante (ICso = 2,8 uM) e ¢é
esperado que tenha uma boa estabilidade metabolica, surge como um potencial candidato para
avaliacdo in vivo, desde que estudos adicionais possam estabelecer um perfil satisfatorio de

ADMET in vitro para esse composto.
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Figura 9 — Plot de pICso vs clog(P) da série piridilppiperazina.

a) b)ese
LLE=3 LLE=4 LLE=3
LLE =5 LLE=4 LLE =3 >

D7)
.
nDD2)

.

LLE=2

VI (P falciparus

PIC, (P falciparum

clog(P) clog(P)

Fonte: Do autor. a) pICso referente a Pf3D7; b) pICso referente a Pf'Dd2.

3.5 Sintese dos derivados com modifica¢does no fragmento amida

As modificagdes no fragmento amida foram planejadas antes da obtencao dos resultados
bioldgicos de alguns compostos apresentados anteriormente. Assim, no momento do
planejamento, 16 era o composto mais promissor, entdo optou-se por fixar o fragmento fenila
no lado esquerdo e realizar modificagdes no fragmento amida. Essas modificagdes foram
planejadas com o objetivo de verificar o impacto de diferentes amidas na atividade antimalarica,
como o efeito conformacional de diferentes cicloamidas, sejam alquila ou arila, o efeito de
amidas aciclicas ou de derivados que apresentam dtomos mais eletronegativos (N e O) aceptores
e doadores de ligacoes de hidrogénio. A insercao desses atomos eletronegativos pode ocasionar
uma diminui¢do na lipofilicidade e, consequentemente, uma melhora na estabilidade
metabolical??133],

Os derivados 37-45 foram obtidos a partir da esterificagdo de Steglich do acido 6-
cloronicotinico 2 utilizando propanol como solvente e reagente, EDC, 4-dimetilaminopiridina
(DMAP) como catalizador e EtsN como base, para obter o intermediario 34 com 82% de
rendimento. Em seguida, o éster 34 foi submetido a uma SxAr com fenilpiperazina na presenca
de NaxCOs3, obtendo o derivado 35 com 77% de rendimento. O derivado 36 foi obtido com 75%
de rendimento a partir da hidrolise basica, que na primeira etapa utilizou NaOH (2 M) e THF
como solvente, e na segunda etapa HCI (até pH~3). Os compostos 37-45 foram obtidos a partir

do acido carboxilico 36 através da reagdo de amidagdo com a amina correspondente na presenga

de EDC e HOBt (Esquema 7).
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Esquema 7 — Sintese dos derivados 35-45.

o)
° ° o
c1” N7 c1” N7 N \) a5
) 34 (77%)
(82%)

(c)
o o
36

(75%)

o
120 1D O

H
37 39
(97%) (32%) (77%)
/( A~_-COH _Me
Ho 40 41 42
(37%) (16%) (25%)
/A J\ AN/\ /<N
: § 9
43 44 45
(87%) (60%) (85%)

Reagentes e condigoes: a) propanol, EDC, DMAP, Et;N, t.a., 24h, 82%. b) fenilpiperazina, Na,COs, DMF, 100°C,
47h, 77%. ¢) 1) NaOH (2M), THF, t.a.; 2) HCI (até¢ pH~3), 0°C, 18h, 75%. d) amina correspondente, EDC, HOBt,
DMF, t.a., 20h-66h, 16-97%.

Os derivados 35 e 46-48 foram planejados com o objetivo de avaliar os efeitos de
diferentes grupos funcionais (éster, alcool, aldeido e imina) na atividade antimalarica. O alcool
46 foi obtido a partir da redugdo do éster 35 na presenca de hidreto de litio aluminio em THF
anidro. Em seguida, a obtenc¢do do aldeido 47 ocorreu através da oxidacdao do alcool 46, na
presenca de dicromato de piridinio (PDC) que, por ser um agente oxidante mais brando, permite
a reacgdo parar no aldeido!*!. A imina 48 foi obtida com 100% de rendimento a partir do aldeido
47 na presenga de ciclopropilamina em éter dietilico. A tentativa de reduzir a imina 48 na amina
49 ndo foi bem-sucedida, entdo foi planejado a redugdo da amida 16 na presenca de LiAlH4,
porém nao foi observado a formacdo da amina 49, ndo sendo possivel avaliar esse derivado

(Esquema 8).
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Esquema 8— Sintese dos derivados 46-48.

(o]
fj)J\O/\/ @ KE/\OH L = | H
N S
Oy 9 Oy
N ©/ N
©/ 35 (13(?%) ©/ ar

(c)

A s
Qm SO

O o

o

16

—— 9
(d) ©/ 48

9

o

Reagentes e condigdes: a) hidreto de litio aluminio; THF anidro; t.a., 27h, 100%. b) PDC; DCM anidro; t.a., 45h,
16%. c) ciclopropilamina; éter dietilico; t.a., 29h, 100%. d) NaBH4, MeOH, t.a, 2h. e) LiAlH4, THF, t.a — 30°C,
25h.

O derivado 53 foi planejado com o objetivo de verificar o efeito da inversdo do
fragmento amida na poténcia contra o P. falciparum. A rota sintética utilizada produziu dois
intermediarios (51 e 52) que contribuirdo na avalia¢do de diferentes grupos funcionais (nitro e
amina) no fragmento amida, interessantes para o estudo SAR. A obtencdo de 53 partiu da SNAr
entre o cloreto de arila 50 e a fenilpiperazina na presenca de Na,COs3, formando 51 com 100%
de rendimento. Em seguida, foi realizada a reducdo do grupo nitro de 51, utilizando gés
hidrogénio, Pd/C como catalizador e uma mistura (1:1) de MeOH/EtOAc, obtendo a amina 52
com 100% de rendimento. Por fim, a amina 52 foi submetida a uma amidacao com o acido

ciclopropanoico na presenga de EDC e HOBt, gerando o derivado 53 com 45% de rendimento,
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conforme Esquema 9. Os ensaios bioldgicos para os derivados com modifica¢des no fragmento
amida estdo em andamento, porém uma triagem inicial contra o P. falciparum a 200, 20 e 2 uM

foi realizada.

Esquema 9— Sintese dos compostos 51-53.

N
53
(45%)

Reagentes e condigoes: a) fenilpiperazina, Na,COs;, DMF, 110°C, 22h, 100%. b) gas hidrogénio, Pd/C,
EtOAc/MeOH (1:1), t.a., 21h, 100%. c) acido ciclopopanodico, EDC, HOBt, DMF, t.a., 20h, 45%.

3.6 Ensaio biologico: triagem inicial dos compostos com modifica¢oes no fragmento

amida

Os ensaios bioldgicos in vitro para determinar o ICso dos derivados com modificagdes
no fragmento amida estdo em andamento. Essa etapa ¢ conduzida antes do ensaio de ICso e
ajuda a selecionar os compostos mais promissores para prosseguirem na determinagdo da
poténcia anti-P. falciparum. Os derivados 36-38, 40-42, 47-48, 51-53 foram testados na triagem
inicial em trés concentracdes diferentes: 200, 20 e 2 uM. O grafico da Figura 10, apresentado
na forma de viabilidade do parasita em relagdo a concentra¢do, permite uma analise mais

detalhada dos efeitos dos compostos testados.
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Figura 10 - Grafico da triagem inicial dos compostos 36-38, 40-42, 47-48, 50-52.
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Fonte: Do autor.

Na concentracdo de 200 uM, foi observado que praticamente todos os compostos foram
capazes de inibir 100% da parasitemia. Isso sugere uma alta atividade antimaldrica dos
compostos nessa concentragdo, indicando um potencial promissor para o desenvolvimento de
agentes antimalaricos eficazes. No entanto, ¢ importante destacar que a utilizagdo de
concentragoes tao elevadas pode ndo ser viavel na pratica, uma vez que doses elevadas podem
levar a efeitos toxicos indesejaveis

Ao considerar a concentragdo de 20 puM, os compostos 38, 40-42, 48, 52 e 53 foram
capazes de inibir aproximadamente 90% da parasitemia. Isso indica uma atividade significativa
desses compostos em uma concentragdo mais vidvel para aplicagdo terapéutica. Os outros
quatro compostos apresentaram uma inibi¢do um pouco menor, variando entre 70% e 50% da
parasitemia. Esses resultados sugerem que esses compostos podem ter algum efeito
antimalarico, mas sua poténcia ¢ um pouco menor em comparagao aos sete compostos mais
eficazes.

Na concentragdo de 2 uM, os compostos 41 e 51 foram capazes de inibir até¢ 90% da

parasitemia, indicando uma atividade antimalarica notdvel nessas concentragdes mais baixas.
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No entanto, a maioria dos compostos testados inibiu entre 70% e 60% da parasitemia, exceto
para os compostos 38 ¢ 48 que apresentaram inibi¢ao abaixo de 50%. Esses resultados sugerem
que os compostos podem apresentar atividade antimalérica promissora e, portanto, todos os
derivados do screening prosseguirdao no estudo para determinagao dos valores de ICso contra o
P. falciparum.

