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RESUMO

Neste trabalho foi investigada a atividade biologica de 25 compostos da classe das
arilmorfolinas contra as formas amastigotas dos parasitas Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e L.
infantum (L. infantum), causadores da doenca de Chagas e da leishmaniose visceral,
respectivamente. Esses compostos foram obtidos por meio de uma rota sintética simples,
iniciando pela reagao de Substituicdo Nucleofilica Aromatica, seguida pela reducao do grupo
nitro por hidrogenagao catalitica e finalizando com a amidacdo, e foram caracterizados por
RMN de 'H e '>C APT. O hit 1 apresentou alta poténcia contra T. cruzi (ICso 0,76 uM e IS
109,5) e moderada contra L. infantum (ICso 10,7 uM e IS 36,3). Entretanto, foram identificadas
algumas limitacdes no perfil farmacocinético in vitro, como baixa solubilidade cinética, alta
instabilidade metabdlica e baixa permeabilidade TGI, atribuidas ao alto carater lipofilico do
composto. Dessa forma, com base na analise da relagdo estrutura-atividade (SAR), foram feitas
modifica¢des estruturais nos fragmentos benzoil, aril central e morfolina, com o objetivo de
superar essas limitagdes, por meio da avaliacdo dos valores tedricos de clogP. Foi feita a
investigacdo da remog¢do dos grupos metoxila, a introdu¢do de um nitrogénio endociclico aos
anéis aromaticos, a remoc¢ao da morfolina e a troca do grupo trifluorometil (CF3) por outros
substituintes. O derivado mais promissor contra 7. cruzi no fragmento benzoil foi o 10 (ICso
2,1 uM e clogP 2,26), com o nitrogénio endociclico na posi¢ao orfo e a hidroxila na posi¢ao
para, enquanto no fragmento aril central foi o derivado 21 (ICso <4,3 uM e clogP 2,66) com o
flaor diretamente ligado ao anel aromatico. Ja contra L. infantum, dois derivados apresentaram
atividades equipotentes ao #it 1, sendo eles os derivados 9 (ICso 10,8 uM e clogP 2,85) e 19
(ICs0 10,0 uM e clogP 3,12). O derivado 21 (ICso 12,8 uM e clogP 2,66) apresentou também
atividade proxima a do composto kit 1. Apesar disso, a atividade anti-L. infantum foi, em geral,
de moderada a baixa, sugerindo que essa classe seja mais promissora contra o parasita 7. cruzi.
Ensaios complementares serdo realizados para avaliacdo da melhoria do perfil farmacocinético

in vitro, além de ensaios de atividade antiparasitaria in vivo.

Palavras-chave: doen¢a de Chagas; leishmaniose; arilmorfolinas.



ABSTRACT

In this work, the biological activity of 25 compounds from the arylmorpholine class was
investigated against the amastigote forms of the parasites Trypanosoma cruzi (T. cruzi) and
Leishmania infantum (L. infantum), responsible for Chagas disease and visceral leishmaniasis,
respectively. These compounds were obtained through a simple synthetic route, starting with a
Nucleophilic Aromatic Substitution reaction, followed by catalytic hydrogenation of the nitro
group, and finalized with an amidation reaction, and they were characterized by 'H and *C APT
NMR spectroscopy. Hit 1 showed high potency against 7. cruzi (ICso 0.76 uM and SI = 109.5)
and moderate against L. infantum (ICso 10.7 uM and SI 36.3). However, some limitations were
identified in its in vitro pharmacokinetic profile, such as low kinetic solubility, high metabolic
instability, and low gastrointestinal permeability, all attributed to the compound's high
lipophilicity. Therefore, based on structure—activity relationship (SAR) analysis, structural
modifications were made to the benzoyl, central aryl, and morpholine fragments to overcome
these limitations, through the evaluation of the theoretical clogP values. The investigation
included the removal of methoxy groups, the introduction of an endocyclic nitrogen into the
aromatic rings, the removal of the morpholine moiety, and the replacement of the
trifluoromethyl (CFs) group with other substituents. The most promising derivative against 7.
cruzi in the benzoyl fragment was compound 10 (ICso 2.1 uM and clogP 2.26), featuring an
endocyclic nitrogen at the ortho position and a hydroxyl group at the para position. For the
central aryl fragment, the most active compound was derivative 21 (ICso < 4.3 uM and clogP =
2.66), bearing a fluorine atom directly attached to the aromatic ring. Against L. infantum, two
derivatives showed equivalent activities to hit 1, compound 9 (ICso 10.8 uM and clogP 2.85)
and compound 19 (ICso 10.0 pM and clogP 3.12). Compound 21 (ICso = 12.8 uM and clogP =
2.66) also exhibited activity close to that of the reference compound. Nonetheless, the anti-L.
infantum activity observed in this series was generally moderate to low, suggesting that this
class is more promising against 7. cruzi. Additional studies will be conducted to evaluate
improvements in the in vitro pharmacokinetic profile, as well as in vivo antiparasitic activity of

the most potent and pharmacokinetically favorable compounds.

Keywords: Chagas disease; leishmaniasis; arylmorpholines.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas Tropicais Negligenciadas

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) s3o um subconjunto de infec¢des
causadas por diversos patégenos, estando, muitas vezes, relacionadas a comunidades de baixas
condigdes sociais em regides tropicais e subtropicais. Atualmente, a Organizagdo Mundial da
Satde (OMS) reconhece cerca de 20 infecgdes e condigdes como DTNs (entre elas, as causadas
por parasitas, vermes, bactérias e toxinas), porém alguns autores expandem essa lista para mais
de 40 infecgoes (Hotez ef al., 2020; WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), [s.d.]).

Com um importante impacto socioecondomico ao redor do mundo, as DTNs sdo um
grande problema de satde publica, sendo um risco para mais de 1,7 bilhdo de pessoas no mundo
e causando a morte de aproximadamente 200 mil pessoas por ano. Entre 2016-2020 foram
detectados mais de 500 mil casos de DTNs no Brasil, com média de 116 mil casos por ano,
sendo cerca de 43% na regido Nordeste (Ministério Da Saude, 2024a; Santos et al., 2020).

Além disso, as mudancas climaticas t€ém causado um grande impacto nas DTNs, em
especial, devido ao aumento das temperaturas. Esse impacto esta relacionado principalmente
ao aumento no nimero de casos, periodicidade e tempo de contagio, surgimento de novos casos
em regides ndo endémicas, entre outros fatores. Entretanto, essas questdes podem ser atribuidas
também a outros fatores humanos, como a globalizagdo, o crescimento populacional, a
urbaniza¢do e a migracdo humana (Tidman; Abela-Ridder; De Castafieda, 2021).

Dentro desse grupo de doengas, se encontram a doeng¢a de Chagas e a leishmaniose,
causadas por protozoarios parasitas da familia 7Trypanosomatidae, responsavel por diversas

infecgdes classificadas como doencas negligenciadas (Lapierre et al., 2024)

1.2 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (também conhecida como tripanossomiase americana), ¢ uma
infec¢do causada pelo protozoério parasita Trypanosoma cruzi (T. cruzi), com mais de sete
milhdes de pessoas infectadas e 25 milhdes de pessoas em risco de infec¢do ao redor do mundo.
Apesar de endémica na América Latina, essa infeccdo tem sido mais consistentemente
detectada, nas tltimas décadas, em regides ndo endémicas como a Europa (com pelo menos

180 mil casos) e América do Norte (com 350 mil casos). Em paises endémicos, a principal
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forma de transmissdo do parasita ocorre de forma oral ou por meio dos vetores, sendo o
principal vetor o mosquito barbeiro (Caldas; Santos; Novaes, 2019).

Pertencente a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae, o T. cruzi €
caracterizado pela presenca de um flagelo, sendo a sua identificagdo relativamente facil devido
a seu cinetoplasto (estrutura contendo DNA dentro da mitocondria) volumoso. Para o
desenvolvimento de seu ciclo evolutivo, sdo necessarios dois hospedeiros, um invertebrado
(vetor) e um vertebrado. Ele se apresenta em trés formas: a triposmatigota (sendo o estagio
contaminante), a epimastigota (forma replicativa ndo infecciosa no vetor) e a amastigota (forma
replicativa na célula do hospedeiro vertebrado) (Avelar, 2008).

Na transmissdo vetorial classica (figura 1), o ciclo bioldgico se inicia quando um inseto
se alimenta de um mamifero contaminado e incorpora o parasita tripomastigota circulante. Ele
ird se diferenciar na forma amastigota, se proliferar no trato gastrointestinal e voltar para a
forma tripomastigota metaciclica no reto do vetor. Ao realizar um novo repasto sanguineo em
um individuo ndo contaminado, o vetor ird liberar o parasita, através das fezes, chegando até o
sistema circulatorio por meio de lesdes na pele, iniciando o ciclo no hospedeiro mamifero
(Martin-Escolano et al., 2022; Martinho, 2021; Urbina, 1999).

Ao penetrar o sistema circulatorio, o parasita ird se diferenciar na forma amastigota e
invadir o citoplasma da célula, onde se multiplicara por fissdo binaria, até ser convertido
novamente a forma tripomastigota e romper a membrana celular, através do movimento
continuo e intenso. Ao romper a membrana, o parasita poderd invadir células adjacentes ou
entrar na corrente sanguinea ou linfatica para serem disseminados. Uma vez na corrente
sanguinea, os parasitas podem contaminar novos vetores que realizarem o repasto sanguineo,

continuando o seu ciclo evolutivo (Martin-Escolano et al., 2022; Martinho, 2021).
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Figura 1 — Ciclo evolutivo do parasita 7. cruzi.

Estagio no inseto Estagio no Humano

A\ - Estégio Infectante
A- Estagio Diagndstico

Fonte: Imagem adaptada do Manual MSD (2023).
Vale lembrar que o ciclo evolutivo classico ¢ superficial e que o processo em

hospedeiros mamiferos € mais complexo do que o relatado acima. O comportamento bioldgico
do parasita pode variar de acordo com a proporcao das formas dos parasitas no hospedeiro, que
por sua vez pode ser dependente com a cepa do 7. cruzi (Martin-Escolano et al., 2022).

A infeccdo por 7. cruzi se desenvolve inicialmente pela fase aguda, caracterizada pela
alta presenga de parasita no sangue (podendo ser facilmente detectada pela observacdo em
microscopio), geralmente, assintomatica ou com poucos sintomas como febre, anorexia ou
taquicardia. Na maioria das vezes, essas manifestacdes desaparecem espontaneamente € 0s
individuos infectados ndo desenvolvem os sintomas relacionados a doenca de Chagas.
Entretanto, cerca de 30% dos individuos irdo progredir para a fase cronica da doenca,
apresentando complicagdes neuroldgicas, digestivas e/ou cardiacas, sendo a mais severa delas
(e a principal causa de mortalidade da doencga), a Cardiomiopatia Chagésica Cronica (CCC),
caracterizada pela inflamagao cronica do coragdo. Esse processo de desenvolvimento da doenga
esta representado na Figura 2 (Caldas; Santos; Novaes, 2019; Fleau et al., 2019; Lidani et al.,

2019).
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Figura 2 — Ciclo evolutivo do parasita T. cruzi.
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Fonte: Adaptado do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (2023).
Os medicamentos utilizados atualmente no tratamento da doenga de Chagas incluem o

Nifurtimox e Benznidazol (Figura 3), compostos nitro heterociclicos com efeitos colaterais
graves (DE SOUZA et al., 2020; HERCOS et al., 2024).

O Nifurtimox foi o primeiro medicamento utilizado contra a doenga de Chagas e possui
baixa eficicia na fase cronica, sendo mais eficaz em criangas com a fase aguda da doenca ou
em adultos recentemente infectados. Com um longo tempo de tratamento (60-90 dias),
apresenta alguns efeitos colaterais frequentes como anorexia, perda de peso, parestesia, nausea,
vomito e cdlicas intestinais. Entretanto, o seu uso clinico foi substituido pelo Benznidazol, uma
vez que esse ultimo apresenta efeitos colaterais menos intensos com eficacia similar ao do
Nifurtimox. Os efeitos colaterais mais frequentes do Benznidazol sdo manifestacdes na pele,
parestesia, neuropatia periférica, anorexia e perda de peso, com a diminui¢do da medula 6ssea,
surgimento de manchas roxas na pele e agranulocitose sendo as manifestagdes mais graves
(Sales Junior et al., 2017).

Figura 3 — Estrutura dos farmacos Nifurtimox e Benznidazol.
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Fonte: Autor
Os mecanismos de acdo desses dois medicamentos estdo associados a enzima nitro-

redutase, responsavel pela bioativagdo de compostos nitroheterociclos em 7. cruzi, gerando
espécies reativas que causam a morte do parasita. Dessa forma a diminuic¢ao da atividade dessa
enzima gera resisténcia ao Nifurtimox e ao Benznidazol (Santos ef al., 2020). O Benznidazol
atua modificando covalentemente macromoléculas como DNA, proteina e lipideos, diminuindo

a proliferagdo do parasita. Por sua vez, o Nifurtimox, produz radicais nitro-anidonicos que podem
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sofrer oxidacdo e originar metabolitos contendo espécies reativas de oxigé€nios altamente

toxicas (Sales Junior et al., 2017).

1.3 Leishmaniose

As leishmanioses, por sua vez, sdo um conjunto de DTNs causadas por diversas espécies
de protozoarios parasitas pertencentes ao género Leishmania. Com mais de um milhao de novos
casos de infecgdo por ano e causando a morte de 20 a 40 mil pessoas anualmente, estd em
segundo lugar no rank de mortalidade entre as doencas negligenciadas (Lal ef al., 2023;
McNamara et al., 2022).

Esses parasitas sao transmitidos para os mamiferos hospedeiro por meio de vetores,
sendo o principal deles as fémeas do mosquito-palha. Diversas espécies de Leishmania podem
causar diferentes tipos de manifestagdes clinicas das leishmanioses, onde a forma mais severa
¢ a leishmaniose visceral, geralmente fatal caso ndo seja tratada (Burza; Croft; Boelaert, 2018)
No subcontinente Indiano e no leste da Africa, o principal causador da leishmaniose visceral
(também chamada de calazar) ¢ a espécie L. donovoani, enquanto na Europa e América Latina,
¢ causada principalmente pela espécie L. infantum (Mishra et al., 2021)

Em 2024, o Ministério da Saude langou um painel para o monitoramento da situacao
epidemiologica da leishmaniose no Brasil, permitindo o monitoramento e avaliagdo mais
precisa das tendéncias e areas com maior ocorréncia. Através dessa ferramenta foi possivel
identificar o registro de mais de 13 mil casos de leishmaniose tegumentar em 2023 (com os
estados da Regido Norte sendo os mais afetados), e uma média de 2 mil casos de leishmaniose
visceral por ano com surtos localizados, especialmente na Norte e Nordeste (Ministério Da
Saude, 2024b).

A transmissdo vetorial da leishmaniose se inicia quando as fémeas realizam o repasto
sanguineo, se alimentando de individuos infectados e ingerindo macréfagos com a forma
amastigota do parasita. Em seguida, ao atingir o intestino do inseto, ocorre o rompimento dos
macrofagos e a liberacdo da forma amastigota, que ird se multiplicar por divisdo binaria e se
diferenciar em promastigota (forma flagelada). As promastigotas irdo colonizar o esofago e a
faringe do vetor até se diferenciarem na forma promastigota metaciclicas, as formas infectantes
do parasita (Boechat, 2015).

Quando o vetor realizar um novo repasto sanguineo, ele ird regurgitar a forma
promastigota metaciclica e os macréfagos irdo fagocitar o parasita, na derme do hospedeiro.

Em seguida, ir4 ocorrer a diferenciacdo para a forma amastigota e a replicacdo por divisao
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binaria até o rompimento do macréfago. Uma vez no espago intercelular, as amastigotas
liberadas serdo fagocitadas por novos macroéfagos em um processo continuo, de forma que
ocorra a disseminacao hematogénica.

Atualmente, existem diversos medicamentos disponiveis para o tratamento contra a
leishmaniose visceral, dentre eles: os antimoniais pentavalentes (Pentostam e Glucantime),
miltefosina, paromicina, pentamidina e a anfotericina B (Figura 2). Esses farmacos possuem
mecanismos de agdo distintos um do outro, sendo que alguns desses mecanismos ainda nao sao
bem definidos (HERCOS et al., 2024; MISHRA et al., 2021).

Figura 4 — Estrutura dos principais farmacos contra a leishmaniose.
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Fonte: Autor
Porém, cada um desses medicamentos possui uma série de limitagdes, como a alta

toxicidade, que gera efeitos colaterais graves, eficacia limitada, resisténcia dos parasitas, além
do alto custo e longo tempo de tratamento. Além disso, desconforto e dor devido a aplicagao
por via parental de alguns desses medicamentos também sdo preocupagdes no tratamento das
leishmanioses. Para superar essa limitagdo, investigagdes estdo sendo feitas para o

desenvolvimento de novas formulagdes que possibilitem o uso tropico de medicamentos contra
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a leishmaniose cutanea, além da busca de novos fairmacos capazes de atuar por via oral contra

a leishmaniose visceral ¢ cutanea (Santos et al., 2020).
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2 JUSTIFICATIVA

Como apontado por Lal et al. (2023) e McNamara et al. (2022), o longo tempo de
tratamento, o elevado nivel de toxicidade e o surgimento de espécies resistentes aos
medicamentos atualmente disponiveis, sdo alguns dos principais obstaculos enfrentados para o
controle e erradicagdo da leishmaniose. Além disso, a administragdo por via parental (ou seja,
diretamente na corrente sanguinea) e o alto custo tornam a acessibilidade ao tratamento ainda
mais escasso, especialmente em areas de baixa infraestrutura e recursos limitados, onde a
doenga ¢ mais prevalecente.

A doenca de Chagas possui um tratamento com maior eficicia na fase aguda — que
geralmente ocorre sem o diagndstico do paciente, por ndo apresentar sintomas caracteristicos —
e eficacia limitada na fase cronica, momento em que os sintomas caracteristicos da doenca
costumam aparecer. Além disso, a dura¢do prolongada do tratamento e os efeitos adversos
severos associados a alta toxicidade dos farmacos acabam levando muitos pacientes a
interromper o tratamento antes da conclusao, comprometendo ainda mais o controle da doenca
(Brak et al., 2010; Fleau et al., 2019).

Todos esses fatores aliados ao aparecimento de casos em regides que antes nao eram
endémicas, o aumento na periodicidade e no tempo dos surtos epidemiologicos — resultantes
das mudangas climaticas e da globalizagdo — evidenciam a urgéncia para o desenvolvimento de
novos farmacos eficazes contra as DTNs, em especial a doenga de Chagas e a leishmaniose
(Fleau et al., 2019; Tidman; Abela-Ridder; De Castafieda, 2021).

Assim, existe uma intensa colaboragao entre a industria farmacéutica e a academia em
busca de desenvolver novos compostos que possam atuar como novos farmacos contra essas
doencas, com diversos trabalhos sendo publicados dentro desse tema. As duas principais forma
utilizadas para a identificagdo de novos compostos capazes de agirem como farmacos sdo: a
abordagem fenotipica (na qual, ndo se tem nenhuma informagao sobre o alvo molecular) e a
abordagem baseada no alvo (em que se tem conhecimento do alvo molecular especifico do
composto). Além disso, outra abordagem bastante utilizada ¢ a de reposicionamento de
farmacos, onde um medicamento ja utilizado contra uma doenca ¢ avaliado contra outra doenga,
podendo economizar tempo uma vez que os efeitos colaterais do medicamento no corpo ja sao
conhecidos (J; Musuvathi; Chanda, 2021; McNamara et al., 2022; Santos et al., 2020).

A abordagem por alvo molecular tem sido utilizada na busca de novos compostos contra
a doenga de Chagas, onde diversos alvos ja foram estudados e identificados, dentre eles: a via

de biossintese do ergosterol, a cruzaina e tripanotiona redutase, estando essa ultima presente
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também nos parasitas do género Leishmania, com alguns antidepressivos, ansioliticos e
antipsicéticos tendo demonstrado atividade tripanocida pela inibicdo da enzima. Outra
estrategia nessa busca ¢ a utilizacdo de complexos farmaco-metal ¢ a combinagao de terapias
com pacientes na fase cronica da doenga de Chagas.

Para a leishmaniose, novas formulagdes de compostos ja utilizados foram avaliadas,
além da utilizagdo de tratamentos tdpicos, nanotubos de carbono como carregadores de
farmacos. A estratégia mais utilizada para a leishmaniose € o reposicionamento de farmaco,
com grande parte dos farmacos disponivel atualmente sendo resultado de reposicionamento
(Santos et al., 2020).

