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RESUMO

Este trabalho descreve o planejamento, sintese e avaliagdo bioldgica de uma nova série de
derivados de di(2-piridil)piperazinas, visando a obtencdo de agentes eficazes contra cepas
resistentes de Plasmodium falciparum. A estratégia sintética adotada baseou-se na construcao
convergente do esqueleto heteroaromatico através de reagdes de Substitui¢do Nucleofilica
Aromatica (SnAr), empregando carbonato de sédio em DMF ou propanol sob aquecimento (60

100°C). Esta etapa mostrou-se robusta, fornecendo os intermediarios nitrados com
rendimentos elevados, variando majoritariamente entre 65 a 100%. Para a funcionalizacio
subsequente, a reducdo dos grupos nitro foi otimizada utilizando cloreto de estanho (II) di-
hidratado (SnCl>.2H>0) em etanol, método que se revelou superior a hidrogenagdo catalitica
classica em termos de custo-efetividade e seletividade, alcangando rendimentos na faixa de 61
a 84%. A diversifica¢ao final dos compostos foi realizada via reagdes de amidagao, com a
utilizagdo em grande parte de reagentes de acoplamento EDC e HOBt (com rendimentos
variados entre 17 a 93%), a sintese do analogo mais promissor (13b) exigiu a ativacao prévia
do 4cido carboxilico ao seu cloreto de acido correspondente, isolado com 31% de rendimento.
A andlise da Relagdo Estrutura-Atividade (SAR) demonstrou que a substitui¢do bioisostérica
do anel tiofénico original por furano ou oxazol preservou a atividade antiparasitaria, enquanto
a introdugdo de heterociclos mais polares foi importante. O avanco mais significativo, contudo,
residiu na modificagcdo do ligante central: a expansdo do anel de piperazina de seis membros
para um nlcleo de homopiperazina do diazepano de sete membros resultou no candidato
otimizado do estudo. O derivado 13b, obtido via rota do cloreto de acido, apresentou poténcia
submicromolar (ICso = 0,60 £ 0,05 uM) e um indice de seletividade extremamente elevado (IS
> 166), validando a hipdtese de que a maior flexibilidade conformacional conferida pelo anel
de sete membros favorece a atividade antiparasitaria.
Palavras-chave: Maladria; P. falciparum; Atividade antiparasitaria; Relagdo Estrutura-

Atividade; di(2-piridil)piperazinas.



ABSTRACT

This work describes the planning, synthesis, and biological evaluation of a new series of di(2-
pyridyl)piperazine derivatives, aiming to obtain effective agents against resistant strains of
Plasmodium falciparum. The synthetic strategy adopted was based on the convergent
construction of the heteroaromatic skeleton through Nucleophilic Aromatic Substitution (SnAr)
reactions, employing sodium carbonate in DMF or propanol under heating (60 — 100°C). This
step proved robust, providing nitrated intermediates with high yields, mainly ranging from 65
to 100%. For subsequent functionalization, the reduction of nitro groups was optimized using
tin(Il) chloride dihydrate (SnCl>.2H>0) in ethanol, a method that proved superior to classical
catalytic hydrogenation in terms of cost-effectiveness and selectivity, achieving yields in the
range of 61 to 84%. The final diversification of the compounds was carried out via amidation
reactions, largely using EDC and HOBt coupling reagents (with yields ranging from 17 to 93%),
the synthesis of the most promising analog (13b) required prior activation of the carboxylic
acid to its corresponding acid chloride, isolated in 31% yield. Structure-Activity Relationship
(SAR) analysis demonstrated that bioisosteric substitution of the original thiophene ring with
furan or oxazole preserved antiparasitic activity, while the introduction of more polar
heterocycles was important. The most significant advance, however, lay in the modification of
the central ligand: the expansion of the six-membered piperazine ring to a seven-membered
diazepam homopiperazine core resulted in the optimized candidate of the study. The 13b
derivative, obtained via the acid chloride route, showed submicromolar potency (ICso = 0,60 +
0,05 uM) and an extremely high selectivity index (SI > 166), validating the hypothesis that the
greater conformational flexibility conferred by the seven-membered ring favors antiparasitic
activity.