E importante ressaltar que, além dos valores de viabilidade do parasita, outros fatores
devem ser considerados na avaliagdo da poténcia dos compostos. A estrutura quimica, a
seletividade para as células do parasita em relagao as células hospedeiras, a farmacocinética e
a toxicidade geral sdo fatores cruciais que devem ser investigados em estudos posteriores.
Pensando nisso, as etapas necessarias para a continuacdo da otimizagdo dessa série ¢ planejar
novos derivados com modificagdes nos fragmentos piridina e piperazina a partir dos resultados
biologicos de ICso dos derivados com modificagdes no fragmento toluil e amida. Além disso,
deve-se avaliar as propriedades farmacocinéticas (ADME) in vitro dos melhores compostos,
bem como avaliar sua atividade antiplasmoédica e toxicidade em estudos in vivo. Idealmente,
também deve ser realizada a identificagcdo do alvo molecular da série e uma investigag¢do de seu

mecanismo de acao.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Informacodes Gerais

A menos que especificado, todas as reacdes foram realizadas utilizando reagentes
comerciais e os solventes foram usados sem purificagdo adicional. O diclorometano (DCM), a
trietilamina (EtsN) e a dimetilformamida (DMF) foram secos com peneiras moleculares. O
acetato de etila (EtOAc) e o hexano (Hex) foram previamente destilados. A cromatografia em
coluna foi realizada utilizando silica gel Aldrich (35-70 mesh) ou silica gel Macherey-Nagel
(230-400 mesh ASTM). A cromatografia em camada fina analitica foi realizada em placas de
aluminio impregnadas com silica gel 60 F2s4 (Sigma-Aldrich) e a revelagao das placas foi feita
utilizando luz UV (254 nm) e/ou atmosfera de iodo. Os espectros de RMN de 'H, 3C
desacoplado e *C APT foram adquiridos em CDCls ou DMSO-dg a 400 MHz (*H) e 100 MHz
(13C e ¥C APT) (Bruker Ascend 400) da Rede de Laboratdrios Multiusuarios do Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (Relam-IQUFU). Os deslocamentos quimicos
(0) sdo relatados em ppm utilizando o pico do solvente residual como padrao interno (CDCls:
7,26 ppm, DMSO-ds: 2,50 ppm, TMS: 0,00 ppm para espectros de RMN de 'H, e CDCls: 77,16
ppm, DMSO-ds: 39,52 ppm para espectros de RMN de °C e '3C APT). A multiplicidade do
pico ¢ relatada usando as seguintes abreviagdes: s = singleto, d = dupleto, t = tripleto, dd =
dupleto de dupletos, m = multipleto. A multiplicidade ¢ seguida da constante(s) de acoplamento
em Hz e integracdo. Para espectros de RMN de '3C APT, picos apontando para cima
correspondem a carbonos primarios e terciarios, e picos apontando para baixo correspondem a
carbonos secunddarios e quaternarios. A espectrometria de massa de alta resolugao (HRMS) foi
medida utilizando ionizagao por eletrospray (ESI) (Bruker Daltonics Corporation, geometria

Q-TOF Impact II). Os espectros de RMN e HRMS estdo disponiveis como anexo.

4.2 Procedimento Experimental (Sintese)

4.2.1 Procedimento Geral A: sintese dos derivados de arilpiperazina por substituicao
nucleofilica aromatica

Em uma solugao do cloreto de arila correspondente (1,0 - 1,2 equiv.) em DMF, propanol
ou isopropanol (0,1 M), adicionou-se Na>xCOs3 (2,0 - 3,0 equiv.) e a amina correspondente (1,0
- 3,0 equiv.). A reacdo foi agitada a 80 - 130 °C até consumo total do limitante e tratada com
agua destilada (15 vezes a quantidade de solvente). O precipitado foi filtrado, lavado com dgua
destilada e seco sob pressao reduzida. Quando nenhum precipitado se formou apds a adicao de

agua, a fase aquosa foi extraida com EtOAc (3 x 15 mL), e as fases organicas combinadas foram
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secas com sulfato de sddio (Na2SOs), filtradas e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida.

O residuo foi entdo purificado por cromatografia em coluna flash.

4.2.2 Procedimento Geral B: sintese dos derivados de amida

O 4cido carboxilico correspondente (1,0 equiv.), EDC (1,2 equiv.) e HOBt (0,1 equiv.)
foram solubilizados em DMF (0,1 M). A amina correspondente (1,2 equiv.) foi adicionada e a
solucao foi agitada a temperatura ambiente até completar a reagdo. A reagdo foi tratada com
agua destila, e a fase aquosa foi extraida com EtOAc (3 x 15 mL). As fases organicas
combinadas foram secas com NaxSOs, filtradas e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida.

O residuo foi entdo purificado por cromatografia em coluna flash.

4.2.3 Procedimento Geral C: Aminac¢ao de Chan-Lam

A uma solugdo do acido aril boronico correspondente (2,0 equiv.) em DCM anidro (0,1
M) e peneiras moleculares ativadas 4 A (0,5 g de peneira molecular por 1,0 mmol de 4cido
boronico), adicionou-se Cu(OAc)2.H20 (1,0 equiv.), EtsN anidra (2,0 equiv.) e a amina 13 (1,0
equiv.). A reagdo foi agitada a 40 °C sob atmosfera de O> por 96h. A mistura reacional foi
diluida com DCM e filtrada em Celite. O filtrado foi concentrado sob pressao reduzida, e o

residuo foi purificado por cromatografia em coluna flash (7:3 EtOAc/Hex).

4.2.4 Procedimento Geral D: substituicao nucleofilica de haletos de benzila

A uma solucdo do haleto de benzila correspondente (1,2 equiv.) em DMF (0,15 M),
foram adicionados Na>COs3 (2,0 equiv.) e a amina 13 (1,0 equiv.). A reagdo foi agitada a 50 -
110 °C até a conclusdo da reagdo. A reagdo foi tratada com agua destilada (15 vezes a quantidade

de DMF) e o precipitado foi filtrado, lavado com dgua destilada e seco sob pressao reduzida.

4.2.5 Sintese dos intermediarios 9-12
1-(4-metoxifenil)piperazina (9)

A uma solucdo de piperazina (289,0 mg, 3,20 mmol, 4,0 equiv.), KOH (60,0 mg, 1,04
mmol, 1,3 equiv.), Cul (8,2 mg, 0,04 mmol, 0,05 equiv.) e N/, N’-dibenziloxalamida (12,1 mg,
0,04 mmol, 0,05 equiv.) em EtOH (0,15 M) sob atmosfera de argdnio, foi adicionado 1-bromo-
4-metoxibenzeno (150,0 mg, 0,80 mmol). A reacdo foi agitada a 70 °C por 23 horas. A mistura
reacional foi filtrada em Celite e lavada com DCM. O solvente foi evaporado sob pressao

reduzida, obtendo-se o composto 9 sem necessidade de purificagdo adicional.
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9: S6lido marrom, 28,0 mg, 18%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): § 6,92 (d, J = 9,2 Hz, 2H),
6,86 (d, J=9,2 Hz, 2H), 3,79 (s, 3H), 3,05 (s, 8H), 1,83 (s, 1H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3):
0 153,34, 145,75, 117,75, 113,93, 55,04, 51,40, 45,71.

1-(piridin-2-il)piperazina (10)

O composto 10 foi sintetizado a partir da 2-cloropiridina (159,0 mg, 1,40 mmol) e da
piperazina (361,0 mg, 4,20 mmol, 3,0 equiv.) em DMF a 130 °C por 36h, seguindo o
Procedimento Geral A. Nao foi formado nenhum precipitado, portanto, a fase aquosa foi
extraida com EtOAc (3 x 15 mL) para obter o composto 10 sem a necessidade de purificagao

adicional.

10: 6leo amarelo, 93,9 mg, 41%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls3) 6 8,20 (ddd, J = 4,9, 2,0, 0,9
Hz, 1H), 7,48 (ddd, J= 8.6, 7,1, 2.0 Hz, 1H), 6,72 — 6,57 (m, 2H), 3,55 — 3,49 (m, 4H), 3,04 —
2,97 (m, 4H).

2-(piperazin-1-il)pirazina (11)

O composto 11 foi sintetizado a partir da 2-cloropirazina (300,0 mg, 2,619 mmol),
piperazina (676,8 mg, 7,857 mmol, 3,0 equiv.) e Na;CO3 (832,7 mg, 7,857 mmol, 3,0 equiv.)
em isopropanol a 90°C por 24h, seguindo o Procedimento Geral A. Purificagdo: cromatografia

em coluna flash, utilizando DCM/MeOH (gradiente de (9:1) a (8:2)) como eluente.

11: s6lido amarelo, 408.3 mg, 95 %. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): & 8,11 — 8,10 (m, 1H),
8,05 — 8,03 (m, 1H), 7,82 — 7,81 (m, 1H), 3,59 — 3,49 (m, 4H), 3,03 — 2,91 (m, 4H), 1,93 (s,
1H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3): § 155,32, 141,84, 132,99, 131,14, 45,84, 45,65.

6-cloro-N-ciclopropilnicotinamida (12)

O composto 12 foi preparado a partir do acido 6-cloronicotinico (161,0 mg, 10,2 mmol)
e da ciclopropanamina (69,0 mg, 12,2 mmol) em DMF por 28h, seguindo o Procedimento Geral
B. Purificagdo: cromatografia em coluna flash, utilizando uma mistura EtOAc/Hex (8:2) como

eluente.

12: s6lido branco, 1,58 g, 79%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): & 8,69 (dd, J = 2,5, 0,5 Hz,
1H), 8,06 (dd, /=38,3, 2,5 Hz, 1H), 7,38 (dd, /=8,3, 0,5 Hz, 1H), 6,56 (s, 1H), 2,94 — 2,81 (m,
1H), 0,98 — 0,79 (m, 2H), 0,67 — 0,59 (m, 2H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3): § 166,10,
154,37, 147,97, 138,08, 129,13, 124,49, 23,44, 6,89.
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4.2.6 Sintese do hit 1 e dos derivados 13-33
N-ciclopropil-6-(piperazin-1-il)nicotinamida (13)

O composto 13 foi sintetizado a partir do cloreto de arila 12 (480,0 mg, 2,44 mmol) e
da piperazina (631,0 mg, 7,32 mmol, 3,0 equiv.) em propanol a 85 °C por 22h, seguindo o
Procedimento Geral A. Purificacao: cromatografia em coluna flash, utilizando uma mistura de

DCM/MeOH (gradiente de (1:1) a (2:8)).

13: 6leo amarelo, 321,8 mg, 54%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 6 8,50 (d, /= 2,5 Hz, 1H),
7,87 (dd, J=9,0, 2,5 Hz, 1H), 6,58 (d, J=9,0 Hz, 1H), 6,20 (s, 1H), 3,61 — 3,59 (m, 4H), 3,47
(s, 1H), 2,97 — 2,95 (m, 4H), 2,88 — 2,83 (m, 1H), 0,86 — 0,81 (m, 2H), 0,60 — 0,58 (m, 2H).
RMN de 3C (101 MHz, CDCl): 8 167,62, 160,52, 147,32, 136,85, 118,85, 105,71, 45,83,
45,78, 23,11, 6,94. HRMS (ESI+): calculado para CisHoN4O™ [M + H]" = 247,1553 m/z,
encontrado [M + H]" =247,1553 m/z, erro = 0,00 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-(o-toluil)piperazin-1-il)nicotinamida (1)

O hit 1 foi preparado a partir da amina 13 (36,0 mg, 0,147 mmol) e do acido o-

toluilbordnico (40,0 mg, 0,294 mmol), seguindo o Procedimento Geral C.