Dentre esses diversos trabalhos publicados, nosso grupo selecionou o trabalho realizado
por Pefia e colaboradores (2015), onde foram testados, através de uma triagem automatizada
em larga escala (do inglés High ThroughputScreening, HTS), cerca de 1,8 milhdes de
compostos da biblioteca Glaxo Smith Kline contra os parasitas 7. cruzi e L. donovani.

Dentre esses compostos avaliados, o kit 1 (Figura 4) foi selecionado por apresentar uma
atividade biologica interessante, com uma poténcia adequada contra os dois parasitas (com ICso
de até 5,0 uM) e baixa citotoxicidade (CCso HepG2 > 100 uM). Além disso, o composto possui
uma estrutura simples, com a possibilidade de realizagdo de modificagdes estruturais,
permitindo a exploragdo da relagdo estrutura-atividade dessa classe de compostos, obtendo-os
por meio de reacdes relativamente simples.

Figura 5 — Estrutura do it 1 reportado por Pefia e colaboradores (2015).
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Fonte: Autor
O hit 1 foi, portanto, selecionado para este trabalho, a fim de investigar e otimizar a

poténcia contra os parasitas 7. cruzi e L. infantum, através da realizagdo de modifica¢des
estruturais. Além disso, foi realizada também a investigacdo do perfil farmacocinético in vitro

dos compostos mais promissores.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Investigar e otimizar a atividade biologica de uma série de compostos da classe

arilmorfolinas contra o 7. cruzi e a L. infantum.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar, purificar e caracterizar o hit 1.

e Determinar a atividade biologica do 4it 1 contra os parasitas 7. cruzi e L. infantum, além
da sua citotoxicidade e perfil farmacocinético in vitro.

e Planejar, sintetizar e caracterizar derivados com modificagdes estruturais no Aif 1.

e Avaliar a poténcia e citotoxicidade dos derivados sintetizados contra os parasitas 7.
cruzi e L. infantum.

e Avaliar o perfil farmacocinético dos compostos mais potentes, através de ensaios in

vitro de Absorg¢ao, Distribuicdo e Metabolismo (ADME).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Planejamento, sintese e caracterizacao do hit 1

A primeira etapa do projeto foi a sintese e caracterizagdo do it 1, para validar a poténcia
contra os parasitas 7. cruzi e L. infantum. Para isso, foi feita uma andlise retrossintética do
composto, onde foi possivel observar que o0 mesmo poderia ser obtido através de uma reagao
de amidacdo com o acido carboxilico 6a e a anilina 5a, obtida da redu¢do do grupo nitro do
composto 4a. O composto 4a, por sua vez, poderia ser obtido por uma reacio de Substitui¢do
Nucleofilica Aromatica (SnAr) entre o fluoreto 2a e a morfolina 3a (Esquema 1).

Esquema 1 — Analise retrossintética para a obtengao do Ait 1.
(L

o :
/CEN\) Fac/C[f NH, / O F3C/®[ NO,

FsC JNH OMe . ~ — /@[ -

/O 5a  Redugdo FiC NO, 2a

Amidacao (\O
OH OMe
OMe 4a HN\)
Hit1 (0] 3
a
OMe
6a

Fonte: Autor
Com a rota sintética definida, iniciou o processo de sintese do 4if 1, primeiro pela reacao
de SnAr com o fluoreto 2a e a morfolina 3a, na presenca de carbonato de potassio (K2COs3)
como base em dimetilformamida (DMF) a 60 °C, obtendo o intermedidrio 4a com 97% de
rendimento apds 24 horas de reagdo. Em seguida, o grupo nitro do intermedidrio 4a foi reduzido
por hidrogenacdo catalitica em metanol (MeOH), a temperatura ambiente e 12 horas de reacao,
levando a obtencdo da anilina Sa com 99% de rendimento (Esquema 2).
Esquema 2 — Rota sintética para a obtencao da anilina Sa.
o S S
F K,COs NS Pd/C (10%) N
F3C/©:N02 DMF F30/©: MeOH F3C/®[NH2
2a 60 °C, 24h 4a ta. 12h
97% 99%

5a

Fonte: Autor.
O grupo nitro presente na reacdo de SnAr desempenha um papel extremamente
importante nesse mecanismo, pois ele € responsavel por estabilizar a carga apds o ataque

nucleofilico da amina. Assim quando a base desprotonar o hidrogénio da morfolina, o grupo
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nitro ira reestabelecer a aromaticidade do anel e o halogénio ira ser removido formando o
produto (Esquema 3).

Esquema 3— Proposta de mecanismo para a reacao de SnAr.
0

HN\) (\ 0
- Ih N
ch : : :

Fonte: Autor.
Com a anilina 5a obtida, o Ait 1 poderia ser obtido através de uma reagdo de amidacao,

porém, devido a baixa reatividade da anilina (cujo pares de elétrons estdo em ressonancia com
o anel aromatico), duas condi¢des de amidagao foram avaliadas. Na primeira condicao (a), a
anilina 5a foi reagida com o acido carboxilico 6a, utilizando o Hexafluorofosfato de
Benzotriazolil-Tetrametil-Uronio (HBTU) como reagente de acoplamento e a trietilamina
(EtsN) como base, em DMF. A reacdo ficou em agitacdo, inicialmente a temperatura ambiente,
aumentando gradativamente a temperatura até 80 °C. Apo6s 139 horas de reagdo, o it 1 foi
obtido com 29% de rendimento (Esquema 4).

Esquema 4 — Sintese do 4it 1 utilizando a condi¢do de amidacao a.

o

0 O OMe N
{J HBTU, Et;N
+ HoO
/@[ o NH OMe
FaC NH, OMe %\©\
hit 1

6a ta. até 80 °C, 139h
5a 29%

Fonte: Autor
Nessa condi¢do, o HBTU funcionaria como um reagente de acoplamento, realizando
uma reacdo de condensagdo com o acido carboxilico, formando o éster ativado como
intermediario. Esse éster ativado, por sua vez, possuiria um melhor grupo abandonador quando
a anilina realizasse o ataque a carbonila, formando o intermedidrio que pode ser desprotonado,

levando a obtencao da amida e do 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) (Esquema 5).
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Esquema 5 — Proposta de mecanismo para a reagao de amidagdo com HBTU.

EtsN
N - 0
N J
0 SN 0 /L\(’é% B :O\j«R Ar\NH2
B RN § M A X
) R™ 0 @[\N 0 N
N \TJJ\T/ N

Ester
ativado J

Fonte: Autor
Na segunda condicdo (b), o acido carboxilico foi convertido no cloreto de acila
correspondente, através da reacdo com o cloreto de oxalila e DMF anidro como catalisador em
diclorometano (DCM) anidro, a temperatura ambiente e atmosfera de argdnio. Em seguida, o
cloreto de acila foi submetido a uma reagdo de amidagao com a anilina 5a, na presenca de EtsN
anidra em diclorometano anidro, a temperatura ambiente e atmosfera de argonio por 114 horas,
levando a obtencdo do Aif 1 com 53% de rendimento (Esquema 6).

Esquema 6 — Sintese do 4if 1 utilizando condi¢dao de amidagao b.

(\o
N o
~ ~ F3C/©:NH2 @

3 3 X
(COCl),; DMF Et;N FiC NH O

HO Cl
DCM DCM
~ ~ (o)
t.a., Ar atm., 5h t.a., Ar atm., 114h
7
6a 2 53% ?
hit1

Fonte: Autor
Aqui o mecanismo iria ocorrer em duas etapas, com a primeira etapa sendo a formagao
do cloreto de acila, com o DMF catalitico reagindo com o cloreto de oxalila para formar o sal
intermediario, que sofreria o ataque do acido carboxilico. Em seguida, o intermediério A iria
realizar uma transferéncia de préotons gerando o intermediario B, que seria atacado pelo cloreto
gerando o cloreto de acila e o intermediario C, que seria convertido a DMF, com a liberagao de

HCI (Esquema 7).
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Esquema 7 — Proposta de mecanismo para formacao do cloreto de acila.

Cloreto de
oxalila
DMF
(0]
H H CO s s | C:O
L a Sl = AR om)l\ N._o )
ov/jl\N/ ‘o)\\ﬁ/ \H)J\Cl N " ~Gra
I o I ~H O cl 02
:Cl
X e T
O
| C + o | Z :
+ .0._O._N_ TP. S .
- - /QYQ RJCOH — 1 ~ R”COH ! RJ\CI
-co, ~ - c’ H
oo o h R Cl - | ‘
B o H N i Cloreto de |
Intermediario A | | acila |
Intermediario B e '
H | | ; o |
N ND O ‘ !
LY L
~C TR Ra L ONTH,
cl ( - co
o :Cl 1
Intermediario C : DMF
s

Fonte: Autor
A segunda etapa seria a formacdo da amida, através do ataque do par de elétrons da
anilina a carbonila e a saida do cloro. A formagao do cloreto de acila resultaria em um material
altamente reativo que seria facilmente atacado pela anilina, resultando na formagdo da amida
com a liberacao de HCIl (Esquema 8).

Esquema 8— Proposta de mecanismo para reagdo de amidacdo com cloreto de acila.

AN T a
AI'—NHz CLJJ\R —> R c’}l; r . )]\ JAr

HCl R H
LS el

Fonte: Autor

As duas condigdes levaram a obtengao do /it 1 com rendimentos satisfatorios. Contudo
areacdo utilizando o cloreto de acila resultou em um rendimento superior aquela com o HBTU,
além de possibilitar a realizagdo em condi¢des mais brandas de temperatura. Esses resultados
jé& eram esperados, uma vez que o cloro ¢ um grupo de saida mais eficiente, por suportar melhor
a carga eletronegativa, tornando o cloreto de acila mais reativo que o éster ativado. Entretanto,
devido a sua alta reatividade, o cloreto de acila possui uma alta instabilidade, podendo ser
facilmente hidrolisado de volta ao acido carboxilico, tornando-o mais dificil de manusear do
que o HBTU.

Por fim, o it 1 foi caracterizado por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e

13C, utilizando cloroférmio deuterado (CDCl3) como solvente. Nos espectros de RMN de 'H
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(Figura 6), foi possivel observar dez sinais referentes aos hidrogénios do kit 1, com os
deslocamentos expressos em parte por milhdo (ppm) e as integrais representando a quantidade
de hidrogénios no sinal. As atribui¢des desses sinais podem ser observadas no espectro com os
hidrogénios acima do sinal ou dentro das expansoes.

O singleto em 10.36 ppm foi atribuido ao hidrogénio do NH e os sinais situados entre
9.00 ppm e 6.00 ppm, foram atribuidos aos hidrogénios dos anéis aromaticos. Na regido dos
aromaticos, o dupleto mais deslocado em 8.86 ppm (J = 2.1 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H3,
por ser o mais desprotegido, devido a sua proximidade ao CF3 e ao nitrogénio, que podem retirar
elétrons por indugdo. Esse hidrogénio ¢ um dupleto com baixa multiplicidade, resultante do seu
acoplamento meta com o hidrogénio H5, um dupleto duplo em 7.34 ppm (/= 8.3, 2.1 Hz), que
por sua vez, realiza também um acoplamento orfo com o hidrogénio H6, um dupleto em 7.20
ppm (J = 8.3 Hz). Em relacdo aos hidrogénios aromaticos do fragmento benzoil, o sinal
referente ao hidrogénio H15 foi atribuido ao dupleto mais protegido em 6.58 ppm (J = 2.3 Hz),
por estar entre dois grupos doadores de elétrons por ressonancia. J& o hidrogénio H17 foi
atribuido ao dupleto duplo em 6.68 ppm (J = 8.8, 2.3 Hz), por causa do seu acoplamento meta
com o H15 e do seu acoplamento orto com o H18, atribuido ao dupleto em 8.28 ppm (J = 8.8
Hz).

Nos alifaticos, foi possivel observar o singleto em 4.10 ppm referente aos hidrogénios
H19 da metoxila, um tripleto em 2.96 ppm (J = 4.6 Hz) dos hidrogénios H8 e H9 da morfolina.
Os sinais referentes aos hidrogénios H20 da metoxila, H10 e H11 da morfolina, eram esperados
serem um singleto e um tripleto, respectivamente, porém, devido a proximidade dos dois sinais,
foi observado um inico multipleto 3.91 — 3.86 ppm para os sete hidrogénios. As duas metoxilas
foram diferenciadas pelo deslocamento de seus respectivos sinais, uma vez que o par de elétrons
da metoxila H19 pode realizar uma interagdo intermolecular de ligacdo de hidrogénio com o
NH da amida, o que causaria uma diminuicdo na blindagem dos hidrogénios e,
consequentemente, um maior deslocamento. Os hidrogénios H10 e H11 da morfolina, por sua
vez, estdo mais deslocados no espectro devido a proximidade do oxigénio, que atrai a nuvem
eletronica por causa da sua maior eletronegatividade. Esses deslocamentos corroboram com os

dados obtidos através da predicao tedrica do espectro pelo MestReNova.
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Figura 6 Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) do hit 1.
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Fonte: Autor
No RMN de *C (Figura 7), foi possivel observar os sinais referentes a carbonila (163.53
ppm), aos carbonos dos anéis aromaticos e do CF3 entre 163.0 ppm e 90 ppm, além dos sinais
da morfolina (56.1 ppm e 55.1 ppm) e das metoxilas (66.7 ppm e 51.5 ppm). Nesse espectro,
alguns sinais apresentaram multiplicidade, devido ao acoplamento C-F, sendo os sinais
referentes: ao carbono do CF3, C7 (123.6 ppm, q, J = 272.0 Hz), ao carbono do anel aromatico
diretamente ligado a ele, C4 (126.5 ppm, q, J = 32.4 Hz), e aos carbonos do anel aromatico

adjacentes, C5 (120.2 ppm, q, J=4.0 Hz) e C4 (118.2 ppm, q, J=4.1 Hz).
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. 13 .
Figura 7— Espectro de RMN de °C (101 MHz, CDCls) do Ait 1.
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Fonte: Autor

Dessa forma, apos a caracterizagdo do composto, seguiu para a proxima etapa do

projeto, com a realizacdo dos ensaios biologicos.

4.2  Ensaios biologicos in vitro do hit 1

Com a obtencao do Ahit 1, foram realizados os ensaios fenotipicos de atividade
antiparasitaria e citotoxicidade in vitro, feitos pela dra. Silvane Maria Fonseca Murta, do
Instituto René Rachou da FIOCRUZ de Belo Horizonte. O composto foi avaliado contra a
forma amastigota dos parasitas 7. cruzi e L. infantum, seguido dos ensaios de citotoxicidade
contra as respectivas células hospedeiras dos parasitas, a L.929 e a THP-1.

A atividade antiparasitaria do composto foi medida e sua poténcia foi expressa através
do ICso que indica a concentragdo necessaria para reduzir 50% da populagdo do parasita. Assim,
quanto menor esse valor, maior a poténcia do composto. De forma similar, a citotoxicidade do
composto ¢ medida pelo CCso, que representa a concentracao necessaria para diminuir em 50%
da viabilidade celular, assim, quanto maior for esse valor, menor a citotoxicidade do composto.

Com esses dois dados, € possivel calcular a seletividade do composto pelo parasita por meio do
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indice de Seletividade (IS= CCso/ICs0), onde quanto maior esse valor, mais seletivo é o
composto.

Esses dados de poténcia podem ser observados na tabela 1. O composto demonstrou ser
mais ativo contra o parasita 7. cruzi, com uma alta poténcia e baixa citotoxicidade. O hit 1
apresentou também atividade contra L. infantum, apesar de ndo ser tdo alta quanto a poténcia
contra o 7. cruzi.

Tabela 1 — Resultados dos ensaios de atividade antiparasitaria e citotoxicidade do hit 1.

I1Cso CCso IS I1Cso CCso IS
Composto T. cruzi L929 T. cruzi L. infantum THP-1 L. infantum
(uM) (uM) ) (uM) (uM)

5z
o
FsC NH O
O)\@\ 0,76+0,02 82,7 109,5 10,7412 390,4+1,6 36,3

0

Hit 1
Bzn 3,8 2381 627 N.T. N.T. N.D.
AmB N.T. N.T. N.D. 0,25+0,04 363,8 1455

N.T. — Nao Testado; N.D. — Ndo Determinado.
Bzn — Benznidazol, utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra 7. cruzi.
AmB — Anfotericina B, utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra L. infantum.

Esses resultados indicaram uma boa poténcia e seletividade do composto, o que motivou
a realizacdo de ensaios farmacocinéticos in vitro de ADME. O perfil farmacocinético de um
composto desempenha um papel fundamental no desenvolvimento de novos candidatos a
farmacos. Esse parametro € o responsavel por definir o custo, a eficicia, a seguranca e adesao
ao tratamento. Diversos autores consideram o perfil farmacocinético improprio como o
responsavel por grande parte das falhas no processo de desenvolvimento de novos farmacos
(Pantaledo et al., 2022).

Esses ensaios foram realizados pelo Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC), da
Universidade de Sao Paulo (USP), sob a supervisdo do professor Leonardo L. G. Ferreira. Os

resultados desses ensaios podem ser observados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Resultados dos ensaios in vitro de ADME do Ait 1

Composto elog(D)? elog(S)® Solubilidade Permeabilidade TGI*  t12° e Clind em
(pH 7,4) cinética® e classificacao MLM com
NADPH
o 4,60 539 4,10 uM (pH 2.0) 0,78 x10° cm/s 15,61 min
NS (pH=2,0) 6,15 uM (pH 7.4)
@[ _ Baixa permeabilidade 177,60
FsC hlal 0 5,21 uL/min/mg
o)\ij (pH=174)
o)

\
Hit 1

(a) coeficiente de partigdo experimental em pH fisioldgico, indicando a lipofilicidade do composto; (b)
coeficiente de solubilidade em agua calculado experimentalmente em pH 2.0 e 7.4; (c) solubilidade experimental
do composto em agua; (d) permeabilidade gastrointestinal, capacidade de atravessar a barreira do intestino e
atingir a circulacdo sistémica; (e) tempo de meia-vida, tempo necessario para diminuir em 50% a concentragdo
do composto; (f) clearence intrinseco com microssomos de figado de camundongo.

Os resultados dos ensaios in vitro do perfil farmacocinético do composto evidenciam
algumas limitagdes, como o alto carater lipofilico e baixa solubilidade do composto em agua.
Além disso, o composto apresentou também baixa estabilidade metabdlica, sendo facilmente
excretado pelo organismo, como pode ser observado pelo seu tempo de meia vida (ti12) e pelo
clearence em MLM com NADPH.

Portanto, torna-se evidente a necessidade de realizacdo de modificagdes estruturais no
composto, visando a melhoria do perfil farmacocinético e a otimizagao da poténcia, por meio

da andlise da relagdo estrutura-atividade para identificar os grupos farmacoforicos.

4.3 Desenvolvimento dos derivados do hir 1

4.3.1 Planejamento, sintese e caracterizacdo dos derivados

Assim, modificagdes quimicas no 4it I foram planejadas e desenvolvidas com o objetivo
de superar essas limitagdes, além de realizar uma andlise da Relacdo Estrutura-Atividade (do
inglés Structure-Activity Relationship, SAR), por meio da substituicdo, adi¢do e remog¢do de
substituintes que possam estar relacionados aos mecanismos de metabolizagdo, ao carater
lipofilico e a solubilidade em agua.

A lipofilicidade de um composto contribui imensamente para o seu perfil ADME,
contribuindo para a sua solubilidade, permeabilidade, poténcia e seletividade, além de impactar
em sua metabolizagdo e excrecao. Uma alta lipofilicidade do composto pode resultar em uma
baixa solubilidade e alta instabilidade metabdlica, porém se for muito baixa isso pode resultar
em um baixo perfil farmacocinético. Com isso, € necessario um balanco no carater lipofilico de

compostos candidatos a farmacos, com valores de coeficiente de distribuicdo (logD)
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considerados ideais na faixa de 1-3. Dessa forma, as limitagdes farmacocinéticas do composto
hit 1 podem estar associadas a seu alto carater lipofilico. Assim, um dos parametros avaliados
para o desenvolvimento dos derivados foi a lipofilicidade tedrica dos compostos, expressa pelo
valor do coeficiente de parti¢ao tedrico (clogP), obtidos através da plataforma swissADME
(Arnott; Planey, 2012).

Para a sintese dos derivados, foi utilizada a mesma rota sintética da sintese do Ait 1,
iniciando pela reagao de SxAr, com uma amina como nucleofilo e uma base, seguida de uma
reacdo de redugao por hidrogenagao catalitica. Por fim, a sintese dos derivados foi finalizada
com uma reagao de amidacao (Esquema 9).

Esquema 9 — Representagdo geral da rota sintética dos derivados.