Keywords: Malaria; P. falciparum; Antiparasitic activity; Structure-Activity Relationship;

di(2-pyridyl)piperazines.
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1. INTRODUCAO

1.1 Malaria

A malaria ¢ uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género Plasmodium
(P), sendo transmitida principalmente pela picada da fémea do mosquito do género Anopheles.
Dentre as espécies patogénicas ao ser humano, destacam-se P. falciparum, P. vivax, P. malariae
e P. ovale. Além dessas, P. knowlesi, embora mais frequentemente associado a simios,
apresenta reconhecido potencial zoonotico e capacidade de infectar humanos. Dentre as
espécies mencionadas, o P. falciparum ¢ considerado o agente etioldogico mais grave, sendo
responsavel pela maior parte das formas severas da doenga e pela maioria dos Obitos
relacionados a malaria (Njoroge et al., 2014).

De acordo com o Relatorio Mundial da Maléria de 2024, publicado pela Organizacao
Mundial da Satude (OMS), estima-se a ocorréncia de aproximadamente 263 milhdes de casos e
597 mil mortes em nivel global no ano de 2023. A regido africana continua a concentrar a maior
carga da doenca, respondendo por cerca de 94% dos casos € 95% dos obitos, com um impacto
desproporcional sobre criangas menores de cinco anos, que representam aproximadamente 76%
de todas as mortes por malaria na regidao. Na regido das Américas, Brasil, Coldmbia e Venezuela
concentram cerca de 80% das notificagdes, predominantemente associadas a infecgdes por P.
vivax (cerca de 72% dos casos na regido), enquanto o P. falciparum e infec¢des mistas
respondem pelos demais registros. Embora a maléria seja endémica principalmente em paises
em desenvolvimento, seu impacto permanece global, com quase metade da populagdo mundial
vivendo em areas de risco de infeccdo (OMS, 2024).

O ciclo de vida do parasita causador da malaria ¢ complexo e exige a interacdo
obrigatoria entre dois hospedeiros, em que a fase de reproducdo do parasita no ser humano
ocorre de forma assexuada, e a reproducao da fémea do mosquito ocorre de forma sexuada.
Segundo o Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2020), o desenvolvimento do
parasita ocorre através de trés ciclos distintos: o ciclo exoeritrocitico e o ciclo eritrocitico, que
ocorrem no hospedeiro humano, e o ciclo esporogdnico, que ocorre no vetor. A infeccao
humana tem inicio com a picada da fémea do mosquito infectado, que inocula esporozoitos na
corrente sanguinea. De acordo com o CDC (2020), estas formas infectantes migram
rapidamente para o figado, invadindo os hepatdcitos para iniciar o ciclo exoeritrocitico. Dentro
das células hepaticas, os esporozoitos amadurecem transformando-se em esquizontes, que

posteriormente se rompem ¢ liberam milhares de merozoitos na circulagao.
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Na etapa seguinte, conhecida como ciclo eritrocitico, 0os merozoitos invadem os
glébulos vermelhos. Dentro dos eritrocitos, o parasita sofre multiplicagdo assexuada,
desenvolvendo-se de trofozoitos imaturos para maduros e, finalmente, para esquizontes. A
ruptura dos esquizontes eritrocitarios libera novos merozoitos, perpetuando a infec¢dao e
desencadeando os sintomas clinicos caracteristicos da doenca pelo P. falciparum (CDC, 2020).

A Figura 1 demonstra o ciclo de reproducdo do parasita no hospedeiro humano.