1: s6lido branco, 15,0 mg, 31%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 6 8,52 (d, J = 2,5 Hz, 1H),
7.91 (dd, J = 9,0, 2,5 Hz, 1H), 7,26 — 7,16 (m, 2H), 7,03 — 6,99 (m, 2H), 6,67 (d, J = 9,0 Hz,
1H), 6,06 (s, 1H), 3,79 — 3,77 (m, 4H), 3,02 — 2,99 (m, 4H), 2,90 — 2,86 (m, 1H), 2,36 (s, 3H),
0,88 — 0,84 (m, 2H), 0,62 — 0,59 (m, 2H). RMN de 13C (101 MHz, CDCl3): & 160,62, 151,29,
147,30, 136,90, 132,87, 131,32, 126,81, 123,74, 119,20, 118,99, 105,86, 51,76, 45,53, 23,14,
18,03, 7,03. HRMS (ESI+): calculado para C20H2sN4O" [M + H]" = 337,2023 m/z, encontrado
[M +H]"=337,2021 m/z, erro = 0,59 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-metilpiperazin-1-il)nicotinamida (14)

O composto 14 foi preparado a partir do cloreto de arila 12 (100,0 mg, 0,510 mmol) e
da I-metilpiperazina (128,0 mg, 1,23 mmol) em propanol a 95 °C por 65h, seguindo o
Procedimento Geral A. Purificagdo: cromatografia em coluna flash, utilizando uma mistura de

DCM/MeOH (8:2).

14: solido branco, 72,3 mg, 54%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 6 8,49 (d, J = 2.5 Hz, 1H),
7,87 (dd, J=9,0, 2,5 Hz, 1H), 6,58 (d, /J=9,0 Hz, 1H), 6,18 (s, 1H), 3,66 — 3,63 (m, 4H), 2,87
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- 2,83 (m, 1H), 2,51 — 2,48 (m, 4H), 2,33 (s, 3H), 0,85 — 0,80 (m, 2H), 0,60 — 0,56 (m, 2H).
RMN de 3C (101 MHz, CDCI3): & 166,92, 159,70, 146.69, 136,18, 118,27, 105,08, 54,14,
45,54, 44,10, 22,45, 6,25. HRMS (ESI+): calculado para Ci14H2i1N4O" [M + H]" = 261,1710
m/z, encontrado [M + H]" = 261,1709 m/z, erro = 0,38 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-(4-metoxifenil)piperazin-1-il)nicotinamida (15)

O composto 15 foi sintetizado a partir do cloreto de arila 12 (18,09 mg, 0,092 mmol) e
da 1-(4-metoxifenil)piperazina (21,2 mg, 0,110 mmol) em DMF a 110 °C por 96h, seguindo o
Procedimento Geral A. Nenhum precipitado foi formado, portanto, a fase aquosa foi extraida

com EtOAc (3 x 15 mL) para obter o composto 15 sem a necessidade de purificagdo adicional.

15: solido amarelo, 12,3 mg, 38%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3): § 8,52 (d, J = 2,4 Hz, 1H),
7,90 (dd, J = 9,0, 2,4 Hz, 1H), 6,94 (d, J = 9,1 Hz, 2H), 6,86 (d, J = 9,1 Hz, 2H), 6,66 (d, J =
9,0 Hz, 1H), 6,08 (s, 1H), 3,81 — 3,78 (m, 4H), 3,78 (s, 3H), 3,17 — 3,15 (m, 4H), 2,90 — 2,83
(m, 1H), 0,88 — 0,83 (m, 2H), 0,63 — 0,58 (m, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3): § 167,51,
160,38, 154,40, 147,32, 145,61, 136,93, 119,07, 118,86, 114,68, 105,87, 55,72, 50,84, 45,09,
23,14,7,01. HRMS (ESI+): calculado para C20H2sN4O2" [M + H]" = 353,1792 m/z, encontrado
[M +H]" =353,1960 m/z, erro = 3,40 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-fenilpiperazin-1-il)nicotinamida (16)

O composto 16 foi sintetizado a partir do cloreto de arila 12 (114,0 mg, 0,580 mmol) e
da 1-fenilpiperazina (114,0 mg, 0,700 mmol) em propanol a 95 °C por 118h, seguindo o
Procedimento Geral A. Purificacdo: cromatografia em coluna flash, utilizando uma mistura de

DCM/MeOH (95:5).

16: solido branco, 184,6 mg, 99%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3): § 8,53 (d, J = 2,5 Hz, 1H),
7,91 (dd, J=9,0, 2,5 Hz, 1H), 7,32 — 7,25 (m, 2H), 6,98 — 6,94 (m, 2H), 6,90 (tt, J= 7,4, 1,0
Hz, 1H), 6,66 (dd, J= 9,0, 0,5 Hz, 1H), 6,18 (s, 1H), 3,83 — 3,78 (m, 4H), 3,32 — 3,27 (m, 4H),
2,92 -2,84 (m, 1H), 0,86 — 0,83 (m, 2H), 0,62 — 0,59 (m, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3):
0 164,94, 160,33, 151,23, 147,27,137,02, 129,40, 120,43, 119,20, 116,56, 105,91, 49,26, 44,95,
23,16, 7,03. HRMS (ESI+): calculado para C19H23N4O" [M + H]" = 323,1866 m/z, encontrado
[M +H]" =323,1856 m/z, erro = 3,09 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-(3-hidroxifenil)piperazin-1-il)nicotinamida (17)
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O composto 17 foi preparado a partir do cloreto de arila 12 (47,3 mg, 0,223 mmol) e do
3-(piperazin-1-il)fenol (47,8 mg, 0,268 mmol) em DMF a 110 °C por 72h, seguindo o
Procedimento Geral A. Nenhum precipitado foi formado, portanto, a fase aquosa foi extraida

com EtOAc (3 x 15 mL) para obter o composto 17 sem a necessidade de purificagcdo adicional.

17: s6lido marrom, 67,8 mg, 90%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): 5 9,17 (s, 1H), 8,58 (d,
J=12,5Hz, 1H), 8,22 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 7,94 (dd, J = 9,0, 2,5 Hz, 1H), 7,00 (t, J = 8,1 Hz,
1H), 6,88 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,42 (dd, J= 8,1, 2,5 Hz, 1H), 6,35 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 6,23 (dd,
J=8,1,1,6 Hz, 1H), 3,73 —3,70 (m, 4H), 3,18 — 3,16 (m, 4H), 2,82 — 2,50 (m, 1H), 0,69 — 0,65
(m, 2H), 0,55 — 0,53 (m, 2H). RMN de 1*C (101 MHz, DMSO-d): 5 166,50, 159,83, 158,24,
152,43, 147,95, 136,69, 129,81, 118,79, 107,02, 106,67, 105,77, 102,87, 48,22, 44,33, 23,00,
592. HRMS (ESI+): calculado para Ci9H2N4NaO>" [M + Na]" = 361,1635 m/z, encontrado
[M +Na]"=361,1627 m/z, erro = 2,22 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-(2-fluorofenil)piperazin-1-il)nicotinamida (18)

O composto 18 foi preparado a partir da amina 13 (40,0 mg, 0,162 mmol) e do acido 2-

fluorofenilboronico (45,4 mg, 0,325 mmol), seguindo o Procedimento Geral C.

18: solido branco, 6,0 mg, 11%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 6 8,54 (d, J = 2,3 Hz, 1H),
7,94 (dd, J=9,0, 2,3 Hz, 1H), 7,09 — 7,02 (m, 2H), 6,98 — 6,94 (m, 2H), 6,67 (d, J = 9,0 Hz,
1H), 6,09 (s, 1H), 3,84 — 3,81 (m, 4H), 3,20 — 3,18 (m, 4H), 2,91 — 2,86 (m, 1H), 0,90 — 0,83
(m, 2H), 0,62 — 0,58 (m, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCls): & 167,32, 160,12, 157,26,
154,82, 146,89, 140,03, 137,32, 124,72, 124,69, 123,18, 123,10, 119,37, 116,54, 116,34,
106,13, 50,56, 50,53, 45,35, 23,23, 7,01. HRMS (ESI+): calculado para C19H22FN4O" [M +
H]" =341,1772 m/z, encontrado [M + H]" = 341,1768 m/z, erro = 1,17 ppm.

6-(4-(2-clorofenil)piperazin-1-il)-V-ciclopropilnicotinamida (19)

O composto 19 foi sintetizado a partir da amina 13 (44,7 mg, 0,181 mmol) e do &cido

2-clorofenilboronico (56,7 mg, 0,363 mmol), seguindo o Procedimento Geral C.

19: s6lido branco, 6,5 mg, 10%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): § 8,53 (d, J = 2,5 Hz, 1H),
7,91 (dd, J = 9,0, 2,5 Hz, 1H), 7,39 (dd, J= 17,9, 1,4 Hz, 1H), 7,23 (dd, J = 17,9, 1,4 Hz, 1H),
7,05 (dd, /=179, 1,4 Hz, 1H), 7,01 (td, J= 17,9, 1,4 Hz, 1H), 6,67 (d, J=9,0 Hz, 1H), 6,03 (s,
1H), 3,87 — 3,79 (m, 4H), 3,20 — 3,12 (m, 4H), 2,90 — 2,86 (m, 1H), 0,89 — 0,84 (m, 2H), 0,61
— 0,60 (m, 2H). RMN de '3C (101 MHz, CDCl3): & 167,41, 149,09, 147,02, 137,15, 130,91,
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129,14, 127,83, 124,29, 120,61, 119,17, 106,03, 51,21, 45,38, 23,18, 7,02. HRMS (ESI+):
calculado para C19H2CIN4O" [M + H]" = 357,1477 m/z, encontrado [M + H]" = 357,1476 m/z,
erro = 0,28 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-(2-(trifluorometil)fenil)piperazin-1-il)nicotinamida (20)

O derivado 20 foi sintetizado a partir da amina 13 (23,7 mg, 0,096 mmol) e do acido 2-

trifluorometilfenilborénico (36,5 mg, 0,192 mmol), seguindo o Procedimento Geral C.