Nucledfilo H, 0 R,

N

X Base Rq Pd/C Ry HO™ “Ar,
(e (o (o "
NO, NO, AcOEt/MeOH (1:1) NH,

2 4 5 (0] AI'2

Fonte: Autor

4.3.1.1 Sintese dos derivados com modifica¢oes no fragmento benzoil

Dessa forma, as modificagdes foram iniciadas no fragmento benzoil e apds
selecionados, os derivados 8-18 foram sintetizados por meio de reagcdes de amidacao, utilizando
a anilina Sa, obtida previamente (Esquema 2).

Como dito anteriormente, tanto a condi¢do com o cloreto acila quanto a condigdo com
o HBTU, resultaram em rendimentos satisfatorios, porém devido a facilidade do manuseio, foi
utilizada a condicdo com HBTU para a maioria das reacdes de amidagdo. Entretanto, essa
condi¢do nao foi eficaz para alguns dos compostos almejados, sendo utilizada entdo a condigao
com o cloreto de acila. Além disso, mais uma condigdo foi testada para o 9, na tentativa de
aumentar o rendimento utilizando uma reacao de facil manuseio.

Na primeira condi¢do (a), utilizada para a maioria dos derivados, a reacdo foi feita com
a anilina Sa e o 4cido carboxilico 6b-h, utilizando o HBTU como reagente de acoplamento e

EtsN como base, em DMF com aquecimento (Esquema 10).
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Esquema 10 — Sintese dos derivados 8-14 utilizando HBTU.

(\o
(\O o HBTU, Et;N N\)

e X
/©: ' RJ\OH DMF FaC NH
FiC )\

NH,
6b-h R
Sa 8-14
OMe OMe
=
N” “OMe OH
g 12 0 1
39% ° 70% 34%
OMe
N N._ _CF,
B B
= =
F
12 13 14
81% 53%

52%
Fonte: Autor.

Para os compostos 15-17, foi utilizada a condi¢cdo (b) com o cloreto de acila. Para o
derivado 16 foi utilizado o cloreto de acila comercial, enquanto para os outros dois foi
necessario preparar os cloretos de acila. Eles foram preparados a partir da reagcdo do acido
carboxilico correspondente com o cloreto de oxalila catalisada por DMF em DCM, com
condi¢des anidras em atmosfera de argdnio a temperatura ambiente. O cloreto de acila 7b-d
reagiu com a anilina e EtsN como base, em DCM, com condi¢des anidras a temperatura
ambiente e atmosfera de argonio (Esquema 11).

Esquema 11 — Sintese dos derivados 15-17 utilizando cloreto de acila.

(COCl), (\o

o
o] DMF o] . N \) Et;N N \)
—_— e
RJ\OH RJ\CI /©:
FaC

DCM DCM FsC NH
6i-j 7b-d NH, O)\R
N
‘ N
/\Q\OMB /\© /\()\F
OMe
16 17
15 92% 89%

64%
Fonte: Autor.
Para o composto 18, foi avaliada uma terceira condi¢ao (c), na busca por uma condicao
mais branda e de manuseio simples, como op¢ao a condi¢gdo com HBTU. Aqui a anilina Sa foi
reagida com o 4acido  carboxilico 6k, na  presengca de  I-Etil-3-(3-

Dimetilaminopropil)Carbodiimida (EDC) como reagente de acoplamento e 4-
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DiMetilAminioPiridina (DMAP) como catalisador. Inicialmente a rea¢do estava a temperatura
ambiente em DCM em seguida, adicionou acetonitrila (ACN) com aquecimento aumentando
gradativamente até 70 °C. Ap6s 92 horas de reacdo, obteve o composto com 43% de rendimento
(Esquema 12).
Esquema 12 — Sintese do derivado 18 utilizando EDC. ~
0
H

(\O i EDC; DMAP /@:N
N\) + HO FsC N
DCM, ACN
FsC NH, OMe 071'\@\
OMe
18

t.a. até 70 °C
5a 92 horas
43%

Fonte: Autor.
O composto 19 foi sintetizado a partir do Ait 1, por meio de uma reagdo de desmetilagao
com BBr; (1M em DCM), sob atmosfera de argonio, com o meio reacional em banho de gelo
até atingir a temperatura ambiente (Esquema 13).

Esquema 13 — Reagao de desmetilagao do it 1 para obtengao do derivado 19.

o o

NS NS
/@[ BBr; (1M em DCM) /@[
F3C NH OMe > F3C NH OH

0°C até t.a.,
o Ar atm., o
OMe 49 horas 19 OMe
Hit 1 40%

Fonte: Autor

A confirmagdo do produto e da seletividade da desmetilacdo da metoxila na posi¢do
orto, em detrimento da metoxila na posicao para, foi realizada por meio da analise de RMN de
'H. A substitui¢do do grupo metila por um hidrogénio na posi¢ao orto possibilita a formacao
de uma interacdo intramolecular por ligagdo de hidrogénio com o oxigénio da carbonila,
promovendo maior desprotecdo e, consequentemente, um maior deslocamento no espectro. Por
outro lado, a hidroxila na posi¢do para nao permite tal interagdo, o que confere maior protecao
e deslocamento quimico inferior. Esses efeitos podem ser observados pela comparagdo entre os
deslocamentos quimicos teoricos, obtidos pela predi¢ao tedrica no programa MestReNova, que
indicaram valores de 11.61 ppm para a hidroxila na posi¢ao orto € 9,99 ppm para a hidroxila
na posi¢ao para. Dessa forma, o produto foi evidenciado com o aparecimento do singleto

referente a hidroxila na posi¢do orfo em 12.39 ppm.
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Figura 8 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do composto 19.
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Fonte: Autor

Como mencionado anteriormente, a hidroxila na posi¢do orfo pode estabelecer uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular com o oxigénio da carbonila, o que confere maior
estabilidade ao produto formado. Além disso, a presenca de uma metoxila na posicao orto
provoca uma repulsdo estérica com o grupo amida, enquanto a substitui¢do por uma hidroxila
reduz significativamente essa intera¢do desfavoravel. Caso a desmetilagdo ocorresse na posicao
para, nenhum desses efeitos estaria presente, o que ndo contribuiria para o aumento da
estabilidade do produto.

Dessa forma, a regioseletividade favoravel a posigdo orfo resulta na formagdo de um
composto termodinamicamente mais estavel do que o derivado obtido pela desmetilagdo na
posicdo para. No entanto, este tltimo pode ser cineticamente mais favoravel, uma vez que os
pares de elétrons da metoxila na posicao para estdo mais disponiveis por ndo participarem de
interacdes intramoleculares por ligagdo de hidrogénio e devido ao menor impedimento estérico
nessa posi¢ao.

Para a obtengdo do composto 20, foi feita uma reagdo de metilacdo (Esquema 14),
utilizando o fenol 10 com o dimetil sulfato e o ferc-butoxido de sddio, em DMF, a temperatura

ambiente e atmosfera de argdnio, obtendo o composto com 100% de rendimento.
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Esquema 14 — Reacdo de metilagdo do composto 10 para obtencdo do derivado 20.

(e} O
$ (O
J@: o | t-ButO™ Na+

A\

NH + S F NH
\ \o’S\b DMF, :C \
N N
© | dimetil sulfato Ar atm., © |
o 7 o 21h 7 oMe
100% 20

Fonte: Autor
4.3.1.2 Sintese dos derivados com modifica¢do no fragmento aril central

A sintese dos derivados com modificag¢des estruturais no fragmento aril central iniciou
pela reacdo de SnAr, utilizando um haleto de arila com um grupo nitro na posi¢ao orto ou para
em relacdo ao haleto, e a morfolina, na presenga de EtsN como base ¢ DMF como solvente,
com aquecimento a aproximadamente 70 °C, com 68 a 100% de rendimento (Esquema 15).

Esquema 15 — Reacdo de SnAr para obtencao dos intermediarios 4b-e.

9 .
HN /@

~N e EtzN
N
NO, DMF “NO,
2b-e 70°C 4b-e
X:F, ClouH

A A s A

N
\NOZ NOZ \NOZ \N02
4b 4c 4d 4e
100% 100% 68% 88%

Fonte: Autor
O intermediario 4f, entretanto, foi sintetizado utilizando a condicao descrita por Sythana
et al. (2014) com o 2.4-difluornitrobenzeno e morfolina, na presenga de carbonato de sodio
(Na2COs3) como base e tolueno como solvente a 70 °C, levando a obten¢do do composto com
66% de rendimento (Esquema 16)

Esquema 16 — Reagao de SnAr para obtencao do intermediario 4f.

F

- Na,CO
. o 205 N
“NO, HN\) Tolueno, I
2f 3a 70 °C, 65 horas NO2

66%

Fonte: Autor.



41

No trabalho realizado por Sythana et al. (2014), foi analisado o papel do solvente na
seletividade da substituicdo, uma vez que a mesma poderia ocorrer tanto na posi¢ao orfo quanto
na posicdo para ao grupo nitro. Na proposta do mecanismo de reagdo realizada por eles, a
seletividade ocorreria pela formagao de um estado de transicao com um complexo polar de seis
membros formado pelo cation metalico, o substrato nitrobenzeno e o nucledfilo. Dessa forma,
quanto menor a polaridade do solvente maior a seletividade, uma vez que ndo iria ocorrer a
solvatacdo do cation. Aqui, como o Na,COs3 nao ¢ basico o suficiente para desprotonar a
morfolina, outra opcao seria formagao desse anel no estado de transi¢gdo com o hidrogénio da
amina (Esquema 17).

Esquema 17 — Proposta de mecanismo para a seletividade da substituicdo na posicao orto.

i

F F F N) o
(0] VLN

W, W =y | oy

2 \N+,O' O

)

Estado de transigdo
Fonte: Autor, baseado em Sythana et al. (2014).

Em seguida, o grupo nitro dos intermediarios 4b-d foi reduzido, através de uma reacao
de hidrogenagdo catalitica Pd/C, em acetato de etila ¢ metanol (1:1) como solvente (Esquema
18). As anilinas foram obtidas em até 2 horas e meia com 100% de rendimento.

Esquema 18 — Reagdo de reducdo do grupo nitro para obtengdo dos intermediarios Sb-d.

Ha

9 Palc 9

Ar . Ar
\NOZ AcOEt/MeOH (1:1) \NH2
4b-d 5b-d }l’(
A A
“NH, SNH, NH,
5b 5c 5d
100% 100% 100%

Fonte: Autor.

Para a redu¢do do intermediario 4e, foi utilizada a juncao de duas condi¢des distintas de
redu¢do. Inicialmente, a reacdo foi colocada utilizando uma adaptagdo da condigdo proposta
por Prathap et al. (2017) com cloreto de niquel aquoso e boro hidreto de sédio, utilizando como
solvente uma mistura de ACN com mais 10% de dgua. Porém, mesmo apds 22 horas de reagao,
o material de partida ndo foi completamente consumido, sendo necessdrio entdo colocar a
reacdo de reducdo por hidrogenagdo catalitica com Pd/C, em AcOEt/MeOH (1:1) (Esquema
19).
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Esquema 19 — reagdo de redugdo do intermediario 4e.

o]
K/N 1) NiCl,.6H,0, NaBHy; K/N\
~ ACN + 10% H,0, t.a., 22h
F NH
F,C” 7 NO, 2) Hy, Pd/C 3C 2
AcOEt:MeOH (1:1), t.a., 24h 5e
76%

4e

Fonte: Autor.
O intermediario 4f, por sua vez, foi reduzido utilizando uma adaptacao da condic¢ao
utilizada por Bates; Li (2002) cloreto de estanho (SnClz) em AcOEt em refluxo, levando a
obtencdo da anilina Se ap6s 1 hora de reacdo com 70% de rendimento (Esquema 20).

Esquema 20- Reagdo de redugdo do grupo nitro do intermediério 4f.

0 o
I AcOEt L
NO, Refluxo, 1h NH,

4f
70% 5¢

Fonte: Autor.
Os derivados finais 21-24 foram sintetizados utilizando rea¢des de amidagdo, por meio
da condi¢do com o acido carboxilico 6a e 0o HBTU como reagente de acoplamento, na presenca
de EtsN como base e DMF como solvente, com aquecimento por volta de 80 °C (Esquema 21).

Esquema 21 — Reacdo de amidagdo para obtengao dos derivados 21-24.

9
o O OMe N
HBTU, EtsN Ar
N HO SNH OMe
Ar DMF, 80 °C
“NH, OMe )'\@\

0
5b-d 6a

5f OMe

21 22 23 24
52% 13% 68% 26%
Fonte: Autor
O derivado 25 foi sintetizado utilizando a mesma condi¢ao descrita acima com o acido

carboxilico 6d e HBTU, na presenca de Ets3N como base em DMF a 70 °C, obtendo o composto

com 66% de rendimento ap6s aproximadamente 22 horas de reacdo (Esquema 22).
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Esquema 22 — Reacdo de amidagdo para o composto 25.

o 0 "O

-~
A e N HBTU, Et;N L.,
L P DMF, N
NH, OH 70 °C, 22h 0)\11
5b 6d 66% o
25

Fonte: Autor.
Para o derivado 26, foi utilizada a reacdo de amidagao com o cloreto de acila (Esquema
23) primeiramente reagindo o acido carboxilico com cloreto de oxalila catalisada por DMF
anidro em DCM anidro. Com a obtengao do cloreto de acila, o composto foi secado e submetido
a reagdo de amidacao com a anilina 5d na presenca de Et;N anidra como base ¢ DCM anidro
como solvente, obtendo o composto com 24% de rendimento apo6s 116 horas.

Esquema 23 — Reacdo de amidagao com o cloreto de acila para derivado 26.

~

o o~ o o~ NHz o
(COCl)y; DMF Et;N
DCM, DCM, H
o~ o~ -
t.a., Aratm., 2h t.a., Ar atm, 116h 26 o o
6a 7a \

24%

Fonte: Autor.
4.3.1.3 Sintese dos derivados com modificag¢do no fragmento morfolina

Para a sintese dos derivados com modificagdes na morfolina, novamente iniciou pela
reagdo de SnAr, utilizando o fluoreto de arila 2a e a amina correspondente, na presenca de EtsN
como base e DMF como solvente, com aquecimento a 70 °C, obtendo os intermedidrios 4g-i
com rendimentos entre 41% e 100% (Esquema 24).

Esquema 24 — Reagdo de SnAr para obtencao dos intermediarios 4g-i
X
o

B —— e
FaC NO, DMF FAC NO,
2a

70°C 4g-i

s N " ONH
%'\O YNJ ‘{NJ
49 4h 4

86% 100% 41%

Fonte: Autor.
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Em seguida, foi feita a protecdo do nitrogénio da piperazina do intermediario 4i,
utilizando o Boc2O e EtsN em DCM, obtendo o composto com 74% de rendimento a
temperatura ambiente apos 21 horas de reacao (Esquema 25).

Esquema 25 — Reagao de protecdo com Boc2O do intermediario 4.

(" ONH Boc0, (" NBoc
N

Et;N

N -
O e X
FsC NO, F3C NO

2
4 ta., 21h
74%

4

Fonte: Autor.
Com a obtencdo dos intermediarios 4g-j, foi feita a redu¢do do grupo nitro por meio de
hidrogenacao catalitica com Pd/C em DCM a temperatura ambiente, obtendo os intermediarios
5g-i com rendimentos superiores a 94% (Esquema 26).

Esquema 26 — Reacdo de reducgdo do grupo nitro dos intermediarios 5g-i.
H,

/©\)\ e /©\)\
ACOEY/MeOH,
FaC NO orEre FsC NH

2
4g-h ta. 5g-i

4 S (\N/ (\NBOC
Wt

59 5h 5i
94% 99% 100%

2

Fonte: Autor.

Com a obtencgao das anilinas, foram realizadas reagdes de amidagado para a obtencao dos
derivados 27-30. Para os compostos 27 e 28, foi utilizada a condi¢do de amidagao com o cloreto
de acila, reagindo primeiramente o acido carboxilico em condi¢des anidras com cloreto de
oxalila catalisada por DMF em DCM. Em seguida, o cloreto de acila foi submetido a reagdo de
amidacdo com a anilina correspondente, levando a obten¢do dos produtos com 37% e 20% de

rendimento (Esquema 27).
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Esquema 27 — Reagdo de amidacdo com o cloreto de acila dos derivados 27 e 28.
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Fonte: Autor.

Ja os compostos 26 ¢ 27 foram sintetizados utilizando a reagao de amidagao com o acido
carboxilico e 0o HBTU, na presenga de EtsN em DMF com aquecimento, obtendo os derivados
com rendimentos de 30% e 61% (Esquema 28).

Esquema 28 — Reagao de amidagao com HBTU dos derivados 29 e 30.

§  QMe HBTU, Et;N /©\)\
FsC NH OMe
FsC NH

+ HO —_—

2 o}
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(\ NBoc H
v X
X 30
29 61%
30%
Fonte: Autor.
Por fim, o derivado 31 foi desprotegido, utilizando o acido tricloroacético (TFA) em
DCM a temperatura ambiente, obtendo o produto neutralizado com 77% de rendimento, apds

20 horas de reacao (esquema 29).

Esquema 29 — Reagao desprotegdo com TFA do derivado 29.
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Fonte: Autor.
Os compostos foram purificados por coluna cromatografica e caracterizados por RMN
de 'H e 13C, sendo esse ultimo feito utilizando a técnica de Attached Proton Test (APT), na qual
0s sinais que estdo para baixo no espectro sao referentes aos carbonos nao hidrogenados e

dihidrogenados (C e CH»), enquanto os sinais que estdo para cima sao referentes aos carbonos
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monohidrogenados e trihidrogenados (CH e CH3). Abaixo, encontram-se os espectros do
derivado 8, como representacdo dos RMN’s dos derivados sintetizados.

No RMN de 'H (figura 9), foi possivel observar 11 sinais referentes aos 19 hidrogénios
do composto, com o singleto em 10.49 ppm do NH, os sete sinais referentes aos sete hidrogénios
dos anéis aromaticos entre 9.00 ppm e 6.5 ppm. Na regido dos aromaticos, os hidrogénios do
anel central foram atribuidos da seguinte forma:o hidrogénio H3 ao dupleto mais deslocado em
8.89 ppm (J = 2.1 Hz), o H5 foi atribuido ao dupleto duplo em 7.36 ppm (J=28.3,2.1 Hz) e o
H6 ao dupleto em 7.22 ppm (J = 8.3 Hz). Enquanto isso, os hidrogénios aromaticos do
fragmento benzoil foram atribuidos aos sinais: o hidrogénio H18 ao dupleto duplo em 8.31 J =
7.8, 1.9 Hz), o H17 ao multipleto em 7.56 — 7.51 ppm, o H16 ao tripleto duplo em 7.17 ppm (J
=7.6, 1.1 Hz) e o H15 ao dupleto em 7.08 ppm (J = 7.5 Hz).

Janaregido dos alifaticos, observou o singleto em 4.12 ppm referente aos 3 hidrogénios
OCHj3 (H19), o tripleto em 3.89 ppm (J = 4,6 Hz) dos hidrogénios H10 e H11 e o tripleto em
2.97 ppm (J = 4,6 Hz) dos hidrogénios H8 ¢ H9 da morfolina.

Figura 9 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do composto 8
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Fonte: Autor
Jano RMN de C APT (Figura 10), € possivel observar o sinal referente ao carbono da

carbonila em 163.4 ppm, os sinais dos carbonos dos anéis aromaticos entre 160.0 ppm e 100.0
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ppm, com destaque para os sinais em 127.1 ppm, 121.0 ppm e 118.6 ppm (referentes aos
carbonos C4, C5 e C3 do anel aromatico central) por serem quadrupletos, devido a proximidade
com o CF3, além de seu proprio sinal em 124.2 ppm. Ja os dois sinais para baixo na regido entre
70 ppm e 50 ppm sdo os sinais referentes aos carbonos da morfolina, com o sinal em 67.2 ppm
para os carbonos C10 e C11 e o sinal em 52.1 ppm para os carbonos C8 e C9. Por fim, o sinal
para cima em 56.6 ppm ¢ o sinal referente ao carbono da metoxila C19.

Figura 10 — Espectro de RMN de '3C Figura 11 (101 MHz, CDCl3) do composto 8.
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Fonte: Autor
Os quadrupletos observados no espectro de RMN de carbono se devem a presenga do
flaor na estrutura, realizando um acoplamento e resultando no desdobramento do sinal em um
quadrupleto, sendo mais intenso conforme a proximidade do fluor. Dessa forma, o sinal
referente ao CF3 € o que maior sente esse efeito, porém ele apresenta baixa intensidade, de
forma que, para a maioria dos compostos, ndo foi possivel identificar esse sinal de forma clara.
Uma vez purificados e caracterizados, os derivados foram submetidos aos ensaios

biologicos de atividade antiparasitaria e de citotoxicidade.
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4.3.2 Resultados dos ensaios biologicos

Foram realizados ensaios de poténcia e citotoxicidade contra as formas amastigotas dos
parasitas 7. cruzi e L. infantum e as suas respectivas células hospedeiras, .929 ¢ THP-1. Esses
resultados podem ser observados em suas respectivas tabelas, com a poténcia dos compostos
sendo expressa pelo valor de ICso e a citotoxicidade pelo CCso, além disso, as tabelas contém
também as respectivas seletividades (IS) e os valores dos coeficientes de particao tedrico
(clogP) desses compostos.