Figura 1- Ciclo de reproducao assexuada do P. falciparum no organismo humano.
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Para que o ciclo de transmissdo se complete, ¢ essencial a fase sexuada. Conforme
descreve Baker (2010), uma proporc¢ao dos parasitas intraeritrociticos diferencia-se em formas
sexuadas denominadas gametdcitos (masculinos e femininos), que ndo sofrem divisdo celular e
permanecem na circulagdo periférica. O ciclo esporogdnico inicia-se quando o mosquito vetor
ingere estes gametocitos ao picar um individuo infectado. No estobmago do mosquito, ocorre a
fecundacdo: os microgametas fertilizam os macrogametas, formando o zigoto. Este se
diferencia em uma forma modvel e alongada, o oocineto, que atravessa a parede do intestino
médio do inseto e se desenvolve em oocisto. Apds a maturacdo, 0s 0ocistos rompem-se €
liberam esporozoitos, que migram para as glandulas salivares do mosquito, tornando-o apto a
transmitir a infec¢do a um novo hospedeiro humano (CDC, 2020). A Figura 2 ilustra a fase

sexuada de reprodu¢do do parasita na fémea do mosquito.
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Figura 2 — Ciclo de reprodugdo sexuada do P. falciparum na fémea do mosquito.
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As medidas adotadas para o tratamento da doenca sdo desenvolvidas com o objetivo de
interromper o ciclo de vida do parasita em seus diferentes estagios. Segundo Franga et al.
(2008), os medicamentos podem ser classificados de acordo com o alvo especifico:
esporonticidas, que atacam as formas infectantes iniciais; eritrociticos, que combatem as formas
sanguineas responsaveis pelos sintomas; e gametociticos, que eliminam as formas sexuadas,
interrompendo a transmissao para o vetor.

Historicamente, a quinina, um alcaloide extraido da casca da Chinchona, € seus
derivados sintéticos da familia das quinolinas, como a cloroquina, desempenharam um papel
central no controle da doenca. A cloroquina, em particular, estabeleceu-se como a melhor
alternativa na quimioterapia devido a sua eficdcia inicial. No entanto, o uso extensivo desses
farmacos foi severamente comprometido e o estudo de Shanks (2016) aponta que a alta
toxicidade das quininas e, principalmente, o surgimento de cepas de Plasmodium resistentes a
cloroquina reduziram drasticamente a utilidade clinica dessa classe, sendo inclusive ineficaz
contra o P. falciparum.

Atualmente, a principal estratégia recomendada pela OMS para o tratamento da malaria
¢ a Terapia Combinada a base de Artemisinina (ACT). Conforme descrevem Lalloo et al.
(2016), esta abordagem associa derivados de artemisinina (como artesunato ou arteméter) a
outros fAirmacos com mecanismos de a¢do distintos, como a lumefantrina ou a mefloquina. Esta
combinagdo demonstrou altas taxas de eficacia clinica, frequentemente superiores a 95% na
supressao da parasitemia (Kinfu et al., 2012). A Figura 3 destaca os principais compostos da

classe das ACTs utilizadas para o tratamento contra o P. falciparum.
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Figura 3 — Estrutura quimica dos compostos que compdem as ACTs.
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Apesar do sucesso das ACTs, o cenario terapéutico enfrenta limitagdes criticas.
Relatérios recentes indicam o surgimento de cepas de P. falciparum resistentes aos derivados
de artemisinina, especialmente no sudeste asidtico, o que ameaga os avangos globais no controle
da doenca (Woodrow & White, 2016). Além disso, Teixeira et al. (2014) destacam que um dos
principais fatores que favorecem o desenvolvimento de resisténcia cruzada e multirresisténcia
¢ a falta de diversidade estrutural entre os antimalaricos disponiveis, evidenciando a

necessidade urgente de pesquisa e desenvolvimento de novas classes quimicas de fairmacos.
1.2 Processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos

A conversdao de uma molécula em um medicamento aprovado ¢ um processo longo, de
alta complexidade e inerentemente multidisciplinar, no qual decisdes cientificas, regulatdrias e
tecnologicas caminham juntas. Em linhas gerais, essa trajetoria pode ser organizada em duas
macroetapas: descoberta e desenvolvimento nao-clinico (pré-clinico) e desenvolvimento
clinico, que se inicia apds a selecdo de um candidato e a geragdo de um pacote minimo de
evidéncias de qualidade, seguranca e racional biologico para progressdo (Lombardino; Lowe,
2004; Hughes et al., 2011).

No inicio, a pesquisa costuma partir de uma necessidade médica ndo atendida, o que
orienta hipoteses sobre mecanismos de doenga, alvos terapéuticos e critérios de “produto-alvo”.