20: solido branco, 4,6 mg, 12%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): § 8,52 (d, J = 2,5 Hz, 1H),
7,90 (dd, J=9,0, 2,5 Hz, 1H), 7,65 (d, /= 17,7 Hz, 1H), 7,53 (t,J = 7,7 Hz, 1H), 7,34 (d, J=8§,1
Hz, 1H), 7,28 — 7,22 (m, 1H), 6,65 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,06 (s, 1H), 3,79 — 3,77 (m, 4H), 3,03
- 3,01 (m, 4H), 2,90 — 2,87 (m, 1H), 0,87 — 0,83 (m, 2H), 0,63 — 0,60 (m, 2H). RMN de *C
(101 MHz, CDCl3): 6 167,56, 160,60, 152,26, 147,34, 136,93, 132,98, 128,25, 127,78, 127,50,
127,45, 125,53, 125,33, 124,03, 122,81, 119,02, 105,86, 53,35, 45,50, 23,16, 7,02. HRMS
(ESI+): calculado para C20H2oF3sN4sO' [M + H]" = 391,1740 m/z, encontrado [M + H]" =
391,1737 m/z, erro = 0,77 ppm.

6-(4-benzilpiperazin-1-il)-/N-ciclopropilnicotinamida (21)

O composto 21 foi sintetizado a partir da amina 13 (54,5 mg, 0,220 mmol) e do
bromometilbenzeno (56,0 mg, 0,330 mmol) em DMF a 50 °C por 21h, seguindo o Procedimento
Geral D.

21: solido branco, 7,5 mg, 10%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): & 8,49 (d, J = 2,5 Hz, 1H),
7,86 (dd, J=9,0, 2,5 Hz, 1H), 7,33 — 7,26 (m, 5H), 6,57 (d, /= 9,0 Hz, 1H), 6,11 (s, 1H), 3,64
—3,61 (m, 4H), 3,55 (s, 2H), 2,87 — 2,84 (m, 1H), 2,54 — 2,51 (m, 4H), 0,86 — 0,81 (m, 2H),
0,60 — 0,58 (m, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl): & 167,59, 160,44, 147,33, 137,94,
136,81, 129,30, 128,46, 127,36, 118,73, 105,70, 63,19, 52,88, 44,91, 23,11, 6,97. HRMS
(ESI+): calculado para C20H2sN4O' [M + H]" = 337,2023 m/z, encontrado [M + H]" = 337,2023
m/z, erro = 0,00 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-(4-metoxibenzil)piperazin-1-il)nicotinamida (22)

O composto 22 foi sintetizado a partir da amina 13 (41,0 mg, 0,166 mmol) e do 1-
(clorometil)-4-metoxibenzeno (31,3 mg, 0,199 mmol) em DMF a 110 °C por 24h, seguindo o

Procedimento Geral D.



61

22: s6lido amarelo, 25,5 mg, 42%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 6 8,48 (d,J=2,5 Hz, 1H),
7,86 (dd, J=9,0, 2,5 Hz, 1H), 7,24 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,86 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,57 (d, J =
9,0 Hz, 1H), 6,11 (s, 1H), 3,80 (s, 3H), 3,63 — 3,60 (m, 4H), 3,48 (s, 2H), 2,86 — 2,84 (m, 1H),
2,51-2,49 (m, 4H), 0,85 0,81 (m, 2H), 0,60 — 0,58 (m, 2H). RMN de *C (101 MHz, CDCl):
6167,62, 160,43, 158,98, 147,33, 136,81, 130,50, 129,88, 118,70, 113,81, 105,71, 62,56, 55,40,
52,76, 44,90, 23,10, 6,96. HRMS (ESI+): calculado para C21H27N4O2" [M + H]" = 367,2128
m/z, encontrado [M + H]" = 367,2125 m/z, erro = 0,82 ppm.

6-(4-benzoilpiperazin-1-il)-/V-ciclopropilnicotinamida (23)

O composto 23 foi preparado a partir da amina 13 (52,7 mg, 0,210 mmol) e do acido
benzoico (31,0 mg, 0,250 mmol) em DMF a temperatura ambiente por 22h, seguindo o
Procedimento Geral B. Purifica¢do: cromatografia em coluna flash, utilizando uma mistura de

DCM/MeOH (9:1).

23: solido branco, 7,9 mg, 10%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 5 8,51 (d, J = 2,5 Hz, 1H),
7,92 (dd, J=8.9, 2,5 Hz, 1H), 7,43 (s, SH), 6,62 (d, J= 8,9 Hz, 1H), 6,12 (s, 1H), 3,69 (s, 8H),
2,89 2,84 (m, 1H), 0,87 — 0,83 (m, 2H), 0,62 — 0,58 (m, 2H). RMN de *C (101 MHz, CDCl:):
6 170,73, 167,43, 160,02, 147,47, 137,10, 135,42, 130,13, 128,71, 127,19, 119,73, 105,86,
47,28, 44,97, 41,96, 23,12, 6,75. HRMS (ESI+): calculado para C20H22NsNaO>+ [M + Na]* =
373,1635 m/z, encontrado [M + Na]" = 373,1636 m/z, erro = 0,27 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-(fenilsulfonil)piperazin-1-il)nicotinamida (24)

A uma solucao de 13 (55,5 mg, 0,230 mmol) em DCM (0,1 M), foi adicionado cloreto
de benzenossulfonila (40,0 mg, 0,230 mmol) e EtsN (69,0 mg, 0,690 mmol, 3,0 equiv.). A
reagdo foi agitada em temperatura ambiente por 23h. O solvente foi evaporado sob pressdo

reduzida e o residuo foi purificado por cromatografia em coluna flash (DCM/MeOH (9:1)).

24: s6lido branco, 63,0 mg, 70%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl:): 5 8,45 (d, J=2,5 Hz, 1H),
7,86 (dd, J = 8,9, 2,5 Hz, 1H), 7,76 — 7,74 (m, 2H), 7,63 — 7,57 (m, 1H), 7,56 — 7,50 (m, 2H),
6,55 (d,J=8,9 Hz, 1H), 6,11 (s, 1H), 3,74 — 3,71 (m, 4H), 3,11 — 3,08 (m, 4H), 2,86 — 2,83 (m,
1H), 0,83 — 0,80 (m, 2H), 0,61 — 0,57 (m, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3): § 167,25,
159,68, 147,24, 137,15, 135,62, 133,24, 129,33, 127,89, 119,79, 105,91, 45,84, 44,44, 23,16,
6,95. HRMS (ESI+): calculado para C19H22N4NaO3S™ [M + Na]" = 409,1305 m/z, encontrado
[M + Na]" = 409,1305 m/z, erro = 0,00 ppm.
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N-ciclopropil-6-(4-picolinoilpiperazin-1-il)nicotinamida (25)

O composto 25 foi sintetizado a partir da amina 13 (55,3 mg, 0,220 mmol) e do acido
picolinico (33,0 mg, 0,270 mmol) em DMF a temperatura ambiente por 21h, seguindo o

Procedimento Geral B. Purificacdo: cromatografia em coluna flash, utilizando uma mistura de

DCM/MeOH (9:1).

25: s6lido branco, 39,7 mg, 34%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): & 8,62 — 8,58 (m, 1H), 8,52
(d,J=2,5Hz, 1H), 7,91 (dd, /= 9,0, 2,5 Hz, 1H), 7,82 (td, J= 7,8, 1,5 Hz, 1H), 7,71 (dt, J =
7.8, 1,5 Hz, 1H), 7,37 (ddd, J = 7,8, 4,9, 1,5 Hz, 1H), 6,62 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,18 (s, 1H),
3,93 — 3,70 (m, 8H), 2,88 — 2,84 (m, 1H), 0,89 — 0,81 (m, 2H), 0,63 — 0,56 (m, 2H). RMN de
13C (101 MHz, CDCl3): § 167,76, 167,41, 160,13, 153,79, 148,41, 147,34, 137,35, 137,08,
124,93, 124,38, 119,54, 105,86, 46,83, 45,24, 44,62, 42,31, 23,15, 6,96. HRMS (ESI+):
calculado para C19H21NsNaOx+ [M + Na]" = 374,1587 m/z, encontrado [M + Na]" = 374,1587
m/z, erro = 0,00 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-(piridin-2-il)piperazin-1-il)nicotinamida (26)

O composto 26 foi sintetizado a partir do cloreto de arila 12 (56,5 mg, 0,288 mmol) e
da amina 3 (93,9 mg, 0,575 mmol) em DMF a 110 °C por 96h, seguindo o Procedimento Geral
A. A filtragdao do precipitado branco, a lavagem com agua destilada e a secagem sob pressao

reduzida, forneceram o composto 26 sem necessidade de qualquer purificag¢do adicional.