Os compostos com valores de ICso maiores que 200 uM foram aqueles que até a
concentragdo maxima avaliada ndo reduziram 50% da carga parasitaria. Compostos com baixa
atividade (IC50 > 30 pM) ndo foram submetidos aos ensaios de citotoxicidade, estando
classificados como nao testados (N.T.) nas tabelas e, consequentemente, sua seletividade nao
foi determinada. A atividade antiparasitaria de alguns dos derivados ainda ndo foi avaliada,

sendo esses derivados marcados também como N.T.

4.3.2.1 Resultados das modificagoes no fragmento Benzoil

As investigagdes de SAR iniciaram pelo fragmento benzoil, explorando modificagdes
nas metoxilas deste fragmento. De forma geral, as metoxilas costumam desempenhar um papel
importante para a atividade bioldgica de compostos bioativos, podendo realizar diversos tipos
de interagdes com os sitios ativos das proteinas responsaveis pela atividade bioldgica. Essas
interacdes podem ocorrer com esse substituinte funcionando como um aceptor de ligacao de
hidrogénio ou como fraco doador de ligagdo de hidrogénios (através da ligacao C-H fracamente
polarizada do CH3), ou realizando interagdes dipolo-dipolo, parcial cation-t. Embora essas
interacdes possam favorecer a atividade biologica do composto, as metoxilas também sao
pontos suscetiveis de metabolizacdo de farmacos, podendo sofrer a reagdo de O-desmetilacao
na fase 1 (Chiodi; Ishihara, 2024).

Assim, a importancia desse substituinte no fragmento benzoil do A4if 1 foi avaliada,
tentando identificar quais delas eram essenciais e o efeito da posi¢do para a atividade biologica
do composto. Para isso, um desses substituintes foi selecionado e mantido fixo, enquanto o
outro foi removido, alterado de posicdo ou até mesmo trocado por outro substituinte. Os

resultados dessas modificacdes podem ser observados na tabela 3.
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Tabela 3. Resultados de atividade dos derivados benzoil.

OMe

0,76+0,02
(109,5)

10,7+1,2

3,32 (36,3)

82,7 390,4+1,6

o

OMe
hit1

o

3,36 98,7 N.T. 272+1,8 N.T.
OMe

OMe 3,35 >200 N.T. >200 N.T.

5

OMe

10,0+0,5

3,12 >200 N.T. 9,2)

91,8

o

OMe

3,8
625

N.T. — Nao Testado; N.D. — Nao Determinado. IS — Indice de Seletividade (CCso/ICs0).
Bzn — Benznidazol, utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra 7. cruzi.

Bzn N.D 2381 N.T N.T
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AmB — Anfotericina B, utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra L. infantum.
Fonte: os dados de clogP foram obtidos do site swissADME.

Essas modificac¢des resultaram na perda da atividade contra o 7. cruzi, com a poténcia
diminuindo em cerca de 130 vezes com a remoc¢ao da metoxila na posi¢do orto (18), enquanto
as outras modificagdes resultaram na inibicdo completa da atividade na concentragdo minima
avaliada (8, 16, 15, 11, 12 ¢ 19), indicando a importancia desses grupos nessas posi¢des para a
atividade biologica.

Ja para a L. infantum, a remog¢ao da metoxila na posicao para (8) e a remogao das duas
metoxilas (16), resultaram em uma perda drastica da atividade antiparasitdria, enquanto a
remog¢ao da metoxila em orto (18) diminuiu em 2,5 a poténcia do composto, indicando que a
remocao desse substituinte ¢ tolerada, desde que seja mantida a metoxila em posi¢ao para.

Embora a metoxila da posi¢do para pareca desempenhar um papel importante para a
atividade biologica, a troca do substituinte da posi¢do orto para a posi¢do meta (15), resultou
na perda completa da atividade. Por outro lado, a troca do substituinte da posi¢do para com a
posi¢ao meta (11) foi parcialmente tolerada, levando a diminui¢ao da poténcia em 2,5 vezes em
relacdo ao hit 1. Esse comportamento pode estar relacionado a conformagdo espacial da
molécula, uma vez que a presenca das duas metoxilas em posi¢des proximas resultaria na
repulsdo eletrostatica das metilas, fazendo com que elas fiquem em dire¢des opostas (Figura
12).

Figura 12 — Conformagdes espaciais das metoxilas nos derivados 15 e 11.
| o
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Fonte: Autor.

Essa conformagao espacial poderia dificultar a aproximacdo adequada do fragmento ao
sitio ativo do alvo, comprometendo a interagdo responsavel pela atividade biologica. No
composto 15, esse efeito parece ter sido mais pronunciado, resultando na perda total da
atividade. J4 no derivado 11, a auséncia da metoxila em para foi parcialmente compensada pela
presenca da metoxila em meta, o que pode ter permitido um arranjo conformacional mais
favoravel e, consequentemente, alguma preservacdo da atividade.

A substitui¢ao da metoxila por um flior na posi¢ao para (12) resultou na diminui¢ao da
poténcia em 10 vezes contra o L. infatum, enquanto a substitui¢do por uma hidroxila na posi¢ao
orto (19) resultou na poténcia contra o parasita sendo mantida, porém com a diminuicao da

seletividade com o aumento da citotoxicidade.
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As modificagdes subsequentes no fragmento benzoila envolveram a introducdo de um
nitrogénio endociclico ao anel aromatico, acompanhada da remoc¢do da metoxila da posi¢ao
orto. Outros substituintes foram também avaliados, como a hidroxila (permitindo a doagao de
ligagdo de hidrogénio), o hidrogénio e o flior, além do CF3 na posicao meta. A presenca do
nitrogénio endociclico, além de diminuir a lipofilicidade do composto, torna mais dificil a
reacdo de O-desmetilagdo que ocorre no metabolismo de fase 1, de forma que, somada a
remogao da metoxila, pode representar uma melhoria na estabilidade metabodlica do composto
(Chiodi; Ishihara, 2024). Os resultados dessas modificacdes estdo apresentados na tabela 4.
Tabela 4. Resultados de atividade dos derivados com o anel heterociclico.

(L

FaC” i :NH

(@) R
ICso CCso ICso CCso
Composto clog P T. cruzi (uM) L929 (uM) L. infantum (nM) THP-1
as as (M)
OMe
0,7640.02 10,712
/\@\ 3.32 009 82,7 363 390.4+1,6
OMe
hit 1
X
| 2,85 B ESLD 157.3 10,8+1,7 N.T.
N~ “OMe (1,9)
9
N
%) :
2,26 ) 53,1 17,940,1 N.T.
A o (25)
10
N
N
| P 2,83 31,0 N.T. 17,120,6 N.T.
OMe
20
N
AN
| P 2,87 200 N.T. 179 4474 N.T.
13
N._-CFs
| _ 3,81 200 N.T. 58,9460 N.T.
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N
P i 2,97 90,6 N.T. >200 N.T.
17
Bzn N.D 38 2381 N.T N.T
D. ©5) T T
0,25£0,04
AmB N.D. N.T. N.T. (a5 3638

N.T. — N&o Testado; N.D. — Ndo Determinado. IS — Indice de Seletividade (CCso/ICs0).

Bzn — Benznidazol, utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra 7. cruzi.

AmB — Anfotericina B, utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra L. infantum.
Fonte: os dados de clogP foram obtidos do site swissADME.

A adicdo do nitrogénio endociclico ao anel aromatico na posi¢ao meta (9), resultou na
perda da atividade contra 7. cruzi, entretanto, a0 mover o nitrogénio para a posicao orto (20)
ocorreu uma pequena melhora da atividade (quando comparado ao derivado 9), o que pode
indicar uma preferéncia do nitrogénio nessa posi¢do. J4 a substituicdo da metoxila por uma
hidroxila (10) resultou em uma melhora significativa na atividade, com esse derivado possuindo
uma poténcia proxima a do kit 1, mantendo uma seletividade aceitavel. Contudo, a troca da
hidroxila pelo hidrogénio (13) e pelo fltor (17), além da troca por um CF3 na posi¢ao meta (14),
resultou na perda da atividade.

Por sua vez, contra o parasita L. infantum, ao adicionar o nitrogénio endociclico ao anel
aromatico na posicao meta (9), a poténcia foi mantida, porém ao mover o nitrogénio para a
posi¢do orto (20) ocorreu a diminui¢do da poténcia, o que sugere uma preferéncia do nitrogénio
nessa posicao.

A troca da metoxila pela hidroxila (10) manteve a poténcia (quando comparado ao
derivado 20), enquanto a troca por um hidrogénio (13), por um fluor (17) e por CF3 na posi¢ao
meta (14) resultou na perda de atividade contra o parasita, sendo essa perda menos intensa para
o derivado 14. Isso pode indicar que a metila ndo € essencial para a atividade biologica, mas

que a presenc¢a do substituinte doador de elétrons na posi¢ao para ¢ de extrema importancia.

4.3.2.2 Resultados das modificagoes no fragmento aril central

As modificacdes seguintes foram feitas no anel central, substituindo o CF3 do Ait 1 por
outros grupos, avaliando o efeito de retirada de elétrons e o tamanho do substituinte para a
atividade, além de substituir o anel aromatico por outro anel heterociclico aromético com
nitrogénio. Outra modificagdo importante, porém, ainda ndo avaliada, foi a troca da morfolina
da posicao para em relagdo ao CF3 para a posi¢do orto (26) e a troca do flaor para a posigao

para em relagdo a amida (24).
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Tabela 5 — Resultados dos ensaios biologicos das modificagcdes no anel central.
o
N

)
OMe
ICso CCso ICso CCso
Composto clogP T. cruzi L.929 L. infantum THP-1
(uM) (uM) (uM) (uM)
X,
0,76+0,02 10,7+1,2
FaC R, 3,32 (109,5) 82,7 (36.3) 390,4+1,6

R
/O\’(@& 2,30 200 N.T. 89,8+1,3 N.T.
0
22
oy

<4,33
2,66 ’ >555 12,8413 N.T.

F R4 (128)

N
| A
7 1,87 >200 N.T. >200 N.T.
2

T
FAC R, 3,39 N.T. N.T. N.T. N.T.
26
F R,
\QR 2,66 N.T. N.T. N.T. N.T.
1

24
Bzn N.D 38 2381 N.T N.T
.D. (625) .T. .T.
0,25+0,04
AmB N.D. N.T. N.T. (1455) 363,8

N.T. — Nao Testado; N.D. — Nao Determinado. IS — Indice de Seletividade (CCs/ICso).

Bzn — Benznidazol, utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra 7. cruzi.

AmB — Anfotericina B, utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra L. infantum.
Fonte: os dados de clogP foram obtidos do site swissADME.

A troca do CF; pelo grupo éster (22) levou a perda de atividade contra o parasita 7.
cruzi. Por outro lado, a troca pelo flior diretamente ligado ao anel aromatico (21) resultou no

aumento da seletividade, com os resultados iniciais indicando uma alta poténcia contra o
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parasita e baixa citotoxicidade. Esses resultados indicam que o tamanho do substituinte tem
maior influéncia na atividade contra 7. cruzi do que o efeito de retirada de elétrons.

A substitui¢do do anel aromatico pelo anel com o nitrogénio endociclico sem o CF3, por
sua vez, resultou na perda da atividade. Isso sugere que a presenga do nitrogénio endociclico
por si s6 ndo contribui significativamente para a poténcia. Entretanto, essa hipdtese ainda
precisaria ser confirmada, através da avaliagdo de um derivado sem a presenca do CF3.

Resultados similares foram observados contra o parasita L. infantum, com a atividade
sendo mantida quando realizou a substitui¢ao pelo fluor diretamente ligado ao anel (21), mas
com a diminui¢do da poténcia em cerca de nove vezes quando substituiu pelo éster (22) ¢ a
perda da atividade quando anel aromatico foi substituido pelo anel heterociclico com o
nitrogénio (23). A seletividade do derivado 21 ainda precisa ser analisada através da avaliacao
da citotoxicidade do composto, porém esse composto representa uma melhoria em seu carater
lipofilico.

Como os compostos 10 ¢ 21 foram os que apresentaram as melhores atividades anti-7.
cruzi (ICso 2,1 e <4,33, respectivamente) em seus respectivos fragmentos — benzoila e aril
central — foi feita a combinagdo das duas modificacdes em tUnico derivado. O objetivo foi

verificar se a juncao das duas modificagdes iria resultar no aumento da atividade antiparasitaria

(Tabela 6).
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Tabela 6 — Resultados dos ensaios biologicos do derivado 25.

ICso CCso ICso CCso
Composto clogP T. cruzi L929 L. infantum THP-1
(uM) (uM) (M) (uM)
o
/@ N \)
F3;C NH OMe 0,76+0,02 10,7£1,2
3,32 (109,5) 82,7 (36,3) 390,4+1,6
O
OMe
Hit1

o
F NH 136,6 124,3+0,3

1,61 N NT. o NT.
) | N
N
Z>0oH
25
Bzn N.D 3.8 2381 N.T N.T
D. @5 T. T.
0.25+0,04
AmB ND. NT. NT. o 363.8

N.T. — Nao Testado; N.D. — Nao Determinado. IS — Indice de Seletividade (CCso/ICsp).

Bzn — Benznidazol, utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra 7. cruzi.

AmB — Anfotericina B, utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra L. infantum.
Fonte: os dados de clogP foram obtidos do site swissADME.

Entretanto, o que observou foi a perda significativa da atividade contra o 7. cruzi, sendo
esse resultado contrario ao que se esperava, mas que talvez possa ser justificado quando uma
das alteragoes ¢ feita de forma individual o outro fragmento da molécula pode compensar essa
modificagdo mantendo a atividade. Contudo, quando as modificagdes sdo feitas
simultaneamente, o outro fragmento da molécula ndo consegue realizar as interacdes

necessarias para compensar a atividade antiparasitaria.

4.3.2.3 Resultados das modifica¢oes no fragmento Morfolina

As ultimas modificagdes foram feitas no fragmento da morfolina, onde foram feitas
substitui¢des por outros ciclos, mantendo a quantidade de membros do ciclo com o nitrogénio
conectado ao anel aromatico, mas trocando o oxigénio por outros substituintes. Outra
modificacdo realizada foi a remogao total da morfolina, substituindo por um hidrogénio (Tabela
7). Todos esses compostos foram sintetizados, porém alguns deles ainda nao foram avaliados

contra os parasitas.
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Tabela 7 - Resultados dos ensaios biologicos dos derivados com modifica¢do na morfolina.

F3C” : :NH OMe

(e}
OMe
ICso CCso ICso CCso
Composto clog P T. cruzi (uM) L929 (uM) L. infantum (nM) THP-1
as) as) (uM)
(o
0,76+0,02 10,71,2
N 9 9 9 9
a{ J 3,32 (109.5) 82,7 (363) 390,4+1,6
hit 1
s
YNJ 3,96 >200 N.T. 83,2431 N.T.
27
//\N/
y{N\) 3,28 99,8 N.T. >200 N.T.
28
ﬁ NBoc
&{NJ 3,99 N.T. N.T. N.T. N.T.
29
ﬁNH
a( N J 2,99 N.T. N.T. N.T. N.T.
31
H
X 3,63 N.T. N.T. N.T. N.T.
30
Bzn N.D 38 2381 N.T N.T
0,25+0,04
AmB N.D. N.T. N.T. (1453) 363,8

N.T. — Nao Testado; N.D. — Nao Determinado. IS — Indice de Seletividade (CCso/ICsp).
Bzn — Benznidazol, utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra 7. cruzi.
AmB — Anfotericina B, utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra L. infantum.

Fonte: os dados de clogP foram obtidos do site swissADME.

Contra T. cruzi, as duas modificagdes avaliadas resultaram na perda da atividade

antiparasitaria, com a substituicdo do oxigénio pelo N-metil (28) diminuindo em cerca de 131

vezes a poténcia, enquanto a substituicdo pelo enxofre (27) ocorreu a perda total da atividade

até a concentragdo maxima avaliada.
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Para atividade anti-L. infantum, a troca do oxigénio pelo enxofre (27) diminuiu em
aproximadamente 8§ vezes a poténcia, e pelo N-metil (28) resultou na perda da atividade até a
concentracdo maxima avaliada.

Esses resultados podem indicar que a morfolina ¢ de extrema importancia para a
atividade biologica, porém ainda ¢ necessario avaliar outras modificagdes estruturais nesse

fragmento.
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5 METODOLOGIA

Todos os reagentes comerciais foram utilizados sem purificagdo prévia. Os solventes
hexano, acetato de etila e metanol foram destilados previamente. Para algumas reacdes o DMF,
EtsN e o DCM foram secos utilizando peneira molecular. Todas as reacdes foram
acompanhadas por cromatografia em camada delgada (CCD) (Alugram silica gel 60 F254,
Sigma Aldrich) reveladas através de luz ultravioleta (254 nm) e/ou atmosfera de iodo. Os
compostos sintetizados foram purificados por cromatografia de adsor¢do em coluna utilizando

silica gel Aldrich (flash).
5.1 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e de carbono
13 (RMN de *C) foram obtidos no aparelho Bruker Ascend 400 (400 MHz para RMN de 'H e
101 MHz para RMN de '3C) da Rede de Laboratorios Multiusuarios do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia (Relam-IQUFU). Os deslocamentos quimicos (6) foram
expressos em partes por milhdo (ppm) tendo como referéncia interna residuos de solvente nao
deuterado: (CDCIl3; em 7,26 ppm, DMSO- ds- em 2.50 ppm e TMS em 0,00 ppm para RMN de
'"H e CDCl3 em 77,16 ppm, DMSO-ds- em 39,52 ppm para RMN de 3C). Os valores das
constantes de acoplamento foram medidos diretamente nos espectros de RMN de 'H utilizando

o programa MestReNova.
5.2 Procedimento experimental de sintese

5.2.1 Procedimento geral A: para a reac¢do de SnAr

X:02 (\Y Base '\O

. .
2a-i HN._ DMF NO,
X=F, ClouH 3a-i 70°C 4a-i

Em uma solucdo de amina 3a-i em DMF, adicionou a base e o haleto de arila 2a-i. As
condigdes, reagentes e concentracdes especificas de cada reacdo estdo descritas nos subtopicos
abaixo. A reacdo ficou em agitacdo com aquecimento, sendo acompanhada por CCD e foi
finalizada adicionando agua destilada gelada (25 mL), a temperatura ambiente. O precipitado

formado foi filtrado e foi feita uma extracdo da solugdo aquosa com AcOEt (2x 30 mL). Em
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seguida, juntou a fase organica ao so6lido, secando a solugdo com Na»SOs anidro, filtrando,
concentrando e secando na bomba de vacuo. Em seguida, o produto foi recristalizado com
hexano, levando a obten¢ao do produto desejado.

5.2.1.1 Sintese do intermediario 4a

N
F
(Y o oo I
.
F.C NO
FiC NO, HN\) DMF 3 2
3a

60 °C 4a
97%

2a

Em uma solucdo do fluoreto 2a (1,51g, 7,22 mmol), em DMF (2 mL), foi adicionada a
morfolina 3a (638,4 mg, 7,32 mmol) e o carbonato de potassio (1,98 g, 14,32 mmol). A reacao
ficou em agitacdo a 60 °C e seguiu o procedimento geral A, levando a obtencdo do produto 4a
com 97% de rendimento apo6s 24 horas de reagdo.

(4a) 6leo alaranjado, 1,99 g, 97%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 8.06 (d, J=2.5 Hz, 1H), 7.69 (dd, J=8.7, 2.4 Hz, 1H), 7.17 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 3.85
(t,J=4.7,4H), 3.14 (t, J=4.7, 4H).

5.2.1.2 Sintese do intermediario 4b

2b 4b
100%

Em uma solucao da morfolina 3a (193,4 mg, 2,22 mmol) em DMF (2 mL), adicionou a
Et3N anidra (3,33 mmol, 337 mg) e o haleto de arila 2b (177,2 mg, 1,11 mmol). A reagdo ficou
em agitacdo a 70 °C e seguiu o procedimento geral A, levando a obtencao do produto 4b com
100% de rendimento apds 4 horas de reacao.
(4b) oleo laranja, 252,7 mg, 100%. RMN de 1H (400 MHz, CDCI3) 6 7.52 (dd,J =7.9,2.9
Hz, 1H), 7.30 — 7.24 (m, 1H), 7.21 (dd, J = 9.0, 4.9 Hz, 1H), 3.84 (t, ] = 4.6 Hz, 4H), 3.02 (¢, J
=4.6 Hz, 4H).