A etapa de descoberta concentra-se na identificagdo de moléculas bioativas “hits” e na sua
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validagdo experimental. Esses podem emergir de diferentes estratégias, incluindo triagem
virtual e, sobretudo, triagens biologicas em larga escala (HTS), nas quais a confirmacao
experimental do efeito observado tem papel central na priorizagdo (Guido et al., 2010). Em
geral, apds a identificacdo inicial, ¢ necessario confirmar reprodutibilidade, relagdo
concentragdo—resposta e especificidade do efeito para reduzir o risco de falsos positivos, além
de iniciar um mapeamento preliminar de propriedades relevantes para uso em sistemas
biologicos.

Uma vez confirmado um #it, o trabalho de quimica medicinal entra em ciclos iterativos
de desenho—sintese—teste, com o objetivo de transforma-lo em um composto lider (lead). Nesse
percurso, a fase hit-to-lead busca tornar o perfil mais “robusto” para progressao: além de ganhos
graduais em poténcia e seletividade, passa a ser critico equilibrar atributos fisico-quimicos e
parametros associados a desempenho in vivo, como solubilidade, permeabilidade, estabilidade
metabodlica, interagdo com proteinas plasmaticas e sinais iniciais de seguranga (Keserii; Makara,
2006). Em seguida, na otimizacdo de lider (lead optimization), as hipoteses geradas por SAR
(Relagao Estrutura—Atividade) tornam-se a principal bussola para consolidar uma série quimica
com maior chance de sucesso em avaliagdes ndo-clinicas, integrando dados farmacodinamicos
com evidéncias dos resultados de absorcdo, distribui¢do, metabolismo e excrecdo (ADME) e
além de tolerabilidade (Hughes et al., 2011; Keserii; Makara, 2006).

Paralelamente a otimizagdo, a transi¢ao para estudos em humanos exige um conjunto de
avaliagdes ndo-clinicas planejadas para sustentar o escopo, a duragdo e a dose pretendida na
clinica, em conformidade com diretrizes internacionais harmonizadas (ICH, 2009). Nessa fase,
além do desempenho biologico, aspectos como reprodutibilidade, caracterizacdo do material,
pureza e consisténcia (incluindo elementos de qualidade/CMC) tornam-se determinantes para
a escolha de um candidato a farmaco, minimizando incertezas antes do inicio de testes em
humanos.

Com um candidato selecionado e um pacote ndo-clinico considerado adequado, inicia-
se o desenvolvimento clinico, cujo propoésito ¢ demonstrar, de modo progressivo e controlado,
seguranga e eficdcia em humanos. De forma geral, os estudos sdo distribuidos em fases: Fase 1
(seguranca/tolerabilidade e escalonamento de dose), Fase 2 (evidéncia inicial de eficacia e
refinamento posologico), Fase 3 (confirmacdo em maior escala e consolidagdo do balango
beneficio—risco) e Fase 4 (monitoramento pos-registro em condi¢des reais, farmacovigilancia e
efetividade) (FDA, 2018). Todo esse percurso deve seguir padrdes de boas praticas clinicas,

que estruturam requisitos €ticos e operacionais para condugdo dos ensaios (ICH, 2016).
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Ao final, a submissao regulatoria retine o conjunto de evidéncias geradas. Nos Estados
Unidos, a proposta de aprovagdo comercial ocorre via New Drug Application (NDA) (FDA,
2022). Na Unido Europeia, ha procedimentos formais para autorizacdo de comercializagao sob
a coordenacao da EMA (EMA, s.d.). No contexto brasileiro, o desenvolvimento clinico ¢ a
tramitacdo associada envolvem dossiés e fluxos especificos, como DDCM e DEEC, conforme
orientacdes e normas vigentes (ANVISA, 2025). A Figura 4 demonstra de forma geral o
processo de desenvolvimento de um medicamento. Nota-se que ele se configura como um funil
decisorio, no qual cada etapa reduz incertezas e aumenta o nivel de evidéncia exigido para
avancar, até alcangar um padrido de qualidade, seguranca e eficacia compativel com o uso em

populagdo.