26: solido branco, 26,20 mg, 30%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): § 8,53 (s, 1H), 8,21 (d, J
=4,0 Hz, 1H), 7,91 (dd, /=89, 2,1 Hz, 1H), 7,51 (t,J= 7,0 Hz, 1H), 6,68 — 6,62 (m, 3H), 6,12
(s, 1H), 3,80 — 3,77 (m, 4H), 3,69 — 3,67 (m, 4H), 2,88 — 2,85 (m, 1H), 0,87 — 0,82 (m, 2H),
0,60 (s, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3): § 167,54, 160,30, 159,31, 148,15, 147,38,
137,77, 136,93, 119,06, 113,78, 107,23, 105,77, 44,83, 44,50, 23,14, 6,98. HRMS (ESI+):
calculado para C1sH2oNsO" [M + H]" = 324,1819 m/z, encontrado [M + H]" = 324,1813 m/z,
erro = 1,85 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)nicotinamida (27)

O composto 27 foi sintetizado a partir do cloreto de arila 12 (45,5 mg, 0,232 mmol) e
da amina 4 (31,7 mg, 0,193 mmol) em DMF a 110 °C por 72h, seguindo o Procedimento Geral
A. A filtragdo do precipitado branco, a lavagem com agua destilada e a secagem sob pressao

reduzida forneceram o composto 27 sem necessidade de qualquer purificacao adicional.
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27: s6lido branco, 23,0 mg, 37%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl:): § 8,53 (d, J= 2,5 Hz, 1H),
8,16 (d, J=1,5 Hz, 1H), 8,08 (dd, J=2,5, 1,5 Hz, 1H), 7,92 (dd, J = 8,9, 2,5 Hz, 1H), 7,88 (d,
J=2,5Hz, 1H), 6,64 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 6,18 (s, 1H), 3,80 — 3,79 (m, 4H), 3,75 — 3,71 (m,
4H), 2,90 — 2,83 (m, 1H), 0,87 — 0,82 (m, 2H), 0,62 — 0,58 (m, 2H). RMN de *C (101 MHz,
CDCl): 6 166,80, 159,45, 154,19, 146,71, 141,25, 136,37, 132,84, 130,42, 118,70, 105,10,
43,59, 43,40, 22,48, 6,30. HRMS (ESI+): calculado para C17H2i1N¢O" [M + H]" = 325,1771
m/z, encontrado [M + H]" = 325,1769 m/z, erro = 0,62 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-(pirimidin-2-il)piperazin-1-il)nicotinamida (28)

O composto 28 foi preparado a partir da amina 13 (43,8 mg, 0,180 mmol) e da 2-
cloropirimidina (22,0 mg, 0,200 mmol) em propanol a 90 °C por 24h, seguindo o Procedimento
Geral A. O precipitado foi filtrado, lavado com agua destilada e seco sob pressdo reduzida,

fornecendo o composto 28 sem necessidade de qualquer purificacdo adicional.

28: solido branco, 29,7 mg, 51%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): § 8,52 (d, J=2,5 Hz, 1H),
8,34 (d,.J = 4,7 Hz, 2H), 7,91 (dd, J= 9,0, 2,5 Hz, 1H), 6,64 (d,J = 9,0 Hz, 1H), 6,53 (t, J = 4,7
Hz, 1H), 6,12 (s, 1H), 3,95 — 3,93 (m, 4H), 3,75 — 3,72 (m, 4H), 2,90 — 2,84 (m, 1H), 0,86 —
0,83 (m, 2H), 0,62 — 0,58 (m, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3): 5 167,49, 161,74, 160,26,
157,93, 147,26, 137,02, 119,11, 110,42, 105,84, 44,64, 43,40, 23,14, 6,98. HRMS (ESI+):
calculado para C17H21N6O" [M + H]" = 325,1771 m/z, encontrado [M + H]" = 325,1765 m/z,
erro = 1,84 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-(3-cianopiridin-2-il)piperazin-1-il)nicotinamida (29)

O composto 29 foi sintetizado a partir da amina 13 (46,2 mg, 0,187 mmol) e da 2-
cloronicotinonitrila (31,2 mg, 0,225 mmol) em DMF a 110 °C por 24h, seguindo o
Procedimento Geral A. O precipitado foi filtrado, lavado com dgua destilada e seco sob pressao

reduzida, fornecendo o composto 29 sem necessidade de qualquer purificagdo adicional.

29: s6lido branco, 32,40 mg, 50%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 6 8,53 (d,J=2,3 Hz, 1H),
8,36 (dd, J=4.,7, 1,8 Hz, 1H), 7,92 (dd, J = 8,9, 2,3 Hz, 1H), 7,80 (dd, J = 7,6, 1,8 Hz, 1H),
6,79 (dd, J=17,6, 4,7 Hz, 1H), 6,62 (d, J= 8,9 Hz, 1H), 6,21 (s, 1H), 3,85 — 3,80 (m, 8H), 2,89
-2,85 (m, 1H), 0,87 — 0,82 (m, 2H), 0,62 — 0,58 (m, 2H). RMN de *C (101 MHz, CDCP): 5
166,85, 159,97, 159,55, 151,37, 146,71, 143,36, 136,35, 118,67, 117,45, 113,88, 105,07, 94,43,
46,97, 43,87, 22,48, 6,28. HRMS (ESI+): calculado para CioH21N6O" [M + H]" = 349,1771
m/z, encontrado [M + H]" = 349,1771 m/z, erro = 0,00 ppm.
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N-ciclopropil-6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)nicotinamida (30)

O composto 30 foi sintetizado a partir da amina 13 (61,0 mg, 0,248 mmol) e da 2-cloro-
3-(trifluorometil)piridina (54,0 mg, 0,297 mmol) em DMF a 120 °C por 65h, seguindo o
Procedimento Geral A. Purificagdo: cromatografia em coluna flash, utilizando uma mistura de

Hex/EtOAc (95:5).

30: solido branco, 24,3 mg, 25%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): § 8,52 (d, J = 2,4 Hz, 1H),
8,45 (dd, J=4.,8, 1,3 Hz, 1H), 7,95 — 7,86 (m, 2H), 7,03 (ddd, J = 7,7, 4,8, 0,7 Hz, 1H), 6,65
(d,J=9,0 Hz, 1H), 6,07 (s, 1H), 3,80 — 3,77 (m, 4H), 3,41 — 3,39 (m, 4H), 2,91 — 2,86 (m, 1H),
0,88 — 0,83 (m, 2H), 0,65 — 0,60 (m, 2H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3): 5 160,42, 159,62,
151,11, 151,06, 147,15, 137,29, 137,24, 136,78, 125,27, 118,93, 117,38, 105,74, 50,34, 44,86,
22,99, 6,85. HRMS (ESI+): calculado para CioH2F3NsO® [M + H]" = 392,1693 m/z,
encontrado [M + H]" = 392,1683 m/z, erro = 2,55 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-(5-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)nicotinamida (31)

O composto 31 foi preparado a partir da amina 13 (41,7 mg, 0,169 mmol) e da 2-cloro-
5-(trifluorometil)piridina (36,9 mg, 0,203 mmol) em propanol a 90 °C por 48h, seguindo o
Procedimento Geral A. A filtragdo do precipitado branco, a lavagem com agua destilada ¢ a
secagem sob pressdo reduzida, proporcionaram o composto 31 sem a necessidade de

purificacdo adicional.

31: solido branco, 15,9 mg, 24%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): & 8,53 (d, J=2,4 Hz, 1H),
8,42 (s, 1H), 7,92 (dd, J = 9,0, 2,4 Hz, 1H), 7,67 (dd, J = 9,0, 2,4 Hz, 1H), 6,67 — 6,61 (m, 2H),
6,06 (s, 1H), 3,81 (s, 8H), 2,89 — 2,87 (m, 1H), 0,88 — 0,84 (m, 2H), 0,63 — 0,61 (m, 2H). RMN
de 13C (101 MHz, CDCl3): 5 160,25, 160,11, 147,35, 147,35, 145,91, 137,02, 137,02, 134,81,
119,32, 105,72, 105,72, 44,21, 23,14, 7,02. HRMS (ESI+): calculado para C19H2F3NsO* [M
+H]" =392,1693 m/z, encontrado [M + H]" = 392,1683 m/z, erro = 2,55 ppm.

N-ciclopropil-6-(4-(3-nitropiridin-2-il)piperazin-1-il)nicotinamida (32)

O composto 32 foi sintetizado a partir da amina 13 (33,5 mg, 0,210 mmol) e da 2-cloro-
3-nitropiridina (43,1 mg, 0,175 mmol) em DMF a 110 °C por 22h, seguindo o Procedimento
Geral A. O precipitado foi filtrado, lavado com agua destilada e seco sob pressdo reduzida,

fornecendo o composto 32 sem necessidade de qualquer purificagdo adicional.
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32: solido amarelo, 31,7 mg, 49%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): & 8,52 (s, 1H), 8,36 (d, J
=3,1 Hz, 1H), 8,16 (d, J= 17,5 Hz, 1H), 7,92 (d, J= 7,5 Hz, 1H), 6,81 — 6,78 (m, 1H), 6,59 (d,
J=18,9 Hz, 1H), 6,20 (s, 1H), 3,81 — 3,79 (m, 4H), 3,61 — 3,59 (m, 4H), 2,87 — 2,86 (m, 1H),
0,84 — 0,83 (m, 2H), 0,60 (s, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3): § 167,50, 160,02, 152,84,
151,99, 147,38, 137,01, 135,81, 133,18, 119,28, 113,91, 105,60, 47,52, 44,14, 23,14, 6,94.
HRMS (ESI+): calculado para CisH21N6O3" [M + H]" = 369,1670 m/z, encontrado [M + H]" =
369,1667 m/z, erro = 0,81 ppm.

6-(4-(3-aminopiridin-2-il)piperazin-1-il)- V-ciclopropilnicotinamida (33)

A uma solugdo de 32 (10,2 mg, 0,028 mmol) em uma mistura de EtOAc/MeOH (1:1)
(10 mL), foi adicionado 10% de Pd/C (10% em peso). A reagdo foi agitada a temperatura
ambiente e borbulhado H> até redugdo completa de 32. A mistura reacional foi filtrada em Celite

e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida para obter o composto 33.

33: s6lido marrom, 9,4 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): § 8,53 (d,J=2,3 Hz, 1H),
7,91 (dd, J = 9,0, 2,3 Hz, 1H), 7,80 (dd, J=4,8, 1,3 Hz, 1H), 6,98 (dd, J= 7,7, 1,3 Hz, 1H),
6,87 (dd, J=17,7, 4,8 Hz, 1H), 6,67 (d, J=9,0 Hz, 1H), 6,11 (s, 1H), 3,83 (s, 2H), 3,78 — 3,76
(m, 4H), 3,24 — 3,21 (m, 4H), 2,89 — 2,85 (m, 1H), 0,87 — 0,82 (m, 2H), 0,62 — 0,58 (m, 2H).
RMN de 3C (101 MHz, CDCl3): § 165,22, 158,85, 149,58, 147,30, 137,97, 136,90, 121,96,
120,06, 115,25, 105,96, 48,64, 45,42, 14,25, 7,03. HRMS (ESI+): calculado para C1sH23NcO"
[M +H]" =339,1928 m/z, encontrado [M + H]" = 339,1928 m/z, erro = 0,00 ppm.