5.2.1.3 Sintese do intermediario 4¢

o

F N\)
MeO + —_— e
© NO, HN\) DMF NO,

O 2 3a 70°C O 4
100%

Em uma solu¢ao da morfolina 3a (144,3 mg, 1,66 mmol) em DMF (2 mL), adicionou a

Et;N anidra (2,26 mmol, 228,6 mg) e o haleto de arila 2¢ (150,0 mg, 0,753 mmol). A reag¢ao
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ficou em agitacdo a 70 °C e seguiu o procedimento geral A, levando a obten¢do do produto 4¢
com 100% de rendimento ap6s 24 horas de reagao.
(4¢) Oleo laranja avermelhado, 222 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7.81 (d, J =
1.7 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.70 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H), 3.95 (s, 3H), 3.83 (t, J =
4.6 Hz, 4H), 3.08 (t, J = 4.7 Hz, 4H).

5.2.1.4 Sintese do intermediario 4d

(0}
N\ Cl (\O EtzN N ,\(\)
‘ + —_— N
7 NO, HN\) DMF @
2d 3a 70 °C NO,
4d

68%

Em uma soluc¢do da morfolina 3a (48,0 mg, 0,551 mmol) em DMF (2 mL), adicionou a
Et;N anidra (0,909 mmol, 92,0 mg) e o haleto de arila 2d (70,0 mg, 0,442 mmol). A reacdo
ficou em agitag@o a 70 °C e seguiu o procedimento geral A, levando a obteng¢ao do produto 4d
com 68% de rendimento apo6s 48 horas de reagdo.
(4d) solido amarelo, 62,8 mg, 68%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 8 8.34 (dd, J=4.5, 1.7
Hz, 1H), 8.13 (dd, /= 8.0, 1.8 Hz, 1H), 6.78 (dd, J = 8.0, 4.6 Hz, 1H), 3.80 (t, J = 4.8 Hz, 4H),
3.46 (t,J=4.8 Hz, 4H).

5.2.1.5 Sintese do intermediario 4e

o/\
cl (N
EtsN
ORI G I S !
FsC NO, DMF Fs;C NO,
2 3a 76 °C 4e
e 88%

Em uma solu¢ao da morfolina 3a (0,906 mg, 9,56 mmol) em DMF (2 mL), adicionou a
Et;N anidra (14,34 mmol, 1,45 g) e o haleto de arila 2d (1,0 g, 4,78 mmol). A rea¢do ficou em
agitacdo a 76 °C e seguiu o procedimento geral A, levando a obtencdo do produto 4e com 88%
de rendimento apds 25 horas de reagao.
(4e) solido marrom, 1,16 g, 88%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.53 (d, /= 2.7 Hz, 1H),
8.35(dd, J=9.0,2.7 Hz, 1H), 7.30 (d, /= 8.9 Hz, 1H), 3.86 (t, /J=4.6 Hz, 4H), 3.12 (t, /= 4.6
Hz, 4H).
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5.2.1.6 Sintese do intermediario 4g
s

OO, i3 e O
FaC Nno, * N FaC

DMF 3 NO,
3b

2a 100 °C 49
86%

Em uma solugdo da tiomorfolina 3b (136,2 mg, 1,08 mmol) em DMF (2 mL), adicionou
a Et3N anidra (2,15 mmol, 217,6 mg) e o haleto de arila 2a (150,0 mg, 0,717 mmol). A reagdo
ficou em agitagdo a 100 °C e seguiu o procedimento geral A, levando a obtengao do produto 4g
com 86% de rendimento ap6s 18 horas de reagdo.
(4g) solido, 180,6 mg, 86%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.05 (d, /= 2.9 Hz, 1H), 7.68
(dd, J=8.7,2.3 Hz, 1H), 7.19 (d, J= 8.5 Hz, 1H), 3.41 (t,J=5.1 Hz, 4H), 2.79 (t, J= 5.1 Hz,
4H).

5.2.1.7 Sintese do intermedidrio 4h

N

F P
EtsN
. HN DMF  FsC NO,

3 NO,
) 3c 100 °C 4h
a 100%

Em uma solu¢do da N-metilpiperazina 3¢ (287,3 mg, 2,87 mmol) em DMF (2 mL),
adicionou o Na;COs3 (3,23 mmol, 342,3 mg) e o haleto de arila 2a (150,0 mg, 0,717 mmol). A
reagdo ficou em agitacdo a 100 °C e seguiu o procedimento geral A, levando a obtencdo do
produto 4h com 100% de rendimento ap6s 23 horas de reagao.

(4h) oleo laranja, 218,0 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 8.05 (dd, J = 2.3, 0.7
Hz, 1H), 7.67 (dd, J=8.7, 2.4 Hz, 1H), 7.18 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 3.19 (t, /= 5.0 Hz, 4H), 2.58
(t,J=4.9 Hz, 4H), 2.37 (s, 3H).

5.2.1.8 Sintese do intermediario 4i

NH
F
(\NH N \)
HN . _ BN
+
F3C NO, DMF FsC NO,
2a 3d 60 °C 4i

41%

Em uma solu¢do do haleto de arila 2a (275,0 mg, 1,32 mmol) em DMF (3,0 mL)
adicionou a piperazina 3d (227,4 mg, 2,64 mmol) e a EtsN (3,96 mmol, 400,7 mg). A reacdo
ficou em agitacdo a 60 °C e seguiu o procedimento geral A, levando a obtencdao do produto 4i

com 41% de rendimento apds 3 horas de reagao.
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(4i) 6leo amarelo, 150,0 mg, 41%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 8.05 — 8.00 (m, 1H), 7.66
(dd, J=8.7, 2.3 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 3.16 — 3.12 (m, 4H), 3.05 — 3.01 (m, 4H),
2.95 (s, 1H).

5.2.2 Procedimento de sintese do intermediario 4f

o

F N
_— =
NO, HN\) Tolueno NO,
2f 3a 65 °C 4f

66%

Em uma solucdo do fluoreto 2f (170,1 mg, 1,07 mmol) em tolueno (2 mL), adicionou a
morfolina 3a (92,5 mg, 1,07 mmol) e, apds 10 minutos, o Na,COs3 (0,535 mmol, 56,7 mg), em
banho de gelo. Apo6s 10 minutos, colocou aquecimento 75 °C e deixou a reagdo agitando por 45
horas, acompanhando a reagao por CCD (7:3 Hex/AcOEt). A reacdo foi finalizada resfriando
até a temperatura ambiente, adicionando dgua destilada (25 mL) e extraindo com tolueno (20
mL). A fase orgénica foi seca com Na>SOy anidro, filtrada, concentrada e seca. O material
obtido foi solubilizado em tolueno (2 mL) e colocado para reagir novamente com a morfolina
3a (0,214 mmol, 18,6 mg) e Na2CO3 (0,535 mmol, 56,7 mg). A reacao ficou em agitagdo por
20 horas a 65 °C e foi finalizada resfriando a solucdo até a temperatura ambiente, adicionando
agua destilada, extraindo primeiro com tolueno (25 mL), em seguida com DCM (2x 20 mL).
As trés fases organicas foram combinadas, secas com Na.SOas anidro, filtradas e evaporadas sob
pressao reduzida. O material foi purificado por coluna cromatografica com silica flash com
eluente 9:1 Hex/AcOEt, levando a obtengao do produto 4f com 66% de rendimento.

(4j) 6leo amarelado, 158,7 mg, 66%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7.90 (dd, J= 9.0, 6.0
Hz, 1H), 7.41 — 7.36 (m, 1H), 6.80 — 6.69 (m, 2H), 3.88 — 3.83 (m, 4H), 3.08 — 3.04 (m, 4H).
5.2.3 Procedimento para a sintese do intermediario 4j

O O
>I\O)J\OJ\O)< '\OBOC

EtsN

» X
/@[ bCM FsC NO,
FaC NO, 4

) ta.21h
4i 74%

Em uma solucdo do intermedidrio 41 (150,0 mg, 0,545 mmol) em DCM (2 mL),
adicionou a EtzN (0,600 mmol, 60,7 mg) e Boc2O (0,545 mmol, 119,0 mg). A reagdo ficou em
agitacdo a temperatura ambiente e foi acompanhada por CCD (9:1 DCM/MeOH). Apds 21
horas, a reacdo foi finalizada evaporando o solvente e adicionando agua destilada (50 mL),
ficando um o6leo insoluvel, que foi lavado com 50 mL de 4gua destilada, concentrado e seco. O

sobrenadante foi transferido para um funil de extracao, extraiu com AcOEt (30 mL) e a fase
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organica foi juntada ao 6leo concentrada e lavada com solucdo basica de NaOH (2M, 2x 25
mL). A fase organica foi seca com Na>SOs4 anidro, filtrada, concentrada e seca, levando a
obtencdo do produto 4j com 74% de rendimento.

(4j) oleo vermelho, 150,0 mg, 74%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.08 (d, J = 1.8 Hz,
1H), 7.69 (dd, J=9.1, 1.9 Hz, 1H), 7.17 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.61 (t,J = 5.1 Hz, 4H), 3.12 (s,
4H), 1.48 (s, 9H).

5.2.4 Procedimento geral B para reagdo de redugdo do grupo nitro
(\Y H2 (\Y

N\) Pd/C N\)
ACOEt/MeOH (1:1)

. NH,
4a-i 5a-i

Em uma solug¢do do composto nitro, em AcOEt/MeOH (1:1), adicionou o Pd/C, em
seguida, foram borbulhados baldes de Hz na solucdo até o consumo total do composto nitro de
partida. As massas dos reagentes, bem como o volume de solventes, utilizados para obtencao
de cada composto se encontra nos subtdpicos abaixo. A reagdo foi acompanhada por CCD e foi
finalizada filtrando o Pd com celite. O s6lido foi entdo concentrado no rotaecvaporador e secado
na bomba de vécuo, levando a obteng¢ido do produto.

5.2.4.1 Sintese do intermediario 5a
Ha (9)
(\O Pd/C (10%) (\O

N N
@: MeOH
FsC NO, FsC NH,

t.a.
4a 5a

99%
Em uma solucdo do composto nitro 4a (2,0836 g; 7,54 mmol) em MeOH (50 mL),
adicionou Pd/C (208 mg). A reagdo ficou em agitagdo a temperatura ambiente e seguiu o
procedimento geral B, levando a obteng¢ao do produto 5a com 99% de rendimento apds 12h de
reacao.
(5a) solido laranja, 1,851 g, 99%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): 7.01 (dd, J=8.2, 0.8
Hz, 1H), 6.97 (d, /J=2.5 Hz, 1H), 6.84 (ddd, J=8.1, 2.3, 0.8 Hz, 1H), 5.18 (s, 2H), 3.76 (t, J =
4.6 Hz, 4H), 2.83 (t, /= 4.6 Hz, 4H).
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5.2.4.2 Sintese do intermediario 5b

(0]

'\(\)o Pd/C (10%) @

L s A
. F NH
F NO AcOEt/MeOH (1:1) 2

2
4b t.a. 5b

100%
Em uma solu¢do do composto nitro 4b (198,8 mg, 0,879 mmol) em AcOEt/MeOH (20
mL), adicionou Pd/C (19,8 mg). A reagdo ficou em agitacdo a temperatura ambiente e seguiu o
procedimento geral B, levando a obtencdo do produto 5b com 100% de rendimento apos 2,5
horas de reacao.
(5b) solido vermelho, 172 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 6.93 (dd, J=8.5, 5.7
Hz, 1H), 6.46 — 6.38 (m, 2H), 4.14 (s, 2H), 3.83 (t, /= 4.6 Hz, 4H), 2.88 — 2.82 (m, 4H).

5.2.4.3 Sintese do intermediario 5¢

@ H, (g) O

Pd/C (10%)
MeO
MeO AcOEt/MeOH (1:1) NH,
NO,

0 4c ta. ° S
100%

Em uma solugdo do composto nitro 4¢ (295,2 mg, 1,109 mmol) em AcOEt/MeOH (14
mL), adicionou Pd/C (29,5 mg). A reagdo ficou em agitacdo a temperatura ambiente e seguiu o
procedimento geral B, levando a obtencao do produto 5c¢ com 100% de rendimento apds 1,5
horas de reacao.
(5¢) solido rosa palido, 263,9 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7.70 (d, /= 1.9
Hz, 1H), 7.67 (dd, J= 8.2, 1.9 Hz, 1H), 6.70 (d, J= 8.2 Hz, 1H), 4.41 (s, 2H), 3.87 — 3.83 (m,
7H), 2.92 (t, J = 4.7 Hz, 4H).

5.2.4.4 Sintese do intermediario 5d

O Hz (9) N ,@

Pd/C (10%) | A

N
=
u AcOEt/MeOH (1:1) NH,
NO,

4d t.a. 5d
100%

Em uma solugdo do composto nitro 4d (58,3 mg, 0,279 mmol) em AcOEt/MeOH (10
mL), adicionou Pd/C (5,8 mg). A reacgdo ficou em agita¢do a temperatura ambiente e seguiu o
procedimento geral B, levando a obteng¢do do produto 5d com 100% de rendimento apds 45

minutos de reagao.
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(5d) solido, 52,3 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.34 (dd, J = 4.5, 1.7 Hz, 1H),
8.13 (dd, J = 8.0, 1.8 Hz, 1H), 6.78 (dd, J = 8.0, 4.6 Hz, 1H), 3.80 (t, J = 4.8 Hz, 4H), 3.46 (t, J
— 4.8 Hz, 4H).

5.2.4.5 Sintese do intermediario 5e

o]

K/N 1) NiCl,.6H,0, NaBHy; N

:@\ ACN + 10% H,0, t.a. 22h

FsC NO, 2) Hy, Pd/C FsC NH
e AcOEt:MeOH (1:1), t.a. 24h 5e

76%

Em uma solu¢ao do composto nitro 4e (103,0 mg, 0,373 mmol) em ACN (3 mL) e H.O
(0,3 mL), adicionou o NiCl,.H>0 (0,187 mmol, 44,3 mg), deixou agitando por 10 minutos e
adicionou o NaBH4 (1,12 mmol, 42,3 mg) aos poucos. A reacdo ficou em agitagdo a temperatura
ambiente por 19 horas, adicionando em seguida mais NiCl>.H,O (0,0373 mmol, 8,9 mg) e
NaBH4 (0,124 mmol, 14,1 mg). Ap6s mais 2 horas de reacdo, a mesma foi finalizada filtrando
a solucdo com papel filtro, diluindo o sobrenadante com AcOEt (30 mL) e lavando com agua
(20 mL). A fase organica foi seca com Na>SOg anidro, filtrada, concentrada e seca, obtendo um
material impuro, com intermediarios e material de partida. A mistura foi entdo colocada para
reagir por hidrogenagao catalitica seguindo o procedimento geral B, obtendo composto com
76% de rendimento ap6s 24 horas de reacgao.
(5e) solido marrom escuro, 70,0 mg, 76%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7.19 (d, /= 8.4
Hz, 1H), 6.91 (d, /=2.8 Hz, 1H), 6.81 (dd, J = 8.4, 3.0 Hz, 1H), 3.79 (t, /= 4.6 Hz, 4H), 3.73
(s, 2H), 2.83 (t,J=4.6 Hz, 4H).

5.2.4.6 Sintese do intermediario 5g

@ H; () @

@: PA/C (10%) /@:
) F.C NH
Fo NG ACOEYMeOH (1:1) 3 2

2
4g t.a. 59
94%

Em uma solugdo do composto nitro 4g (173,8 mg, 0,595 mmol) em AcOEt/MeOH (20
mL), adicionou Pd/C (17,4 mg). A reagdo ficou em agitacdo a temperatura ambiente e seguiu o
procedimento geral B, levando a obtencao do produto 5g com 94% de rendimento apds 24 horas
de reacao.
(5g) solido laranja, 147,2 mg, 94%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7.02 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
6.98 (dd, J=8.4, 2.4 Hz, 1H), 6.94 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 4.07 (s, 2H), 3.18 — 3.12 (m, 4H), 2.83
—2.78 (m, 4H).
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5.2.4.7 Sintese do intermediario 5h

N7 Hz (9)
N
/©:N\) Pd/C (10%) @: !
FsC NH
FsC NO ’ 2

AcOEY/MeOH (1:1)

3 2
4h ta. oh

99%

Em uma solugdo do composto nitro 4h (192,8 mg, 0,667 mmol) em AcOEt/MeOH (22
mL), adicionou Pd/C (19,3 mg). A reagdo ficou em agitacdo a temperatura ambiente e seguiu o
procedimento geral B, levando a obten¢do do produto 5h com 99% de rendimento ap6s 24 horas
de reacao.
(5h) sélido vermelho, 172,9 mg, 99%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7.04 (d, J = 8.1 Hz,
1H), 6.98 (dd, J = 8.3, 2.6 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 4.06 (s, 2H), 2.97 (t, /= 4.8 Hz,
4H), 2.65 — 2.54 (m, 4H), 2.37 (s, 3H).

5.2.4.8 Sintese do intermediario 5i

(\NBoc

(\NBoc Ha (9) N
N PAIC (10%) /@:
) FsC NH
FAC NO, AcOEt/MeOH (1:1) 3 . 2

4j t.a.
100%

Em uma solucdo do composto nitro 4j (135,0 mg, 0,360 mmol) em AcOEt/MeOH (7,2
mL), adicionou Pd/C (13,5 mg). A reacao ficou em agitacdo a temperatura ambiente e seguiu o
procedimento geral B, levando a obtengdo do produto Si com 100% de rendimento apos 29
horas de reacao.
(5i) 6leo vermelho, 116,1 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) 6 6.99 (d, /= 1.7 Hz,
2H), 6.95 (s, 1H), 4.08 (s, 2H), 3.61 — 3.52 (m, 4H), 2.87 (t, /= 5.2 Hz, 4H), 1.49 (s, 9H).

5.2.5 Procedimento para a sintese do intermediario 5f
o) o)
\©: AcOEt \©:
NO, Refluxo, 1h NH,

4f
70% 5¢

Em uma solu¢ao do composto nitro 4f (158,7 mg, 0,702 mmol) em AcOEt (5 mL),
adicionou o cloreto de estanho (1,1 g, 5,62 mmol). A reagdo ficou em agitagdo com refluxo por
1 hora e foi acompanhada por CCD (9:1 AcOEt/Hex). A reacdo foi finalizada resfriando até
temperatura ambiente, adicionando 10 mL de solu¢do basica de bicarbonato de potdssio

(KHCO:3). O precipitado formado foi filtrado e o sobrenadante foi diluido com 15 mL de 4gua
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destilada e extraido com AcOEt (2x 20 mL). As fases organicas foram secas com Na>SO4
anidro, filtrada, concentrada e seca, levando a obten¢ao do produto 5f com 70% de rendimento.
(5f) 6leo vermelho escuro, 96,0 mg, 70%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) 6 6.73 (ddd, J =
10.1, 2.0, 1.1 Hz, 1H), 6.68 — 6.66 (m, 1H), 6.65 — 6.64 (m, 1H), 3.89 — 3.72 (m, 6H), 2.93 —
2.86 (m, 4H).

5.2.6 Procedimento geral C para a reagdo de amidacido com HBTU

Y
O o HBTU, EtsN N\)
+
HOJ\Rz DMF NH
NH, 6a-x 80 °C o R
2

5a-x

Em uma solucdo da anilina em DMF (2 mL), adicionou o 4cido carboxilico, o HBTU e
atrietilamina. As massas dos reagentes utilizados para obtencao de cada composto se encontram
nos subtopicos a seguir. A reagdo ficou em agitagdo entre 60 ¢ 90 °C, sendo acompanhada por
CCD, e foi finalizada adicionando agua destilada gelada (25 mL) a temperatura ambiente,
ocorrendo a formacao de precipitado, que foi filtrado. Em seguida, o solido foi solubilizado em
DCM (25 mL) e extraido com solugdo basica de NaOH (2M, 2x 20 mL), a fase organica foi
secada com Na»SOs anidro, filtrada, concentrada e seca no rotaecvaporador. O produto foi
submetido a uma recristalizacdo com metanol e agua, filtrado e seco. Em seguida, o sélido foi
purificado por coluna cromatografica, utilizando silica flash com uma mistura de 70% hexano
e 30% AcOEt como eluente. Por fim, foi feito o tratamento da graxa com hexano, secando o
composto na bomba de alto vacuo, levando a obtencao do produto.