Figura 4 — Representacdo esquematica do processo hit-fo-lead de descoberta de farmacos.
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Fonte: adaptado Oliveira (2020)

1.3 Escolha do #it-1 e a importancia da classe das di(2-piridil)piperazinas

A erradicacdo da malaria impde a necessidade urgente de novas ferramentas
terapéuticas, particularmente fAirmacos quimioprotetores capazes de eliminar o parasita durante
seu estagio hepatico, prevenindo assim a infec¢ao sanguinea e a doenca clinica. Neste cenario,
Antonova-Koch et al. (2018) conduziram uma triagem massiva de mais de 500.000 compostos,
focada especificamente na inibi¢cdo do desenvolvimento dos estagios hepaticos do Plasmodium.

O hit-1 pertence a classe das di(2-piridil)piperazinas, sendo referente a uma classe
estrutural amplamente explorada na quimica medicinal devido a sua capacidade de modular
diversos alvos biologicos (Faizan et al., 2024; Kumar et al., 2014). Estruturalmente, o composto

apresenta um nticleo central de piperazina ligado a dois sistemas heteroaromaticos: uma piridina
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substituida com um grupo CF3 e um anel piridinico contendo uma por¢ao amida derivada do
tiofeno. Esta arquitetura molecular oferece multiplos pontos para modificagdo e exploracao dos

fragmentos destacados na Figura 5.

Nos ensaios de atividade antiplasmodial, este composto apresentou uma Concentragao
Inibitdéria Média (ICso) de 2,25 uM. Isso torna esse composto apropriado para os estudos hit-to-
lead. Segundo os critérios de "atividade promissora" em HTS discutidos por Lombardino e
Lowe (2004), moléculas com atividade na faixa micromolar baixa (1-10 pM) sdo
frequentemente selecionadas para ciclos de quimica medicinal focados no aumento da afinidade
pelo alvo. Além disso, o perfil deste composto diferencia-se dos antimalaricos classicos (como
as quinolinas), sugerindo um potencial para contornar os mecanismos de resisténcia cruzada ja

estabelecidos.

Portanto, além da sintese e caracterizagao do Ait-1 existe a necessidade de modificagoes
nos diferentes fragmentos dessas moléculas, explorando topicos como: bioisosterismo para
derivados do anel tiofénico e o fragmento arilaminico, conformacdo e efeitos estéricos do
fragmento piperazinico. Isso decorre da necessidade de otimizacdo dos valores de ICso para os
diferentes analogos sintetizados, visando a faixa nanomolar (nM) de acordo com Lombardino
e Lowe (2004), aprimorando concomitantemente suas propriedades fisico-quimicas,

farmacocinéticas e perfil ADME.

Figura 5 — Estrutura do 4it-1 e valor de ICso contra o P. falciparum.
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Fonte: adaptado Antonova-Koch et al. (2018)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Sintetizar e caracterizar o hit-1 e seus derivados estruturais, identificando os
determinantes moleculares da atividade antiplasmodial e seletividade através da correlagao

entre modificagdes realizadas e perfis de atividade biologica contra o P. falciparum.

2.2 Objetivos especificos

. Desenvolver e otimizar uma rota sintética eficiente para a preparagao do hit-1 e
seus derivados;

o Avaliar a atividade antiplasmodial in vitro e citotoxicidade dos compostos
sintetizados através de ensaios biologicos apropriados;

o Estabelecer um estudo SAR entre os derivados sintetizados e os resultados
bioldgicos obtidos;

o Realizar modificagdes estruturais nos seguintes fragmentos: tiofénico,

arilaminico e piperazinico.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Planejamento, sintese e caracterizacio do hit-1