4.2.7 Sintese do intermediario 34 e dos derivados 35-48 e 51-53
propil 6-cloronicotinato (34)

A uma solugdo do acido 6-cloronicotinico (103,0 mg, 6,546 mmol, 1,0 equiv.) em
propanol (0,6 M), foi adicionado EDC (1,40 g, 7,201 mmol, 1,1 equiv.), DMAP (80,0 mg,
0,6546 mmol, 0,1 equiv.) e EtzN (2,0 g, 19,639 mmol, 3,0 equiv.) sob agitacdo a temperatura
ambiente por 24h. Em seguida, o propanol excedente foi evaporado e adicionado agua destilada
a temperatura ambiente. A solucgdo foi extraida com acetato de etila (3 x 20 mL), a fase organica
foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi
submetido a purificagdo por cromatografia em coluna flash, utilizando Hex/EtOAc (7:3) como

eluente para obter o derivado 34.

34: 6leo incolor, 1,1 g, 82%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8,99 (dd, J = 2.4, 0,6 Hz, 1H),
8,24 (dd, J=8,3, 2,4 Hz, 1H), 7,41 (dd, J = 8,3, 0,7 Hz, 1H), 4,31 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 1,89 —
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1,71 (m, 2H), 1,03 (t, J= 7,4 Hz, 3H). RMN de 13C APT (101 MHz, CDCls) § 164,62, 155,71,
151,30, 139,70, 125,47, 124,29, 67,39, 22,14, 10,56.
propil 6-(4-fenilpiperazin-1-il)nicotinato (35)

O composto 35 foi sintetizado a partir do éster 34 (300,0 mg, 1,503 mmol, 1,0 equiv.) e
da fenilpiperazina (292,7 mg, 1,804 mmol, 1,2 equiv.) em DMF a 100 °C por 47h, seguindo o
Procedimento Geral A. O precipitado foi filtrado, lavado com dgua destilada e seco sob pressao

reduzida, fornecendo o composto 35 sem necessidade de qualquer purificacdo adicional.

35: sélido branco, 378,7 mg, 77%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8,81 (d, /= 1,9 Hz, 1H),
8,04 (dd, J =9,0, 2,4 Hz, 1H), 7,28 (dd, J = 8,9, 7,5 Hz, 2H), 6,95 (dd, J = 8,7, 0,9 Hz, 2H),
6,89 (t,J=17,3 Hz, 1H), 6,63 (d, /=9,0 Hz, 1H), 4,23 (t, /= 6,6 Hz, 2H), 3,86 — 3,81 (m, 4H),
3,32 — 3,25 (m, 4H), 1,82 — 1,70 (m, 2H), 1,00 (t, /= 7,4 Hz, 3H). RMN de *C (101 MHz,
CDCl3) 6 166,22, 160,68, 151,09, 138,72, 129,35, 120,42, 116,52, 115,38, 105,42, 66,22,
49,21, 44,77, 22,26, 10,60. HRMS (ESI+): calculado para C19H24N30," [M + H]" = 326,1863
m/z, encontrado [M + H]" = 326,1853 m/z, erro = 3,06 ppm.

Acido 6-(4-fenilpiperazin-1-il)nicotinico (36)

A uma solucao do éster 35 (330,0 mg, 1,014 mmol, 1,0 equiv.) em THF (0,2 M), foi
adicionado NaOH (2M, 5,0 mL, 10,141 mmol, 10 equiv.). A reagdo foi agitada a temperatura
ambiente por 18h. Em seguida, o THF foi evaporado e adicionado HCI (2M) lentamente a 0°C
até pH~3. O precipitado foi filtrado, lavado com agua destilada e seco sob pressao reduzida,

fornecendo o composto 36 sem necessidade de qualquer purificagdo adicional.

34: solido branco, 210,0 mg, 74%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,59 (d, /= 2,2 Hz,
1H), 8,07 (dd, J=9,2, 2,3 Hz, 1H), 7,35 (d, J = 6,0 Hz, 4H), 7,13 (d, /= 9,1 Hz, 1H), 7,06 (s,
1H), 4,25 (s, 1H) 4,03 (s, 4H), 3,48 — 3,41 (m, 4H). RMN de *C APT (101 MHz, DMSO-d6)
0 165,88, 157,90, 147,38, 139,55, 129,46, 129,39, 117,87, 115,55, 107,96, 49,93, 43,87.

N-ciclopentil-6-(4-fenilpiperazin-1-il)nicotinamida (37)

O composto 37 foi preparado a partir do acido carboxilico 36 (87,8 mg, 0,310 mmol) e
da ciclopentanamina (24,0 mg, 0,2818 mmol) em DMF por 72h, seguindo o Procedimento
Geral B. O precipitado foi filtrado, lavado com 4gua destilada e seco sob pressao reduzida,

fornecendo o composto 37 sem necessidade de qualquer purifica¢do adicional.

37: s6dido amarelo, 93,9 mg, 97%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8,55 (d, J=2,5 Hz, 1H),
7,92 (dd, J=9,0, 2,5 Hz, 1H), 7,29 (dd, /= 9,0, 7,5 Hz, 2H), 6,97 (d, J= 7,5 Hz, 2H), 6,90 (t,
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J=17,5Hz, 1H), 6,67 (d, J=9,0 Hz, 1H), 5,84 (d, /= 7,1 Hz, 1H), 4,45 — 4,34 (m, 1H), 3,84 —
3,78 (m, 4H), 3,33 — 3,28 (m, 4H), 2,11 — 2,06 (m, 2H), 1,73 — 1,65 (m, 4H), 1,53 — 1,40 (m,
2H). RMN de '*C APT (101 MHz, CDCls) § 165,71, 160,22, 151,22, 147,10, 137,07, 129,40,
120,43, 119,73, 116,56, 105,97, 51,74, 49,26, 45,01, 33,51, 23,96.

N-ciclohexil-6-(4-fenilpiperazin-1-il)nicotinamida (38)

O composto 38 foi preparado a partir do 4acido carboxilico 36 (30,0 mg, 0,106 mmol) e
da ciclohexanamina (7,8 mg, 0,128 mmol) em DMF por 49h, seguindo o Procedimento Geral
B. O composto 38 foi obtido apos extracdo com EtOAc (3 x 15 mL) sem necessidade de

qualquer purificagdo adicional.

38: solido branco, 12,6 mg, 32%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 5 8,56 (d, /= 1,9 Hz, 1H),
7,92 (dd, J=9,0, 2,5 Hz, 1H), 7,31 - 7,27 (m, 2H), 6,97 (d, J= 7,8 Hz, 2H), 6,90 (t, /= 7,3 Hz,
1H), 6,67 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 5,79 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 4,02 — 3,92 (m, 1H), 3,85 — 3,79 (m,
4H), 3,36 — 3,24 (m, 4H), 2,03 — 2,01 (m, 2H), 1,76 — 1,73 (m, 2H), 1,47 — 1,38 (m, 3H), 1,22
— 1,20 (m, 3H). RMN de C APT (101 MHz, CDCl3) 6 165,21, 160,29, 151,25, 147,21,
136,99, 129,38, 120,38, 119,85, 116,54, 105,90, 49,24, 48,63, 44,98, 33,48, 25,75, 25,05.

N-fenil-6-(4-fenilpiperazin-1-il)nicotinamida (39)

O composto 39 foi preparado a partir do 4cido carboxilico 36 (20,0 mg, 0,071 mmol) e
da anilina (7,9 mg, 0,085 mmol) em DMF por 20h, seguindo o Procedimento Geral B. O
precipitado foi filtrado, lavado com &gua destilada e seco sob pressdo reduzida, fornecendo o

composto 39 sem necessidade de qualquer purifica¢do adicional.

39: sélido marrom, 19,5 mg, 77%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8,71 (d, J=2,3 Hz, 1H),
8,02 (dd, J=9.,0, 2,3 Hz, 1H), 7,67 (s, 1H), 7,62 (d, J= 7,8 Hz, 2H), 7,37 (t, J = 7,8 Hz, 2H),
7,30 (t, J= 7,8 Hz, 2H), 7,14 (t, J=7,2 Hz, 1H), 6,98 (d, /= 7,8 Hz, 2H), 6,91 (t, /= 7,2 Hz,
1H), 6,72 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 3,89 — 3,82 (m, 4H), 3,35 — 3,28 (m, 4H). RMN de *C APT
(101 MHz, CDCl) 6 160,30, 151,09, 147,62, 138,19, 137,40, 129,36, 129,10, 124,43, 120,55,
120,49, 120,44, 119,53, 116,56, 106,20, 49,23, 44,87.
6-(4-fenilpiperazin-1-il)-/NV-(2-(piperidin-1-il)etil)nicotinamida (40)

O composto 40 foi preparado a partir do 4cido carboxilico 36 (20,0 mg, 0,071 mmol) e
da 2-(piperidin-1-il)etan-1-amina (10,91 mg, 0,085 mmol) em DMF por 66h, seguindo o
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Procedimento Geral B. O composto 40 foi obtido apos extragdo com EtOAc (3 x 15 mL) sem

necessidade de qualquer purificagdo adicional.

(40): solido amarelo, 10,4 mg, 37%. RMN de 'H (400 MHz, CDCL) § 8,65 (d, J = 2,3 Hz,
1H), 7,99 (dd, J = 8,9, 2,3 Hz, 1H), 7,29 (dd, J = 8,5, 7,4 Hz, 2H), 6,97 (d, J = 8,0 Hz, 2H),
6,90 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 6,65 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 3,86 — 3,76 (m, 4H), 3,63 — 3,59 (m, 2H),
3,34 — 3,26 (m, 4H), 2,79 — 2,71 (m, 2H), 2,63 (s, 4H), 1,70- 1,65 (m, 4H), 1,52 — 1,45 (m, 2H).
RMN de 3C APT (101 MHz, CDCL) & 166,31, 160,33, 151,25, 147,95, 137,03, 129,38,
120,36, 119,15, 116,53, 105,82, 57,30, 54,47, 49,25, 44,92, 35,84, 25,15, 23,76.