5.2.6.1 Sintese do composto hit 1

NQ"

HBTU, Et3N
@c R g
h/t1%\©\

80 °C, 139h
29%

Em uma solucdo da anilina 5a (30,0 mg, 0,122 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o acido
carboxilico 6a (0,244 mmol, 44,5 mg), o HBTU (0,244 mmol, 92,0 mg) e a trietilamina (0,366
mmol, 37,0 mg, 51 puL). A reacdo ficou em agitacao a 80 °C e seguiu o procedimento geral C,
levando a obtencao do produto 4it 1 com 29% de rendimento apos 139 horas de reacao.

(1) solido branco, 14,6 mg, 29%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) 6 10.36 (s, 1H), 8.86 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 8.28 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 7.34 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1H), 7.20 (d, /= 8.3 Hz, 1H),
6.68 (dd, J=8.8, 2.3 Hz, 1H), 6.58 (d, /=2.3 Hz, 1H), 4.10 (s, 3H), 3.91 — 3.86 (m, 7H), 2.96
(t,J=4.6 Hz, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) 6 163.5, 162.7, 158.2, 144.3, 134.0, 133.5,
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126.5 (q, J=32.4 Hz), 123.6 (q, J = 272.0 Hz), 120.2 (q, / = 4.0 Hz), 119.0, 118.2 (q, J=4.1
Hz), 114.2,105.4, 98.5, 66.7, 56.0, 55.1, 51.5.
5.2.6.2 Sintese do composto 8
(J
Q HBTU, Et3N /©:NH e
/©: )b 60 °C )\©
39%
Em uma solucdo da anilina 5a (50,0 mg, 0,20 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o &cido
carboxilico 6b (0,4 mmol, 60,9 mg), o HBTU (0,40 mmol, 151,7 mg) e a trietilamina (0,6 mmol,
60,7 mg, 84 uL). A reacdo ficou em agitacdo a 60 °C e seguiu o procedimento geral C, levando
a obteng@o do produto 8 com 39% de rendimento apods 125 horas de reagdo.
(8) solido branco, 30,1 mg, 39% de rendimento. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 10.49 (s,
1H), 8.89 (d,J=2.1 Hz, 1H), 8.31 (dd, /= 7.8, 1.9 Hz, 1H), 7.56 — 7.51 (m, 1H), 7.36 (dd, J =
8.3, 2.1 Hz, 1H), 7.22 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.17 (td, J= 7.6, 1.1 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 7.5 Hz,
1H), 4.12 (s, 3H), 3.89 (t, ] = 4,6 Hz, 4H), 2.97 (t, J = 4,6 Hz, 4H). RMN de *C APT (101
MHz, CDCl3) 6 163.4, 157.4, 144.9, 133.9, 133.6, 132.8, 127.1 (q, J = 32,8 Hz), 124.2 (q, J =
272,4 Hz) 121.9, 121.9, 121.0 (q, J/=4.0 Hz), 119.7, 118.6 (q, /= 3.9 Hz), 67.2, 56.6, 52.1.
5.2.6.3 Sintese do composto 9

o)
N
HBTU, Et3N /©:
FsC NH
@ A

95°C »
15%

Em uma solucdo da anilina 5a (50,0 mg, 0,20 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o écido
carboxilico 6¢ (0,30 mmol, 45,9 mg), o HBTU (0,30 mmol, 113,8 mg) e a trietilamina (0,6
mmol, 60,7 mg, 85 uL). A reacdo ficou em agitacdo a 95 °C e seguiu o procedimento geral C,
levando a obtencao do produto 9 com 15% de rendimento apds 147 horas de reagao.

(9) solido branco, 11,3 mg, 15%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) 6 9.29 (s, 1H), 8.88 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 8.73 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.16 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H), 7.39 (dd, J= 8.4, 2.3 Hz,
1H), 7.31 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 6.89 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 4.04 (s, 3H), 3.95 — 3.91 (m, 4H), 2.98
—2.93 (m, 4H). RMN de 3C APT (101 MHz, CDCl3) & 166.7, 163.3, 146.3, 144.0, 138.0,
134.1,123.9,121.1 (d, J=4.6 Hz), 117.0, 111.7, 67.7, 54.3, 52.6.

5.2.6.4 Sintese do composto 10
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o
N
HBTU, Et3 /©:
FsC NH
Q .
95 °C

70%
Em uma solu¢do da anilina 5a (50,0 mg, 0,20 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o acido
carboxilico 6d (0,579 mmol, 80,5 mg), o HBTU (0,609 mmol, 231,0 mg) e a trietilamina (0,812
mmol, 82,2 mg, 110 pL). A reagdo ficou em agitacdo a 95 °C e seguiu o procedimento geral C,
levando a obtenc¢ao do produto 10 com 70% de rendimento apds 94 horas de reacao.
(10) solido marrom escuro, 52,4 mg, 70%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 10.87 (s, 1H), 8.89
(d, /J=2.0 Hz, 1H), 8.27 (s, 1H), 8.19 (d, /= 8.5 Hz, 1H), 7.35 (t, /= 7.7 Hz, 2H), 7.22 (d, J =
8.2 Hz, 1H), 4.03 — 3.99 (m, 4H), 3.03 — 2.97 (m, 4H). RMN de 3C APT (101 MHz, CDCls)
0 162.2,155.4, 144.5, 142.7, 136.8, 133.3, 124.0, 123.4, 120.8 (d,/=3.7 Hz), 119.9, 116.6 (d,
J=4.0 Hz), 67.4, 52.1.

5.2.6.5 Sintese do composto 11

o

/©:N\)
HBTU, Et:N FsC NH OMe

o)

OMe

95°C

249
Em uma solugdo da anilina 5a (30,0 mg, 0,122 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o &cido
carboxilico 6e (0,183 mmol, 33,3 mg), o HBTU (0,183 mmol, 69,4 mg) e a trietilamina (0,366
mmol, 37,0 mg, 51 puL). A reacdo ficou em agitacdo a 95 °C e seguiu o procedimento geral C,
levando a obtencao do produto 11 com 34% de rendimento apos 120 horas de reagao.
(11) solido branco, 17,0 mg, 34% RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 10.99 (s, 1H), 9.05 (d, J
=2.2 Hz, 1H), 7.83 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 7.38 (dd, /= 7.9, 1.8 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 2.7
Hz, 1H), 7.25 -7.21 (m, 1H), 7.13 (dd, /= 8.1, 1.7 Hz, 1H), 4.01 (s, 3H), 3.97 - 3.93 (m, 7H),
2.97 (t, J= 4.6 Hz, 4H). RMN de 3C APT (101 MHz, CDCI3) 6 163.3, 152.8, 147.7, 144.4,
134.5,127.5,127.2,126.8, 124.6, 123.1, 120.8 (d, /J=4.0 Hz), 120.1, 117.7 - 117.5 (m), 116.1,
67.0,61.4,56.2,52.3.
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5.2.6.6 Sintese do composto 12
o
N
o @ OMe HBTU,EtN C/CENH OMe
N HO —
/@[ DMF 0
FsC NH, F
5a 6f

0
95°C F
12

52%

Em uma solucdo da anilina 5a (30,0 mg, 0,122 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o acido
carboxilico 6f (0,244 mmol, 41,5 mg), o HBTU (0,244 mmol, 92,5 mg) e a trietilamina (0,488
mmol, 49,4 mg, 68 uL). A reagdo ficou em agitacdo a 95 °C e seguiu o procedimento geral C,
levando a obtengao do produto 12 com 52% de rendimento ap6s 51 horas de reagdo.

(12) solido amarelo, 25,4 mg, 52% RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 10.34 (s, 1H), 8.85 (d, J
=2.5Hz, 1H), 8.33 (dd, J =8.8, 7.0 Hz, 1H), 7.37 (dd, J = 8.3, 2.8 Hz, 1H), 7.23 (d, ] = 8.3 Hz,
1H), 6.87 (ddd, ] = 8.7, 7.5, 2.3 Hz, 1H), 6.79 (dd, ] = 10.4, 2.4 Hz, 1H), 4.12 (s, 3H), 3.90 —
3.87 (m, 4H), 2.98 — 2.94 (m, SH). RMN de 13C APT (101 MHz, CDCl3) 6 164.8 (d, J =
465.8 Hz), 164.6, 158.7, 144.8, 134.9 (d, J=10.6 Hz), 133.8, 127.2 (d, J = 32.6 Hz), 121.1 (t,
J=4.0Hz), 119.8, 118.7 (d, J=3.7 Hz), 108.9 (d, J = 21.3 Hz), 100.0 (d, /= 26.4 Hz), 67.2,
57.0, 52.1.

5.2.6.7 Sintese do composto 13

1
o Q HBTU, EtsN FAC NH

N\) + HO Ny ———— N
| DMF o | X
FsC NH, Z

95 °C =
5a 69 13
81%

Em uma solucdo da anilina 5a (32,7 mg, 0,133 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o acido
carboxilico 6g (0,400 mmol, 49,0 mg), o HBTU (0,400 mmol, 151,7 mg) e a trietilamina (0,532
mmol, 53,8 mg, 75 uL). A reagdo ficou em agitacdo a 95 °C e seguiu o procedimento geral C,
levando a obtencao do produto 13 com 81% de rendimento apds 68 horas de reagao.

(13) solido marrom, 37,8 mg, 81% RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 5 11.09 (s, 1H), 8.94 (s,
1H), 8.69 (d, /=4.9 Hz, 1H), 8.33 (d, /= 7.8 Hz, 1H), 7.96 (td, J= 7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.54 (dd,
J=17.7,4.7Hz, 1H), 7.40 (d, J=8.2 Hz, 1H), 7.26 (d, J=15.7 Hz, 1H), 4.03 (t, ] = 4.7 Hz 4H),
3.02 (t, ] = 4.6 Hz, 4H). RMN de 13C APT (101 MHz, CDCl3) 6 162.1, 150.0, 148.3, 144.6,
137.8, 133.2, 127.2 (d, J = 33.0 Hz), 126.6, 124.1 (d, J = 272.2 Hz), 122.5, 121.0 (q, J = 3.9
Hz), 120.0, 116.7 (q, /= 4.0 Hz), 67.4, 52.1.
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5.2.6.8 Sintese do composto 14

HBTU, Et3 ,

95 °C =
14
55%

Em uma solugdo da anilina 5a (34,3 mg, 0,139 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o &acido
carboxilico 6h (0,556 mmol, 106,3 mg), o HBTU (0,556 mmol, 210,8 mg) e a trietilamina
(0,695 mmol, 70,5 mg, 97 uL). A reagdo ficou em agitagdo a 95 °C e seguiu o procedimento
geral C, levando a obten¢ao do produto 14 com 55% de rendimento ap6s 42 horas de reagdo.
(14) solido marrom escuro, 32,3 mg, 55% RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 11.03 (s, 1H),
8.96 (s, 1H), 8.53 (d, /= 7.7 Hz, 1H), 8.16 (t, J= 7.8 Hz, 1H), 7.92 (d, /= 7.9 Hz, 1H), 7.42
(d, J=9.5 Hz, 1H), 7.30 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 4.02 — 3.96 (m, 4H), 3.00 — 2.94 (m, 4H). RMN
de 3C APT (101 MHz, CDCl3) 6 160.7, 150.6, 147.1 (d, J = 35.9 Hz), 144.8, 139.6, 133.3,
127.6 (d,J=32.6 Hz), 125.3, 123.1 (d, /J=2.6 Hz), 121.4 (q,/=4.0 Hz), 120.8, 116.8 — 116.4
(m), 67.1, 52.4.
5.2.6.9 Sintese do composto 21
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Em uma solugdo da anilina 5b (29,6 mg, 0,150 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o écido
carboxilico 6a (0,300 mmol, 54,7 mg), o HBTU (0,300 mmol, 113,8 mg) e a trietilamina (0,45
mmol, 45,5 mg, 63 uL). A reagdo ficou em agitacdo a 75 °C e seguiu o procedimento geral C,
levando a obtencao do produto 21 com 52% de rendimento apds 26 horas de reagao.

(21) solido bege, 28 mg, 52%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 10.45 (s, 1H), 8.40 (dd, J =
11.3,3.2 Hz, 1H), 8.25 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 7.10 (dd, J= 8.9, 5.6 Hz, 1H), 6.76 (td, /= 8.3, 3.0
Hz, 1H), 6.67 (dd, J= 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.57 (d, /= 2.5 Hz, 1H), 4.09 (s, 3H), 3.90 — 3.84 (m,
7H), 2.89 (t, J = 4.5 Hz, 4H). RMN de 3C APT (101 MHz, CDCl3) § 163.9, 163.3, 161.2,
158.8 (d, J=8.5Hz), 137.7 (d,J=2.9 Hz), 135.4 (d, J=12.1 Hz), 134.4, 120.8 (d, /= 9.6 Hz),

115.2,109.8 (d, J=22.7 Hz), 108.7 (d, J = 28.7 Hz), 105.9, 99.0, 67.4, 56.6, 55.6, 52.8.
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5.2.6.10 Sintese do composto 22
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Em uma solugdo da anilina Se¢ (50,0 mg, 0,212 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o acido
carboxilico 6a (0,424 mmol, 77,2 mg), o HBTU (0,424 mmol, 160,8 mg) e a trietilamina (0,636
mmol, 160,8 mg, 221 uL). A reagdo ficou em agitagdo a 75 °C e seguiu o procedimento geral
C, levando a obteng¢ado do produto 22 com 13% de rendimento ap6s 23 horas de reagao.

(22) solido amarelo, 11,1 mg, 13%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 10.53 (s, 1H), 8.64 (d,
J=28.4 Hz, 1H), .26 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.89 — 7.83 (m, 2H), 6.68 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H),
6.57 (d, J=2.3 Hz, 1H), 4.10 (s, 3H), 3.90 (dd, /= 5.9, 3.9 Hz, 10H), 2.96 (t, J=4.7 Hz, 4H).
RMN de *C APT (101 MHz, CDCl3) 6 166.8, 164.1, 163.4, 158.8, 141.6, 138.3, 134.5, 127.2,
125.1,121.3, 120.5, 115.0, 106.0, 99.0, 67.3, 56.7, 55.6, 52.4, 52.0.

5.2.6.11 Sintese do composto 23
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Em uma solucdo da anilina 5d (48,5 mg, 0,271 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o acido
carboxilico 6a (0,813 mmol, 148,1 mg), o HBTU (0,813 mmol, 316,0 mg) e a trietilamina (1,36
mmol, 137,1 mg, 189 uL). A reagdo ficou em agitacao a 85 °C e seguiu o procedimento geral
C, levando a obtencao do produto 23 com 65% de rendimento apods 75 horas de reagao.

(23) solido vermelho escuro, 63,6 mg, 68%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) 6 10.18 (s, 1H),
8.73 (dd, J=8.0, 1.8 Hz, 1H), 8.27 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 8.09 (dd, /=4.8, 1.7 Hz, 1H), 7.06 (dd,
J=28.1,4.8 Hz, 1H), 6.68 (dd, J= 8.8, 2.3 Hz, 1H), 6.57 (d, /J=2.3 Hz, 1H), 4.11 (s, 3H), 3.89
(d,J=4.2Hz, 7H), 3.17 - 3.11 (m, 4H). RMN de 3C APT (101 MHz, CDCl3) 6 164.1, 163 .4,
158.8, 153.4, 142.4, 134.4, 128.9, 128.3, 119.9, 114.5, 105.9, 98.9, 67.2, 56.5, 55.6, 50.3.
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5.2.6.12 Sintese do composto 24
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Em uma solu¢do da anilina 5f (33,1 mg, 0,169 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o acido
carboxilico 6a (0,507 mmol, 92,4 mg), o HBTU (0,507 mmol, 192,0 mg) e a trietilamina (0,845
mmol, 85,5 mg, 118 puL). A reacdo ficou em agitacdao a 113 °C e seguiu o procedimento geral
C, levando a obteng¢@o do produto 24 apos 46 horas, porém o material ainda estd impuro.
(24) solido amarelo, 16,0 mg, 26%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 10.19 (s, 1H), 8.46 —
8.40 (m, 1H), 8.29 (s, 1H), 6.89 — 6.83 (m, 2H), 6.67 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.57 (d, J=2.4
Hz, 1H), 4.09 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 3.86 (t, ] = 4.6 Hz, 4H), 2.91 (t, ] = 4.7 Hz, 4H). RMN de
13C APT (101 MHz, CDCl3) 6 163.5 (d, J = 83.6 Hz), 160.6, 158.8, 158.2, 143.9 (d,J=7.3
Hz), 134.6, 129.8 (d, J=2.9 Hz), 123.1 (d, /= 8.8 Hz), 115.1, 111.2 (d, /= 21.6 Hz), 107.2 (d,
J=23.5Hz), 105.9, 99.1, 67.4, 56.6, 55.8, 52.3.

5.2.6.13 Sintese do composto 25
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Em uma solu¢do da anilina 5b (32,4 mg, 0,165 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o écido
carboxilico 6b (0,495 mmol, 68,9 mg), o HBTU (0,495 mmol, 187,7 mg) e a trietilamina (0,660
mmol, 66,8 mg, 92 uL). A reacdo ficou em agitacdo a 70 °C e seguiu o procedimento geral C,
levando a obtencao do produto 25 com 66% de rendimento apds 71 horas de reagao.

(25) solido marrom, 34,4 mg, 66%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO) & 10.97 (s, 1H), 8.30 —
8.20 (m, 2H), 8.04 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.38 (dd, /= 8.6, 2.7 Hz, 1H), 7.32 (dd, /= 8.8, 5.8 Hz,
1H), 6.91 (td, J = 8.5, 3.0 Hz, 1H), 3.84 (t, /= 4.6 Hz, 4H), 2.84 (t, J = 4.6 Hz, 4H). RMN de
13C (101 MHz, DMSO) 6 161.8, 159.1 (d, J = 238.8 Hz), 157.1, 140.5, 137.8 (d, J = 2.9 Hz),
137.2,134.3 (d,J=12.5 Hz), 123.8, 123.2, 122.3 (d, /= 9.9 Hz), 109.5 (d, /= 22.4 Hz), 105.3
(d, J=28.6 Hz), 66.9, 52.2.
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5.2.6.14 Sintese do composto 29
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Em uma solugdo da anilina 5g (27,0 mg, 0,078 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o &acido
carboxilico 6a (0,310 mmol, 56,8 mg), o HBTU (0,310 mmol, 117,6 mg) e a trietilamina (0,39
mmol, 39,0 mg, 54 uL). A reagdo ficou em agitacdo a 100 °C e seguiu o procedimento geral C,
levando a obteng¢ao do produto 29 com 30% de rendimento ap6s 114 horas de reagao.

(29) 6leo avermelhado, 12 mg, 30%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 10.36 (s, 1H), 8.86 (d,
J=2.4Hz, 1H), 8.28 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.35 — 7.31 (m, 1H), 7.17 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.68
(dd, /= 8.8, 2.3 Hz, 1H), 6.56 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 4.05 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 3.61 (t, J=5.1
Hz, 4H), 2.90 (t, J= 5.1 Hz, 4H), 1.49 (s, 9H). RMN de *C APT (101 MHz, CDCl3) 6 164.2,
163.4,158.9, 154.8, 145.0, 134.6, 134.1, 127.1 (q, J = 32.6 Hz), 125.4, 124.3 (q, J =273.0 Hz),
120.8 (q, /= 3.9 Hz), 119.8, 118.8 (q, J = 3.9 Hz), 114.9, 106.2, 99.2, 56.7, 55.8, 51.8, 29.8,
28.6.

5.2.6.15 Sintese do composto 30
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Em uma solucdo da anilina Sh (60,4 mg, 0,375 mmol) em DMF (2 mL), adicionou o acido
carboxilico 6a (1,46 mmol, 265,3 mg), o HBTU (1,46 mmol, 567,0 mg) e a trietilamina (1,88
mmol, 189,8 mg, 262 uL). A reacdo ficou em agitagdo a 80 °C e seguiu o procedimento geral
C, levando a obtencao do produto 30 com 61% de rendimento apos 89 horas de reagao.
(30) solido vermelho, 74,3 mg, 61%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) 6 9.83 (s, 1H), 8.26 (d,
J=28.8 Hz, 1H), 7.94 (s, 1H), 7.87 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.46 (t, /= 8.2 Hz, 1H), 7.35 (dd, J =
7.8,0.7 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.55 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 4.06 (s, 3H), 3.88 (s,
3H). RMN de 3C APT (101 MHz, CDCl3) 8 164.2, 163.5, 158.8, 139.3, 134.5, 129.6, 123.6,
120.8, 120.5 (d, J=3.7 Hz), 117.1 (d, J= 4.0 Hz), 114.4, 106.0, 99.0, 56.5, 55.8.
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5.2.7 Procedimento geral D para a reacdo de amidacgdo via cloreto de acila

(\x
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t.a. Ar atm. t.a. Ar atm. o R,

Em um baldo, o acido carboxilico (1 eq. do cloreto de acila desejado) ficou em atmosfera
de argdnio, em seguida, foi solubilizado em DCM anidro (2 mL) e adicionou-se o cloreto de
oxalila (5 eq. do acido carboxilico) e duas gotas de DMF anidro. A reacao ficou em agitagao a
temperatura ambiente e atmosfera de argdnio por 2 horas, e foi finalizada evaporando e secando
o solvente juntamente com o cloreto de oxalila residual, partindo para a proxima etapa da
reacdo. Em uma solugdo do cloreto de acila em DCM anidro (2 mL), adicionou a solugao da
anilina 5 com a trietilamina anidra em DCM anidro (2 mL). A reagdo ficou em agitacdo a
temperatura ambiente com atmosfera de argénio e foi acompanhada por CCD. A reagdo foi
finalizada adicionando 25 mL de dgua destilada e a mistura foi transferida para um funil de
extracdo, onde foi feita uma extracdo com diclorometano (15 mL). Em seguida, a fase orgénica
foi lavada com solugdo basica de NaOH (2 M, 25 mL), secada com Na»SO4 anidro, filtrada,
concentrada e seca. O produto foi entdo purificado por coluna cromatografica utilizando silica
flash utilizando uma mistura de 70% hexanos e 30% de AcOEt como eluente.

5.2.7.1 Sintese do Hit 1
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Para a sintese do Ait 1, foi utilizado o procedimento geral D, com a anilina 5a (30,0 mg,
0,122 mmol), o cloreto de acila 7a (0,487 mmol, 97,8 mg) e a EtsN (0,24 mmol, 24,7 mg, 34
puL) em DCM anidro (2 mL). Apds 114 horas a temperatura ambiente e atmosfera de Argonio,
o produto #it 1 foi obtido com 53% de rendimento.
(1) solido branco, 26,5 mg, 53%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) 6 10.36 (s, 1H), 8.86 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 8.28 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 7.34 (dd, J= 8.3, 2.1 Hz, 1H), 7.20 (d, /= 8.3 Hz, 1H),
6.68 (dd, J=8.8, 2.3 Hz, 1H), 6.58 (d, /J=2.3 Hz, 1H), 4.10 (s, 3H), 3.91 — 3.86 (m, 7H), 2.96
(t,J=4.6 Hz, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) 6 163.5, 162.7, 158.2, 144.3, 133.9, 133.5,
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126.5 (q, J=32.4 Hz), 123.6 (q, J = 272.0 Hz), 120.2 (q, / = 4.0 Hz), 119.0, 118.2 (q, J=4.1
Hz), 114.2,105.4, 98.5, 66.7, 56.0, 55.1, 51.5.
5.2.7.2 Sintese do composto 15

9
NS
€1x (9
F3C NH, N\)
0 0 5a /@E
oH OMe (COCl),; DMF o OMe Et;N FaC NH
DCM DCM o OMe
OMe t.a. Ar atm. 2h OMe t.a. Ar atm
6i 7b OMe
15

64%

Para a sintese do composto 15, foi utilizado o procedimento geral D, com a anilina 5a
(50,0 mg, 0,200 mmol), o cloreto de acila 7b (0,600 mmol, 120,4 mg) e a Et3N (0,200 mmol,
20,2 mg, 27 uL) em DCM anidro (2 mL). Apos 91 horas a temperatura ambiente e atmosfera
de Argodnio, o produto 15 foi obtido com 64% de rendimento.
(15) solido branco, 52 mg, 64% RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 9.33 (s, 1H), 8.90 (d, J =
2.2 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.43 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H), 7.37 (dd, ] = 8.4, 2.1 Hz,
1H), 7.29 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 3.98 (s, 3H), 3.98 (s, 3H), 3.94 — 3.90
(m, 4H), 2.99 — 2.93 (m, 4H). RMN de 13C (101 MHz, CDCl3) 6 164.4, 152.5, 149.5, 143.7,
134.1, 127.1, 129.3 — 122.2 (m), 120.8, 120.7 — 120.4 (m), 119.0, 116.7 (d, J = 4.1 Hz), 110.8,
110.6, 67.7, 56.1 (d, J = 1.7 Hz), 52.4.

5.2.7.3 Sintese do composto 16
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Para a sintese do composto 16, foi utilizado o procedimento geral D, com a anilina 5a
(20,0 mg, 0,081 mmol), o cloreto de acila, obtido comercialmente, 7¢ (0,162 mmol, 23,0 mg) e
a EtsN (0,200 mmol, 20,2 mg, 27 pL) em DCM anidro (2 mL). Apos 150 horas a temperatura
ambiente e atmosfera de Argonio, o produto 16 foi obtido com 92% de rendimento.
(16) solido branco, 26,1 mg, 92%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 9.38 (s, 1H), 8.92 (d,J =
2.1 Hz, 1H), 8.13 — 8.08 (m, 1H), 7.95 — 7.90 (m, 2H), 7.63 — 7.52 (m, 3H), 7.47 (t,J = 7.7 Hz,
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1H), 7.41 — 7.36 (m, 1H), 7.30 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 3.94 — 3.89 (m, 4H), 2.98 — 2.94 (m, 4H).
RMN de *C APT (101 MHz, CDCl3) 6 169.9, 164.9, 143.8, 134.5, 134.0, 133.6, 132.2, 130.2,
129.1, 128.5, 128.2, 127.9, 126.9, 120.9, 120.9, 120.8, 120.8, 116.9, 116.8, 116.8, 116.8, 67.6,
52.4.

5.2.7.4 Sintese do composto 17
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Para a sintese do composto 17, foi utilizado o procedimento geral D, com a anilina 5a
(30,0 mg, 0,122 mmol), o cloreto de acila 7d (0,487 mmol, 77,7 mg) e a Et3N (0,365 mmol,
37,0 mg, 50 pL) em DCM anidro (2 mL). Ap6s 19 horas a temperatura ambiente e atmosfera
de Argodnio, o produto 17 foi obtido com 89% de rendimento.
(17) s6lido branco 39,9 mg, 88%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 9 10.87 (s, 1H), 8.88 (d,
J=2.3 Hz, 1H), 8.51 (d, J=2.9 Hz, 1H), 8.34 (dd, J= 8.6, 4.6 Hz, 1H), 7.62 (td, J = 8.3, 2.8
Hz, 1H), 7.37 (dd, J = 8.2, 2.2 Hz, 1H), 7.23 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.01 — 3.96 (m, 4H), 3.01 —
2.95 (m, 4H). RMN de *C APT (101 MHz, CDCl3) 6 162.7, 160.6 (d, J = 92.1 Hz), 146.4 (d,
J=4.0 Hz), 144.6, 136.9 (d, J = 25.3 Hz), 133.1, 127.3 (q, J = 32.6 Hz), 128.3 — 122.6 (m),
124.6 — 124.3 (m), 124.2, 121.1 (q, /= 3.9 Hz), 120.1, 116.6 (q, J = 4.0 Hz), 67.4, 52.2.

5.2.7.5 Sintese do composto 26
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Para a sintese do composto 26, foi utilizado o procedimento geral D, com a anilina Se
(33,0 mg, 0,134 mmol), o cloreto de acila 7a (0,536 mmol, 107,5 mg) e a Et3N (0,268 mmol,
27,1 mg, 37 uL) em DCM anidro (2 mL). Ap6s 116 horas a temperatura ambiente e atmosfera

de Argdnio, o produto 26 foi obtido com 24% de rendimento.
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(26) solido branco, 13 mg, 24% RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 9.74 (s, 1H), 8.25 (d, J =
8.8 Hz, 1H), 7.95 (dd, J= 8.2, 2.7 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.37 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
6.66 (dd, J= 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.55 (d, /= 2.3 Hz, 1H), 4.05 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 3.84 — 3.81
(m, 4H), 2.92 — 2.88 (m, 4H). RMN de 13C APT (101 MHz, CDCI3) 6 164.2, 163.4, 158.8,
147.9, 135.9, 134.5, 128.7 — 127.7 (m), 124.9, 124.9, 128.0 — 119.7 (m), 119.4, 119.3, 119.3,
119.2, 106.0, 99.0, 67.6, 56.5, 55.8, 54.0.

5.2.7.6 Sintese do composto 27
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Para a sintese do composto 27, foi utilizado o procedimento geral D, com a anilina 5g
(40,0 mg, 0,153 mmol), o cloreto de acila 7a (0,612 mmol, 122,8 mg) e a EtzN (0,46 mmol,
46,5 mg, 64 uL) em DCM anidro (2 mL). Apds 28 horas a temperatura ambiente e atmosfera
de argonio, o produto 27 foi obtido com 37% de rendimento.
(27) solido amarelo claro, 24,4 mg, 37%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 10.33 (s, 1H), 8.88
(d,J=2.3Hz 1H), 8.29 (d,J=8.8 Hz, 1H), 7.33 (dd, /= 8.3, 2.4 Hz, 1H), 7.19 (d, /= 8.3 Hz,
1H), 6.69 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.58 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 4.10 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 3.22 —
3.14 (m, 4H), 2.88 — 2.78 (m, 4H). RMN de 3C APT (101 MHz, CDCl3) 6 164.2, 163.5, 158.8,
146.1, 134.7, 134.4, 127.4 (d, J = 32.3 Hz), 120.7 (q, J = 4.0 Hz), 120.6, 120.3, 118.7 (q, J =
4.0 Hz), 114.9, 106.1, 99.2, 56.6, 55.8, 54.4, 28 4.



79

5.2.7.7 Sintese do composto 28
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Para a sintese do composto 28, foi utilizado o procedimento geral D, com a anilina Sh
(52,2 mg, 0,201 mmol), o cloreto de acila 7a (0,804 mmol, 161,3 mg) e a EzN (0,603 mmol,
61,0 mg, 84 pL) em DCM anidro (2 mL). Ap6s 45 horas a temperatura ambiente e atmosfera
de Argodnio, o produto 28 foi obtido com 20% de rendimento.
(28) solido marrom claro, 17,2 mg, 20%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 10.34 (s, 1H), 8.85
(d,J=2.6 Hz, 1H), 8.28 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 7.35 - 7.30 (m, 1H), 7.21 (d, J= 8.6 Hz, 1H), 6.68
(dd, /= 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.57 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 4.08 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 2.99 (t, /= 4.8
Hz, 4H), 2.62 (s, 4H), 2.38 (s, 3H). RMN de *C APT (101 MHz, CDCl3) § 164.0, 163.3,
158.8, 145.2, 134.5, 134.0, 127.4 — 126.2 (m), 121.5 (d, /= 271.8 Hz), 120.6 (q, J = 4.0 Hz),
119.6, 118.6 — 118.3 (m), 114.9, 105.8, 98.9, 56.6, 55.6, 55.4, 51.6, 46.2.

5.2.8 Procedimento para a sintese do composto 18

N
EDC DMAP /@:
/@: J\©\ DCM ACN FaC NH
TA.-70°C o
92 horas OMe

Em uma solugdo da anilina 5a (20,0 mg, 0,0812 mmol) em DCM (2 mL), foi adicionado
o0 4cido carboxilico 6k (16,1 mg, 0,106 mmol), o EDC (20,3 mg, 0,106 mmol) e 0o DMAP (3,0
mg, 0,025 mmol). A reagdo ficou em agitagdo a temperatura ambiente, acompanhada por CCD,
e, ap6s 16 horas constatou pouca evolugcao da reagdo, sendo logo em seguida colocada em
refluxo a 40 °C. Apos 24 horas, tinha aumentado um pouco a quantidade de produto, porém a
amina de partida ainda estava em maior quantidade, dessa forma, foi adicionado mais DMAP
(4,0 mg). Ao constatar que a reagdo nao tinha evoluido, apds 18 horas, adicionou 4 mL de
acetonitrila e aumentou a temperatura para 70 °C. A reacdo foi finalizada resfriando-a e

adicionando agua destilada gelada (20 mL) em banho de gelo, ndo ocorrendo a formagao de
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precipitado. A solucdo foi extraida com DCM (5 mL), em seguida, a fase organica foi lavada
com uma solu¢do de NaOH (4 M, 25 mL). O solido obtido foi purificado através de uma coluna
de placa preparativa (CPP), levando a obten¢@o do produto 18 com 43% de rendimento.

(18) solido branco, 13,4 mg, 43%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 9.28 (s, 1H), 8.90 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 7.92 — 7.87 (m, 2H), 7.36 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.29 (s, 1H), 7.03 (d, J = 8.8 Hz,
2H), 3.95 -3.89 (m, 7H), 2.98 — 2.93 (m, 4H). RMN de 13C APT (101 MHz, CDCl3) 6 164.4,
162.8, 143.7, 134.2, 128.8, 126.7, 120.7, 120.6 (d, J = 4.0 Hz), 116.8 (d, J = 4.1 Hz), 114.3,
67.6, 55.5, 52.4.

5.2.9 Procedimento para a sintese do composto 19
0 o)
(L S
/@[ BBr3 (1M em DCM) /@[
FsC NH OMe > FsC NH OH
0°C-ta.
O)\©\ Ar atm Og\@\
OMe 49 horas OMe

Hit1

Em um baldo contendo o hit 1 (20,0 mg, 0,0487 mmol), foi adicionado 1,0 mL de uma solugao
de BBr; IM em DCM (aproximadamente 10 eq. para cada metoxila, totalizando 20 eq.), em
banho de gelo e atmosfera de argonio. A reagdo ficou em agitacdo a temperatura ambiente e foi
acompanhada por CCD (6:4 hexano/acetato de etila, revelando no iodo). A reacdo foi finalizada
adicionando agua destilada (20 mL), seguida de uma extracdo com diclorometano (2 x 25 mL),
a fase organica foi secada com Na>SOs4 anidro, filtrada, concentrada e seca. Por fim, foi feita
uma coluna cromatografica utilizando como eluente 6:4 hexano/acetato de etila, seguido de

recristalizacdo com hexano, levando a obtencao do composto com 40% de rendimento.
(19) 7,3 mg, 40%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 12.39 (s, 1H), 9.35 (s, 1H), 8.74 (d, J =

2.1 Hz, 1H), 7.46 — 7.37 (m, 2H), 7.30 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.53 (dq, J = 5.4, 2.6 Hz, 2H), 3.93
(t, J = 4.6 Hz, 4H), 3.86 (s, 3H), 2.96 (t, J = 4.6 Hz, 4H).
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5.2.10  Procedimento para a sintese do composto 20
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Em uma solucdo do dimetil sulfato (16,7 mg, 0,132 mmol), em DMF (1 mL), com

atmosfera de argonio, adicionou a solucao do fenol (20,5 mg, 0,056 mmol), em DMF (1 mL),
e o terc-butoxido de sodio (19,4 mg, 0,202 mmol). A reagdo foi acompanhada por CCD (7:3
hexano/acetato de etila) e, apos 21 horas, foi finalizada adicionando adgua destilada gelada (20
mL) em banho de gelo, formando um pouco de precipitado. O precipitado formado foi filtrado
e secado, seguido de recristalizacdo com DCM e hexano (1:3) A solucdo aquosa da primeira
filtracdo foi extraida com acetato de etila (30 mL), em seguida lavando a fase organica com 20
mL de solugdo basica de NaOH (2M) e 20 mL de 4gua destilada. Por fim, a fase organica foi
seca com sulfato de sodio anidro, filtrada, concentrada e seca na bomba de vacuo.
(20) solido vermelho escuro, 21,3 mg, 100%. 'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 10.88 (s, 1H),
8.91 (d,/J=2.4 Hz, 1H), 8.32 (d,J=2.9 Hz, 1H), 8.26 (d, /= 8.6 Hz, 1H), 7.36 (dt, /=8.3, 2.4
Hz, 2H), 7.21 (d, J=7.7 Hz, 1H), 4.00 (t, J = 4,6 Hz, 4H), 3.96 (s, 3H), 2.99 (t, ] = 4,6 Hz, 4H).
13C NMR (101 MHz, CDCl3) & 162.1, 158.3, 144.5, 142.7, 136.6, 133.4, 127.3, 127.0, 123.8,
120.8 — 120.6 (m), 120.6, 119.9, 116.7 — 116.5 (m), 67.4, 55.9, 52.1.

5.2.11  Procedimento para a sintese do composto 31
NBoc NH
ST s

1 N
HO” “CF,
FsC NH OMe FsC NH OMe
DCM
0 ta. 20h 0
OMe 77% 51 OMe

29

Em uma solucao de Boc-piperazina (7,0 mg, 0,0137 mmol), em DCM (1 mL), adicionou
o TFA (70 uL). A reagdo ficou em agitacao a temperatura ambiente por 20 horas, acompanhada
por CCD (7:3 Hex/AcOEt), e foi finalizada secando o solvente. O sal obtido foi neutralizado
por extracdo basica com solu¢do de NaOH (2M, 4 mL) e AcOEt (6 mL). A fase organica foi
seca com NaxSOs anidro, filtrada e seca, levando a obtengdo do produto 31 com 77% de
rendimento.
(31) solido brando, 4,3 mg, 77%. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 10.39 (s, 1H), 8.86 (d,/J=2.4
Hz, 1H), 8.28 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 7.33 (ddd, J=8.3,2.2,0.8 Hz, 1H), 7.19 (dd, /= 8.3, 0.8 Hz,
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1H), 6.68 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H), 6.57 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 4.08 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 3.09 —
3.05 (m, 4H), 2.91 (t, J = 4.8 Hz, 4H).3C NMR (101 MHz, CDCl3) & 164.2, 163.5, 158.9,
145.7,134.6, 134.2, 126.9 (d, J = 32.3 Hz), 128.5 — 120.2 (m), 120.9 — 120.6 (m), 119.8, 118.7
— 118.5 (m), 115.0, 106.0, 99.1, 56.7, 55.8, 53.3, 46.5.

5.2.12  Procedimento dos ensaios biolégicos contra L. infantum

Esses ensaios foram realizados pela dra. Silvane Maria Fonseca Murta, do Instituto René

Rachou da FIOCRUZ de Belo Horizonte.

5.2.12.1 Avaliacao da suscetibilidade in vitro

Células derivadas da linhagem monocitica humana THP-1 foram cultivadas em meio
RPMI-1640 completo (suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina). Os mondcitos foram diferenciados em macrdofagos pela adigao
de 20 ng/mL de acetato de forbol miristato (PMA). Apds 72 horas, os macrofagos (5 x 10°), em
placas de microtitulagdo pretas de 96 pogos (Corning Incorporated, Corning, NY), foram
infectados com formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum
(MHOM/BR/1974/PP75) transfectadas com o gene tdTomato, no segundo dia da fase
estacionaria (20 parasitas por macroéfago) por 4 horas.

Os parasitas que ndo infectaram os macrofagos foram removidos (trés lavagens com
PBS 1X), e os macrofagos infectados foram incubados por 72 horas em meio RPMI-1640
contendo diferentes concentragdes dos compostos (80, 40, 20, 10 e 5 pg/mL). A concentragao
do composto que inibe 50% do crescimento do parasita (IC50) foi determinada pela diminui¢ao
da fluorescéncia do parasita na auséncia e presenca do composto, apos 72 horas de exposi¢ao,
usando um leitor de microplacas (SpectraMax M2, Molecular Devices, Sunnyvale, CA) com
valores de excitagdo e emissdo: 554 e 581 nm, respectivamente.

Os valores de IC50 foram determinados por regressdo nao linear usando um modelo de
inclinagdo variavel (log (concentrag@o) vs. inibi¢do do crescimento) com o software GraphPad
Prism v8.2.0 (CA, EUA). Foram utilizados controles com células ndo infectadas, células
infectadas nao tratadas, células infectadas tratadas com anfotericina B a 0,25 uM (controle
positivo) ou DMSO 1%. Quadruplicatas foram realizadas na mesma placa, e os experimentos

foram repetidos pelo menos uma vez.
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5.2.12.2 Avaliacgado da citotoxicidade

Macrotagos THP-1 (5,0x104) foram diferenciados em placas de 96 pogos e incubadas
por 72 horas em meio RPMI 1640 suplementado a 37°C em estufa contendo 5% de CO2. Apos
o periodo de diferenciacdo das células, o meio de cultura foi removido, e adicionado meio RPMI
1640 suplementado. Posteriormente, os macrofagos foram tratados com os compostos,
empregando-se dilui¢des seriadas, durante 72 horas a 37°C, em estufa contendo 5% de CO?2.
Apos o periodo de tratamento, a viabilidade celular foi avaliada pelo método de Alamar Blue
(Invitrogen™). Foram adicionados aos pogos 20uL de uma solu¢do de Alamar Blue em uma
diluicdo de 1:1 e apo6s quatro horas de incubagdo a leitura foi realizada através dos seguintes
comprimentos de onda: 570 e 600nm. Os resultados foram expressos como o percentual
diferenca na reducao entre células tratadas e nao tratadas. A concentragao do composto que
inibe 50% da viabilidade da célula THP-1 (CC50) foi obtida por analise de regressdo ndo linear
usando o programa GraphPad Prism 8.0, Inc. Foram realizados dois experimentos

independentes, em triplicata de cada amostra.