N-(2-hidroxietil)-6-(4-fenilpiperazin-1-il)nicotinamida (41)

O composto 41 foi preparado a partir do 4cido carboxilico 36 (30 mg, 0,106 mmol) e do
2-aminoetan-1-ol (7,79 mg, 0,128 mmol) em DMF por 66h, seguindo o Procedimento Geral B.
O composto 41 foi obtido apos extragdo com EtOAc (3 x 15 mL) sem necessidade de qualquer

purificagdo adicional.

41: sélido amarelo, 5,4 mg, 16%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 8,61 (d, J = 2,4 Hz, 1H),
7,94 (dd, J=9,0, 2,5 Hz, 1H), 7,29 (dd, J = 8,6, 7,3 Hz, 2H), 6,97 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 6,90 (t,
J=1,3 Hz, 1H), 6,67 (d, J=9,0 Hz, 1H), 6,59 (t, /= 5,0 Hz, 1H), 3,83 — 3,78 (m, 6H), 3,66 —
3,58 (m, 2H), 3,32 — 3,27 (m, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 167,26, 160,39, 151,20,
147,72, 137,01, 129,38, 120,39, 118,88, 116,53, 105,83, 62,65, 49,23, 44,92, 42.97.

N-metil-6-(4-fenilpiperazin-1-il)nicotinamida (42)

O composto 42 foi preparado a partir do acido carboxilico 36 (20,0 mg, 0,071 mmol) e
da metilamina (16,0 mg, 0,236 mmol) em DMF por 49h, seguindo o Procedimento Geral B. O
composto 42 foi obtido apds extracdo com EtOAc (3 x 15 mL) sem necessidade de qualquer

purificacdo adicional.

42: so6lido amarelo, 5,3 mg, 25%. RMN de 'H (400 MHz, CDCIl3) § 8,56 (d, J = 2,5 Hz, 1H),
7,94 (dd, J = 8,9, 2,5 Hz, 1H), 7,29 (dd, J = 8.9, 7,3 Hz, 2H), 6,97 (dd, J = 8.9, 0,8 Hz, 2H),
6,90 (t,J=7,3 Hz, 1H), 6,67 (d, J= 8,9 Hz, 1H), 6,03 (d, /= 4,5 Hz, 1H), 3,85 — 3,77 (m, 4H),
3,34 — 3,26 (m, 4H), 2,99 (d, J = 4,5 Hz, 3H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) & 166,85,
160,32, 151,23, 147,24, 137,01, 129,38, 120,39, 119,43, 116,54, 105,95, 49,24, 44,94, 26,82.
N-isopropil-6-(4-fenilpiperazin-1-il)nicotinamida (43)
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O composto 43 foi preparado a partir do acido carboxilico 36 (37,1 mg, 0,131 mmol) e
da isopropilanamina (9,32 mg, 0,158 mmol) em DMF por 49h, seguindo o Procedimento Geral
B. O composto 43 foi obtido apds extracdo com EtOAc (3 x 15 mL) sem necessidade de

qualquer purificacao adicional.

43: solido amarelo, 37,0 mg, 87%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) § 8,55 (d, J=2,5 Hz, 1H),
7,92 (dd, J =89, 2,5 Hz, 1H), 7,29 (t,J=7,9 Hz, 2H), 6,97 (d, J= 8,3 Hz, 2H), 6,90 (t, /= 7,4
Hz, 1H), 6,67 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 5,71 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 4,30 — 4,25 (m, 1H), 3,83 — 3,78
(m, 4H), 3,33 — 3,27 (m, 4H), 1,26 (d, J = 6,5 Hz, 6H). RMN de '*C APT (101 MHz, CDCls)
6 165,33, 160,34, 151,27,147,27,136,93, 129,39, 120,39, 119,73, 116,55, 105,88, 49,25, 44,98,
41,88, 23,11.

N,N-dietil-6-(4-fenilpiperazin-1-il)nicotinamida (44)

O composto 44 foi preparado a partir do acido carboxilico 36 (42,0 mg, 0,148 mmol) e
da dietilanamina (12,0 mg, 0,163 mmol) em DMF por 48h, seguindo o Procedimento Geral B.
O composto 44 foi obtido apoés extragdo com EtOAc (3 x 15 mL) e purificagdo por

cromatografia em coluna flash, utilizando uma mistura de EtOAc/Hex (9:1).

44: solido amarelo, 30,0 mg, 60%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 8,28 (d, J=2,4 Hz, 1H),
7,61 (dd, J= 8.8, 2,4 Hz, 1H), 7,31 — 7,26 (m, 2H), 6,97 (dd, J = 8,8, 0,8 Hz, 2H), 6,89 (t, J =
7,3 Hz, 1H), 6,68 (d, J= 8,8 Hz, 1H), 3,82 — 3,73 (m, 4H), 3,47 — 3,44 (m, 4H), 3,34 — 3,26 (m,
4H), 1,20 (t,J=7,3 Hz, 6H). RMN de 3C APT (101 MHz, CDCl3) § 169,33, 159,13, 150,96,
146,39, 136,90, 129,03, 121,79, 120,01, 116,21, 105,91, 48,94, 44,80.

(6-(4-fenilpiperazin-1-il)piridin-3-il)(pirrolidin-1-il)metanona (45)

O composto 45 foi preparado a partir do acido carboxilico 36 (41,1 mg, 0,145 mmol) e
da pirrolidina (11,3 mg, 0,159 mmol) em DMF por 30h, seguindo o Procedimento Geral B. O
precipitado foi filtrado, lavado com 4gua destilada e seco sob pressao reduzida, fornecendo o

composto 45 sem necessidade de qualquer purificagdo adicional.

45: sélido branco, 41,3 mg, 85%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8,45 (d, J = 2,0 Hz, 1H),
7,78 (dd, J = 8,9, 2,0 Hz, 1H), 7,30 (dd, J = 8,9, 7,3 Hz, 2H), 6,98 (dd, J = 8,9, 0,9 Hz, 2H),
6,90 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 6,68 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 3,83 — 3,75 (m, 4H), 3,63 — 3,57 (m, 4H),
3,34 — 3,27 (m, 4H), 1,94 — 1,90 (m, 4H). RMN de *C APT (101 MHz, CDCls) § 167,86,
159,45, 151,21, 147,76, 137,97, 129,38, 121,95, 120,44, 116,57, 106,06, 49,95, 49,30, 46,65,
45,08, 26,75, 24,51.
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(6-(4-fenilpiperazin-1-il)piridin-3-il)metanol (46)

(o)

\N THF anidrg \N

o e

Ar (atm)
N N
@ 33 27h, t.a ©/ < a4
(100%)

A uma solu¢ao do éster 35 em THF anidro (0,1 M) foi adicionada uma solucao de
LiAlH4 (1 M) em THF (12 equiv.) a 0°C e sob atmosfera de argdnio. A reacdo foi agitada por
27 horas a temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 0,34 mL de 4agua destilada,
0,34 mL de solu¢do 15% de NaOH e 0,51 mL de 4dgua destilada, respectivamente, a 0°C em
agitacdo. A reacdo foi filtrada em Celite utilizando uma mistura de DCM/MeOH (1:1) obtendo

o produto 44 com 100% de rendimento.

46: sélido branco, 106,2 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8,18 (d, /= 2,3 Hz, 1H),
7,56 (dd, J=38,7, 2,3 Hz, 1H), 7,29 (dd, J = 8,7, 7,4 Hz, 2H), 6,98 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 6,89 (t,
J=17,4 Hz, 1H), 6,71 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 4,58 (s, 2H), 3,75 — 3,69 (m, 4H), 3,34 — 3,28 (m,
4H). RMN de *C (101 MHz, CDCls) & 159,34, 151,42, 147,39, 137,74, 129,36, 125,74,
120,28, 116,56, 107,29, 63,02, 49,34, 45,59.

6-(4-fenilpiperazin-1-il)nicotinaldeido (47)

A uma solugdo de 46 (101,0 mg, 0,375 mmol), em DCM anidro (0,1 M) foi adicionado
PDC (282,1 mg, 0,750 mmol, 2,0 equiv.) a temperatura ambiente sob agitagdo por 27h. Em
seguida, foi adicionado éter dietilico (4 mL) e realizada uma filtragdao para remocao de PDC
excedente. O filtrado foi seco sob pressdo reduzida e submetido a purificagdo por cromatografia
em coluna flash, utilizando uma mistura de Hex/EtOAc (1:1) como eluente para obter o aldeido

47 com 16% de rendimento.

47: s6lido amarelo, 15,7 mg, 16%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 9,80 (s, 1H), 8,59 (d, J
=2,3 Hz, 1H), 7,96 (dd, J=9,0, 2,3 Hz, 1H), 7,30 (dd, /= 8,7, 7,3 Hz, 2H), 6,96 (d, J= 7,9
Hz, 2H), 6,91 (t, J= 7,3 Hz, 1H), 6,71 (d, J=9,0 Hz, 1H), 3,96 — 3,89 (m, 4H), 3,36 — 3,28
(m, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCls) 5 189,16, 162,89, 154,48, 151,03, 136,79, 129,43,
122,85, 120,55, 116,54, 106,28, 49,23, 44,78.
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(E)-N-ciclopropil-1-(6-(4-fenilpiperazin-1-il)piridin-3-il)metanimina (48)

A uma solucdo do aldeido 47 (14,7 mg, 0,055 mmol), em éter dietilico (1 mL) foi
adicionado ciclopropilamina (3,4 mg, 0,061 mmol, 1,1 equiv.) sob agitacdo a temperatura
ambiente por 29h. Em seguida, foi adicionado agua destilada e o precipitado foi filtrado e seco

sob pressdo reduzida, fornecendo a imina 48 sem necessidade de qualquer purificacdo adicional.