5.2.13  Procedimento dos ensaios biologicos contra o T. cruzi

Esses ensaios foram realizados pela dra. Silvane Maria Fonseca Murta, do Instituto René

Rachou da FIOCRUZ de Belo Horizonte.

5.2.13.1 Avaliagdo in vitro da poténcia

A atividade anti-T. cruzi in vitro foi avaliada em células L929 (fibroblastos de
camundongo) infectadas com a cepa Tulahuen do parasita, expressando a -galactosidase de
Escherichia coli como gene reporter. Para o bioensaio, 4000 células L.929 foram adicionadas a
cada pogo de uma placa de microtitulagdo de 96 pogos. Apds uma incubagdo durante a noite,
40.000 tripomastigotas foram adicionados as células e incubados por 2 horas. Em seguida, o
meio contendo os parasitas extracelulares foi substituido por 200 pL de meio fresco, e a placa
foi incubada por mais 48 horas para estabelecer a infeccao.

Para determinar o IC50 dos compostos previamente sintetizados, as células foram
expostas a cada composto em concentragdes decrescentes sucessivas (100, 50, 25, 12,5, 6,25 ¢
3,12 pg/mL), e a placa foi incubada por 96 horas. Apos esse periodo, 50 uL. de 500 uM de
clorofenol vermelho beta-D-galactopiranosideo (CPRG) em 0,5% de Nonidet P40 foram
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adicionados a cada poco, a placa foi incubada por mais 16—20 horas, e a absorbancia a 570 nm
foi medida.

Foram utilizados controles com células ndo infectadas, células infectadas ndo tratadas e
células infectadas tratadas com benznidazol a 3,8 uM (controle positivo) ou 1% de DMSO. Os
resultados foram expressos como a porcentagem de inibicdo do crescimento de T. cruzi nas
células tratadas com o composto testado em comparacdo com células infectadas ndo tratadas.

Os valores de IC50 foram determinados por regressao nao linear usando um modelo de
inclinacao variavel (log (concentragdo) vs. inibi¢do do crescimento) com o software GraphPad
Prism v8.2.0 (CA, EUA). Quadruplicatas foram realizadas na mesma placa, ¢ os experimentos

foram repetidos pelo menos uma vez.

5.2.13.2 Avaliacdo da citotoxicidade in vitro da célula L929

Para este bioensaio, 4000 células L929 em 200 pL de meio RPMI-1640 (pH 7,2-7,4)
(Gibco BRL) com 10% de soro fetal bovino e 2 mM de glutamina foram adicionadas a cada
pogo de uma placa de microtitulacdo de 96 pogos, que foi incubada por 3 dias a 37°C. O meio
foi entdo substituido por meio fresco, e as células foram expostas a cada composto em
concentragdes crescentes, comecando pelo valor de IC50 contra T. cruzi.

Apo6s 96 horas de incubagdo com os compostos, foi adicionado o alamarBlue™, ¢ a
absorbancia foi medida em 570 e 600 nm apds 4—6 horas. Controles com células ndo tratadas e
células tratadas com 1% de DMSO foram executados em paralelo.

Os resultados foram expressos como a diferenga percentual na redugdo entre as células
tratadas e ndo tratadas. A concentragdo do composto que inibe 50% da viabilidade celular das
células L929 (CC50) foi determinada. Quadruplicatas foram realizadas na mesma placa, e os

experimentos foram repetidos pelo menos uma vez.

5.2.14  Procedimento dos ensaios farmacocinéticos

Esses ensaios foram realizados pelo Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC), da

Universidade de Sao Paulo (USP), sob a supervisao do professor Leonardo L. G. Ferreira.
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5.2.14.1 Determinag¢do experimental do coeficiente de distribui¢do (eLogD pH 7.4)

Para a determinagao do coeficiente de distribuicdo (eLogD), foi utilizada uma
metodologia baseada no tempo de retencao das moléculas na fase estacionaria. O cromatograma
foi obtido em uma coluna HPLC Supelco Ascentis Express RP Amide (5 cm x 2,1 mm, 2,7
uM) e fases moveis de 5% de metanol em 10 mM de acetato de amonio pH 7,4 (A) e 100% de
metanol (B). A fase movel foi eluida em modo de gradiente binario, conforme segue: 0 min.,
95% A; 0,3 min 100% A; 5,2 min 0% A; 5,6 min 0% A; 5,8 min 100% A; 7,0 min 100% A. O
tempo total de execugdo foi de 7 minutos, € o volume de inje¢ao da amostra foi de 5 pL.

Os compostos de teste foram preparados a 1,0 mg/mL, adicionando-se a solugdo estoque
nas fases moveis A:B (1:1) (padrao interno a 200 nM), e a concentracdo de DMSO foi inferior
a 2%. A lipofilicidade dos compostos foi avaliada injetando individualmente os compostos de
teste e uma série de oito farmacos comerciais, cobrindo uma faixa de LogD de —1,86 a 6,1
(aciclovir —1,86; atenolol 0,16; antipirina 0,38; fluconazol 0,50; metoprolol 1,88; cetoconazol
3,83; tolnaftato 5,40; amiodarona 6,10) (Alelyunas et al., 2010; Lombardo et al., 2002, 2004).

O tempo de retengdo (em minutos) de cada um dos oito padrdes foi plotado em relagao
aos seus valores de LogD. A equagao resultante da curva de calibragdo (y = mx + b) foi utilizada

para calcular os valores de eLogD dos compostos.

5.2.14.2 Estabilidade metabdlica

A estabilidade metabdlica foi avaliada em microssomas hepaticos de camundongos CD1
(20 mg/mL, GIBCO) agrupados. Os compostos foram preparados em uma concentragdo de 0,5
UM e incubados com microssomas hepaticos a 0,25 mg/mL em solugdo tampao fosfato pH 7,4,
com concentragdo de DMSO inferior a 1%. A reacdo foi iniciada pela adicdo do cofator
NADPH a 0,5 uM. Amostras foram coletadas nos seguintes tempos: 0 (imediatamente apos a
adi¢do do cofator), 5, 10, 20, 30 e 60 minutos. As reacdes foram interrompidas pela adigdo de
uma solucdo de parada contendo acetonitrila:metanol (1:1) (padrdo interno a 50 nM). As
amostras foram centrifugadas (3500 rpm/30 min.) para obter o pellet de proteina microssomal
precipitada. As fragdes do sobrenadante foram quantificadas por LC-MS/MS.

As razoes das areas dos picos (analisado/padrao interno) foram convertidas para %
remanescente, utilizando a razao da area no tempo 0 como 100%. A meia-vida (t1/2 = In (2)/k)

em minutos e o clearance intrinseco (Clint =k % 1000/ (0,25)) em pL/min/mg foram calculados
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usando uma regressao nao linear do % remanescente versus o tempo de incubagdo. A partir
deste grafico, a inclinagdo (k) foi determinada.

Os cromatogramas para analise foram obtidos em uma coluna Supelco Ascentis Express
C18 (3 cm x 2,1 mm, 5 uM). As fases moveis consistiram em agua + 0,1% de acido féormico
(A) e acetonitrila + 0,1% de acido férmico (B). A fase movel foi eluida em modo de gradiente
binario, com o gradiente conforme segue: 0 min., 95% A; 0,05 min., 95% A; 0,3 min., 2% A;
0,7 min., 2% A; 0,8 min., 95% A; 1,15 min., 95% A; 2,0 min., 95% A.

O tempo de execugdo foi de 2 minutos, o volume de inje¢ao da amostra foi de 10 pL, e
a taxa de fluxo foi de 0,7 mL/min. Todos os testes de estabilidade microssomal foram realizados

em triplicatas.

5.2.14.3 Ensaios de permeabilidade

O ensaio de permeabilidade por membrana artificial paralela (PAMPA) foi realizado em
um sistema de placas de 96 pogos pré-revestidas (Corning Gentest #353015). As solucdes dos
compostos foram preparadas diluindo-se as solugdes estoques (10 mM) em tampao fosfato
salino (PBS) pH 6,5, em uma concentragao final de 10 uM, e adicionadas a por¢do doadora da
placa (300 pL/poco), enquanto a por¢do receptora recebeu PBS pH 7,4 (200 puL/poco). A
concentracdo de DMSO foi inferior a 1%.

As duas porc¢des da placa foram entdo montadas, e o sistema foi incubado (5 h/37°C).
Amostras da solucdo inicial do doador (TO) foram coletadas e armazenadas a —20°C. Ao final
da incubacao, amostras foram coletadas das placas doadora e receptora, e adicionadas a placas
contendo solu¢do de parada (10% de agua e 90% de metanol: acetonitrila (50:50) + 50 nM de
tolbutamida). As amostras TO foram tratadas de maneira semelhante.

As concentragdes finais dos compostos nos pogos do doador, receptor e TO foram
quantificadas por LC-MS/MS. Os cromatogramas para analise foram obtidos em uma coluna
Supelco Ascentis Express C18 (3 cm x 2,1 mm, 5 uM). As fases mdveis consistiram em agua
+ 0,1% de 4cido férmico (A) e acetonitrila + 0,1% de acido formico (B).

A fase movel foi eluida em modo de gradiente binario, com o gradiente conforme segue:
0 min., 95% A; 0,05 min., 95% A; 0,3 min., 2% A; 0,7 min., 2% A; 0,8 min., 95% A; 1,15 min.,
95% A; 2,0 min., 95% A. O tempo total de execucao foi de 2 minutos, o volume de injecao da
amostra foi de 10 pL, e a taxa de fluxo foi de 0,7 mL/min.

Os resultados foram utilizados para calcular o valor de permeabilidade efetiva (Pe).

Todos os ensaios de PAMPA foram realizados em triplicatas.
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5.2.14.4 Solubilidade cinética

Para determinar a solubilidade cinética, solugdes estoques dos compostos de teste e
controles (10 mM em DMSO) foram transferidas para duas placas de 96 pocos (placa de
incubagdo) em duplicata. Para cada amostra nas placas, foram adicionados PBS pH 7,4 ou 2,0
(concentracdo final de 250 uM), com concentracdo de DMSO inferior a 2,5%. A placa foi selada
e agitada por 24 h (200 rpm/25°C). Os precipitados na placa de incubacao foram removidos por
centrifugacdo (15 min/3000 rpm/25°C).

As fragdes do sobrenadante foram quantificadas por LC-MS/MS. A partir de uma
solucao padrao de 10 mM, foi preparada uma diluicdo padrdo intermediaria a 0,5 mM em
solugdo de acetonitrila:dgua (1:1). Curvas de calibragcdo foram preparadas para cada composto
de teste e controles, diluindo-se varias vezes a solu¢do padrdo intermedidria para atingir as
concentragdes desejadas de 50, 40, 20, 2 e 1 uM. A equacao resultante da curva de calibragdo
(y = mx + b) foi usada para calcular os valores de concentracdo experimental dos compostos.

Os cromatogramas para analise foram obtidos em uma coluna Supelco Ascentis Express
C18 (3 cm x 2,1 mm, 5 uM). As fases moveis consistiram em agua + 0,05% de acido formico
(A) e acetonitrila + 0,05% de acido formico (B). A fase mével foi eluida em modo de gradiente
binario, com o gradiente conforme segue: 0 min, 98% A; 1,2 min, 2% A; 2,0 min, 2% A; tempo
de reequilibrio: 0,6 min, 98% A.

O tempo total de execucgdo foi de 2 minutos, o volume de inje¢do da amostra foi de 5

uL, e a taxa de fluxo foi de 0,6 mL/min.



88

6 CONCLUSAO

Neste trabalho, foram sintetizados 24 compostos finais, sendo um deles o A4it 1 e os
outros derivados desse composto com modificagdes estruturais nos fragmentos benzoil, aril
central e morfolina. Esses compostos foram purificados, caracterizados e tiveram a sua
atividade biolégica contra o 7. cruzi e o L. Infantum, causadores da doenca de Chagas e
leishmaniose visceral, avaliada. Esses compostos foram obtidos com rendimentos satisfatorios,
através de trés principais tipos de reacao: SnAr, reducao de grupo nitro e reacdo de amidagao.
Foram utilizadas trés condigdes de amidagdo, sendo a reacdo com o cloreto de acila a que
apresentou maior eficécia.

Os ensaios bioldgicos demonstraram uma alta poténcia do Aif 1 contra o 7. cruzi (ICso
0,76 uM) e uma alta seletividade contra o parasita (IS 109,5), enquanto os ensaios contra L.
infantum mostraram uma poténcia e seletividade moderada, mas ainda promissora (ICso 10,7
uM e IS 36,3). Entretanto, esse composto apresentou algumas limitagdes relacionadas ao seu
perfil farmacocinético, como, a baixa solubilidade em agua, alta lipofilicidade e instabilidade
metabolica. Dessa forma, foram realizadas uma série de modificagdes estruturais nesse
composto, com o objetivo de estabelecer os melhores grupos farmacoéforicos e de superar as
limita¢des encontradas.

Assim, foram explorados os fragmentos benzoil, aril central e morfolina do 4if 1. As
modificacdes realizadas nesses fragmentos resultaram, em sua maioria, na perda significativa
de atividade contra o 7. cruzi, com excec¢do dos compostos 10 e 21 que apresentaram alta
poténcia (ICso de 2,1 uM e < 4,3 uM). O composto 21 apresentou também o aumento da
seletividade (IS > 555), enquanto o derivado 10 apresentou a diminui¢do da seletividade (IS
25). A poténcia exata do derivado 18 serd obtida em ensaios complementares utilizando
concentragdes mais diluidas do composto, podendo chegar a valores proximos do it inicial 1
(<1 uM).

Esses resultados sdo promissores, uma vez que os dois derivados apresentaram uma
diminui¢do do carater lipofilico em relagdo ao 4it 1, expressos pelo valor teérico de clogP (2,26
do 10 e 2,66 do 21 versus 3,32 do hit 1). Isso pode indicar um potencial de melhoria nas
limitagdes encontradas nos ensaios de perfil farmacocinético in vitro do hit 1. Entretanto, os
dois derivados ainda precisam ser submetidos aos ensaios de perfil farmacocinético in vitro

para confirmar essas melhorias.
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O derivado 25 foi também avaliado, unindo as melhores modificagdes nos dois
fragmentos, com o objetivo de verificar se iria ocorrer o aumento da poténcia. Entretanto, o que
se observou foi a perda da poténcia contra o parasita.

Para L. infantum, os compostos 9 e 19 apresentaram a mesma poténcia contra o parasita
(ICs0 10,8 uM e 10,0 uM, respectivamente, versus 10,7 uM do hit 1), porém ocorreu o aumento
da citotoxicidade para o composto 19 e, consequentemente, a diminui¢do da seletividade do
composto (CCso 91,8 uM e IS 9,2). Ambos os compostos (9 e 19) também possuem menores
valores de clogP que o hit 1 (2,85 e 3,12, respectivamente, versus 3,32 do hit 1), sendo
promissores para melhorar as limitagdes farmacocinéticas do it 1. No fragmento aril central,
o derivado 21 também foi o que apresentou a maior atividade antiparasitaria (ICso 12,8£1,3),
sendo ela ligeiramente menor do que a do hit 1.

No fragmento da morfolina, todas as modificagdes avaliadas até o momento resultaram
na perda da atividade contra os dois parasitas, o que pode indicar que o fragmento desempenha
um papel essencial para atividade bioldgica. Entretanto, novos derivados ainda precisam ser
avaliados para confirmar essa hipdtese.

Novas modificagdes estdo sendo avaliadas no fragmento aril central, investigando a
posicdo dos substituintes, para compreender melhor a importancia desse fragmento. Além
disso, o grupo amida ainda precisa ser explorado, substituindo por outros grupos, como
sulfonamidas e aminas.

Dessa forma, dos 23 derivados avaliados, os compostos 10 e¢ 21 foram os mais
promissores contra 7. cruzi. J4 contra o parasita L. infantum, os compostos 9, 19 e 21
apresentaram atividades proximas a do 4it 1, sendo os mais promissores devido a diminuigdo
do valor teodrico de clogP.

Ensaios de atividade antiparasitéria in vivo contra T. cruzi e L. infantum serdo realizados
com os compostos mais potentes e com perfil farmacocinético in vitro adequado. Além disso,
ensaios de atividade contra os alvos moleculares estdo sendo realizados, para compreender

melhor o mecanismo de ag¢ao dessa classe de compostos.
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Anexo 1 — Espectros de RMN H (400 MHz, CDCl3) do intermediario 4a.
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Anexo 2 — Espectros de RMN H (400 MHz, CDCl3) do intermediario 4b.
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Anexo 3 — Espectros de RMN H (400 MHz, CDCl3) do intermediario 4c.
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Anexo 10 — Espectros de RMN H (400 MHz, CDCl3) do intermediario Sa.
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Anexo 11 — Espectros de RMN H (400 MHz, CDCl3) do intermedidrio 5b.
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Anexo 12 — Espectros de RMN H (400 MHz, CDCl3) do intermediario Sc.
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Anexo 13 — Espectros de RMN H (400 MHz, CDCl3) do intermediario 5d.
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Anexo 14 — Espectros de RMN H (400 MHz, CDCI3) do intermed

+918°C
mn~w.NW
£6€8°C

10€L'€
628L'€ %
96L'E

8508'€ 7

Nm&.m
RS@W
19189
8£78'9 7
meom.m\
YET6'9

wmwﬁ.n\
6+0C°L

€102aD 0092

NH,

< -~

YOT8'C ~
9LT8'C—
€687

T0EL'E —

628 —
6L E —
8508°'€ —

¢S6L9~
£208'9 —
1918'9 —
8€78'9

59069 ~
YET6'9 —

8€8T'L —
60T’ L —

5e

7.20 7.17

2.84 2.80

3.72
ppm

3.80 3.78

ppm

6.78

6.92 6.90 6.84 6.81

ppm

ppm

ppm

ppm

S'T
6'€

2os0
290
21270

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

Anexo 15— Espectros de RMN H (400 MHz, CDCl3) do intermediario Sf.
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Anexo 17 — Espectros de RMN H (400 MHz, CDCI3) do intermediério Sh.
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Anexo 18 — Espectros de RMN H (400 MHz, CDCl3) do intermedidrio 5i.
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Anexo 19 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)
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Anexo 21 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)
do composto 9.
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Anexo 22 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)

do composto 10.
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Anexo 24 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)

do composto 12.
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Anexo 25 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)
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Anexo 27 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)

do composto 15.
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Anexo 28 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)

do composto 16.
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Anexo 29 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)

do composto 17.
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Anexo 30 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)
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Anexo 31 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)
do composto 19.

SS¥6'C
§956'C
1296'C
§896'C
1958°€
1816'€
zsz6'e
L626°C
6£€6'€
80v6'€
18159
9259 |
£T€5°9
SLES9
7Ts'9 |
S8bS'9 1
£100D 0092°Z |
TH6TL |
0STEZ 1
YOLE'L
£98€°L 7.
TT6€°L
2€6€°L
€90t
£80%£
8TTH'L
obT'L
8TTH'L
65EL'L
LShY'L
1928
YIvL'8 >

08’6 —

048€°CT —

15

SSP6Z\
59567\

18

19

1296' =
89677 ﬂ

1816~ _
TSTEE~N.
c6t6'c—
e6cc6'e
80v6'c

1815°9~
¢TSI~
L1659~
SLES'9~
s 9
S8b5'9

wersL— -~
0STEL —

£98E°L
116, T
zs6€L 7
sreve
el

T9€L'8 ~ —
YIvL'8 -

T T T T T
7.327.317.307.29

8.70 7.45 7.40

1

Lo

2.92

2.96
ppm

3.00

6.56

8.74

3.96 3.94 3.92
ppm
|

6.50

6.54 6.52
ppm
H17
H15
|

ppm
H6

:

ppm
H18
H5

ppm
H3

SPLT
00+

266'0
4

ppm



118

Anexo 32 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)
do composto 20.
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Anexo 34 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)
do composto 22.
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Anexo 35 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)
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Anexo 36 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)
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Anexo 38 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)
do composto 26.
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Anexo 39 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)
do composto 27.
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Anexo 41 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)
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Anexo 42 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)

do composto 30.
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Anexo 43 — Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e de RMN de '*C (101 MHz, CDCls)
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