48: solido alaranjado, 17,0 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 8,34 (s, 1H), 8,31 (d,
J=2,2Hz, 1H), 7,95 (dd, J=9,0, 2,2 Hz, 1H), 7,29 (dd, /= 9,0 7,3 Hz, 2H), 6,97 (dd, /= 9,0,
0,9 Hz, 2H), 6,89 (t,J=7,3 Hz, 1H), 6,69 (d, /=9,0 Hz, 1H), 3,82 — 3,77 (m, 4H), 3,33 — 3,28
(m, 4H), 3,0 — 2,95 (m, 1H), 0,95 — 0,85 (m, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCls) 5 159,95,
155,83, 151,34, 149,52, 135,46, 129,38, 122,73, 120,31, 116,53, 106,94, 49,28, 45,14, 42,10,
8,71.

1-(S-nitropiridin-2-il)-4-fenilpiperazina (51)

O composto 51 foi preparado a partir do cloreto de arila 50 (50,0 mg, 0,315 mmol) e da
fenilpiperazina (61,4 mg, 0,378 mmol) em DMF a 110 °C por 22h, seguindo o Procedimento
Geral A. O precipitado foi filtrado, lavado com 4gua destilada e seco sob pressdo reduzida,

fornecendo o composto 51 sem necessidade de qualquer purifica¢do adicional.

51: solido amarelo, 90,0 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 9,07 (dd, J = 2,8, 0,5
Hz, 1H), 8,24 (dd, J = 9.5, 2,8 Hz, 1H), 7,31 (dd, J = 8.8, 7,3 Hz, 2H), 6,97 — 6,94 (m, 2H),
6,92 - 6,61 (m, 1H), 6,62 (d, /=9,5 Hz, 1H), 3,97 — 3,91 (m, 4H), 3,35 — 3,29 (m, 4H). RMN
de 3C APT (101 MHz, CDCls) 8 160,52, 150,89, 146,61, 133,24, 129,47, 120,69, 116,58,
104,73, 49,19, 44,97.

6-(4-fenilpiperazin-1-il)piridin-3-amina (52)

A uma solucao de 51 (83,22 mg, 0,293 mmol) em uma mistura de EtOAc/MeOH (1:1)
(10 mL), foi adicionado 10% de Pd/C (10% em peso). A reacao foi agitada a temperatura
ambiente e borbulhado H» até reducdo completa de 51 (21h). A mistura reacional foi filtrada
em Celite e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida para obter o composto 52 sem

necessidade de qualquer purificagdo adicional.

52: solido rosa, 77,2 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7,82 (dd, J=2.9, 0,6 Hz,
1H), 7,31 — 7,26 (m, 2H), 7,02 — 6,90 (m, 3H), 6,89 — 6,86 (t, /= 7,3 Hz, 1H), 6,64 (d, J= 8,8
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Hz, 1H), 3,57 — 3,50 (m, 4H), 3,35 — 3,28 (m, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 5 154,56,
151,54, 135,50, 135,01, 129,29, 126,24, 120,09, 116,50, 108,83, 49,41, 47,05.

N-(6-(4-fenilpiperazin-1-il)piridin-3-il)ciclopropanocarboxamida (53)

O composto 53 foi preparado a partir do acido ciclopropanoico (12,2 mg, 0,142 mmol)
e da amina 52 (30,0 mg, 0,118 mmol) em DMF por 20h, seguindo o Procedimento Geral B. O
precipitado foi filtrado, lavado com &gua destilada e seco sob pressdo reduzida, fornecendo o

composto 53 sem necessidade de qualquer purificagio adicional.

53: solido rosa, 17,2 mg, 45%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) $ 8,15 (d, J=2,6 Hz, 1H), 7,92
(d,J=6,8 Hz, 1H), 7,30 — 7,26 (m, 2H), 6,98 (d, /= 7,9 Hz, 2H), 6,89 (t, J= 7,3 Hz, 1H), 6,69
(d,J=9,1 Hz, 1H), 3,71 — 3,62 (m, 4H), 3,33 — 3,27 (m, 4H), 2,77 (s, 1H), 1,56 — 1,45 (m, 1H),
1,11 - 1,05 (m, 2H), 0,90 — 0,79 (m, 2H). RMN de *C (101 MHz, CDCI3) 5 172,19, 156,89,
151,43, 140,04, 131,42, 129,33, 126,39, 120,23, 116,55, 107,32, 49,33, 45,98, 15,57, 8,01.

4.3 Procedimento Experimental (Biologico)

O efeito antiplasmodial dos compostos foi validado contra a cepa 3D7 de P. falciparum
por meio de diluicdes seriadas duplas dos compostos que foram preparadas em placas de 96
pocos em triplicata e incubadas por 96 h em condigdes normais de crescimento, usando uma
parasitemia inicial de 0,5% e um hematécrito de 4% em um volume de 100 pL por pogo. A
proliferagdo parasitaria foi determinada medindo a carga de DNA via fluorescéncia nos pogos
através da adicao de 100 pL. de tampao de lise suplementado com SYBR Green 1 (0,02% v/v)
e incubagdo por 1 h em temperatura ambiente no escuro. A fluorescéncia foi quantificada
usando um leitor de placas CLARIOstar (BMG Labtech, Alemanha) em bandas de
comprimento de onda de excitacdo e emissao de 485 (£ 9) e 530 (£ 12) nm, respectivamente.
O ajuste focal e de ganho foi realizado usando os controles ndo tratados (sinal de fluorescéncia
esperado mais alto)! ¢,

Os dados foram adquiridos por meio do software CLARIOstar (V5.20) e MARS,
dimensionados manualmente para 0-100% e plotados usando GraphPad Prism (versdo 8.4.3
para Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com). A andlise
dos valores de ICso foi realizada usando o ajuste de curva de regressao nao linear implementado

no GraphPad Prism sempre que possivel com a andlise de quatro pardmetros — inclinacao
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varidvel. Os residuos foram testados quanto a normalidade por meio do teste D'Agostino-

Pearson omnibus (K2) e quanto a homocedasticidade para verificar a ponderacao adequada.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, a estratégia sintética utilizada para obteng¢ao do 4it 1 se mostrou eficiente
e sua poténcia (ICso) antimalarica foi confirmada através dos ensaios bioldgicos. Isso
possibilitou o inicio de um trabalho Ait-to-lead, visando otimizar a classe das piridilpiperazinas
contra a malaria. Foram planejadas modificacdes nos diferentes fragmentos do kit 1 com
objetivo de melhorar as propriedades biologicas, principalmente a poténcia antimalarica nesse
primeiro momento. As estratégias sintéticas utilizadas para obter os derivados foram eficientes,
sendo obtidos 38 derivados inéditos do kit 1 explorando modifica¢des nos fragmentos toluil e
amida. Todos os compostos foram enviados para ensaios bioldgicos contra P. falciparum. Os
resultados de ICso referentes as modificagdes realizadas no fragmento toluil foram obtidos
enquanto os resultados referentes ao fragmento amida estdo em andamento.

Foi estabelecida uma relacdo estrutura-atividade para esta série de piridilpiperazina, ao
explorar o fragmento toluil do A4if 1. Isso revelou caracteristicas estruturais cruciais para a
atividade antiplasmodica desses compostos, permitindo identificar andlogos otimizados do Ait
1. Todos esses compostos otimizados possuiam um anel aromdtico diretamente ligado a
piperazina. Investiga¢des preliminares destacaram que a remogao do grupo aril ou a introducao
de um espagador foram altamente prejudiciais a atividade, resultando em compostos com
atividade até seis vezes menor que o /it 1.

Em contraste, a substituicdo do grupo orfo-metil no hit 1 por substituintes orto-
fluorados, como o o-fluoreto no composto 18 e o o-trifluormetil no composto 20, proporcionou
os primeiros compostos otimizados da série. Embora esses compostos fossem comparaveis ao
hit 1 em termos de poténcia e citotoxicidade, eles se mostraram muito mais promissores em
relagdo a estabilidade metabdlica e perfil farmacocinético devido a essa substituigao.

A introducdo de dtomos de nitrogénio endociclicos no mesmo fragmento aril foi bem
tolerada. As conclusdes obtidas para os compostos 18 e 20 também se aplicaram a
pirazinilpiperazina 27, que apesar da poténcia antiplasmodica duas vezes menor que a do Ait 1
apresentou melhor valor de clog(P), resultando no maior LLE da série.

A combinagdo desses dois elementos levou ao desenvolvimento do derivado orto-
trifluormetilpiridin-2-il 30. Esse composto ndo apenas apresentou poténcia antiplasmoddica,
citotoxicidade e seletividade comparaveis ao Aif 1, mas também se beneficiou de um perfil
metabolomico altamente otimizado, devido tanto ao substituinte CF3 quanto ao nitrogénio

endociclico, quando comparado ao fragmento toluil do 4it 1, facilmente metabolizado.
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Esses quatro compostos otimizados, juntamente com outros compostos da série com
atividade antiplasmoédica abaixo de 15 pM, mostraram um perfil ADME in silico adequado as
caracteristicas esperadas de compostos lideres. Embora a lipofilicidade tenha se mantido em
niveis moderados, com a maioria dos valores de clog(P) entre 2 e 3, os compostos
demonstraram valores de LLE moderados, principalmente entre 3 e 4, com exce¢do da
pirazinilpiperazina 27, que apresentou um LLE de 4,59. No entanto, tais valores de LLE sdo
compativeis com compostos lideres iniciais.

Além disso, uma avaliacao adicional dos compostos mais potentes (IC50 < 15 uM)
contra a cepa Dd2, resistente a medicamentos, revelou que a série foi capaz de manter sua
poténcia contra essa cepa de P. falciparum. Isso ¢ crucial, dada a recente emergéncia de
infec¢des maldricas resistentes a tratamentos. Portanto, os quatro compostos otimizados 18, 20,
27 ¢ 30 podem ser considerados um ponto de partida adequado para estudos futuros envolvendo

a classe de piridilpiperazina contra P. falciparum.
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Figura A2 — Espectro de RMN de 'H de 11 (400 MHz, CDCl5)
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Figura A105 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do composto 53
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Figura A106 — Espectro de RMN de '*C (101 MHz, CDCls) do composto 53