O hit-1 foi sintetizado com o objetivo de validar sua poténcia frente a P. falciparum. A
partir de sua estrutura, propde-se uma analise retrossintética em que a desconexao principal
corresponde a formacdo da ligagdo amida, por acoplamento entre a anilina 6 e o 4cido
carboxilico 7. O intermediario 6 pode ser acessado pela reducdo do grupo nitro (—NO>) do
precursor 5 sob hidrogenacao catalitica (Pd/C, Hz). Para a obtencdo de 5, duas abordagens
convergentes sdo vidveis: a primeira ¢ uma sequéncia de reacdes de substituicdo nucleofilica
aromatica (SnAr) envolvendo a formacdo de 3 a partir do cloreto de arila 1 e piperazina 2,
seguida de uma SnAr entre 3 e o reagente 4; ou uma segunda rota em que o cloreto de arila 1
reage por SNAr com o intermediario 8, o qual, por sua vez, é obtido previamente por SnAr entre

4 ¢ a piperazina 2. O Esquema 1 apresenta a retrossintese proposta.
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Esquema 1 — Retrossintese do Ait-1.
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Fonte: autoria propria.

Com base na andlise retrossintética, iniciou-se a sintese do Ait-1. Na primeira rota
(Esquema 2), realizou-se uma reacdo de SnAr entre os reagentes 1 e 2, utilizando o Na,CO3 em
PrOH a 90 °C sob refluxo por 28 h, obtendo-se o intermediério 3 com rendimento de 91%. Em
seguida, uma segunda SyAr com 4, na presenga de Na,CO3 e DMF a 100 °C por 78 h, forneceu

o intermediario 5 com rendimento de 85%.
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Esquema 2 — Primeira rota utilizada para obtenc¢ao do intermediario 5.
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Fonte: autoria propria.
Na segunda rota (Esquema 3), a reagd@o de SnAr entre 4 € 2 em DMF a 100°C por 24h
resultou na formagao intermedidrio 8 com rendimento de 100%. Posteriormente, uma segunda
S~nAr com 1, na presenca de Na;CO3z em DMF a 100 °C por 24h, forneceu também o

intermediario 5 com rendimento de 92%.

Esquema 3 — Segunda rota utilizada para obtencao do intermediario 5.
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Fonte: autoria propria.

Em SnAr, as reacdes feitas em anéis ativados por grupos retiradores de elétrons,
como NO», ativam as posi¢des orfo e para, como no caso do reagente 1, pois deslocalizam
densidade eletronica e estabilizam o intermedidrio carregado negativamente (complexo
Meisenheimer). Ha também a presenca de nitrogénio endociclico, como nas piridinas 4 e 1, que
retiram densidade eletronica do anel e facilitam o ataque nucleofilico nas posi¢des 2 e 4, onde
um nucleéfilo, as piperazinas substituidas por exemplo, substitui um grupo abandonador, o
cloro (—Cl) nos dois casos, via mecanismo de adi¢ao-eliminagdo. Essa reacdo ¢ essencial na
sintese de compostos bioativos, como derivados de aminopiridina, exigindo um anel deficiente
em elétrons e condigdes basicas para prosseguir eficientemente (Clayden; Greeves; Warren,
2012, p. 514—527). O Esquema 4 demonstra o mecanismo sugerido para primeira rota sintética

proposta, e o Esquema 5 demonstra o mecanismo da segunda rota sintética utilizada.

26



Esquema 4 — Mecanismo proposto para primeira rota.
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Fonte: autoria propria

Esquema 5 — Mecanismo proposto para segunda rota.

CF, (\ NH CF, (\ NH
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Fonte: autoria propria

Com a aquisi¢do do intermediario 5, foi realizada a conversao do grupo nitro (—NO»)

em uma amina (—NHz), com uma tipica reagdo de redugdo. Ela foi feita a partir de uma
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hidrogenac¢ao catalitica, usando Pd/C como catalisador ¢ H> gasoso, sendo feita em MeOH e
AcOEt na proporcao de (1:1), a temperatura ambiente, durante 48 h, resultando no intermediario

6 com rendimento de 76%, conforme ilustra o Esquema 6.

Esquema 6 — Rota sintética para a obtencao do intermedidrio 6.

| LY | ALY
~ Z
CF; (\N N Pd/C’Hzi CF, (\N N
N N\) MeOH, AcOEt, X\ N\)
| t.a, 48h
N 5 (76%) N 6

Fonte: autoria propria

Embora o mecanismo de redugdo catalitica de grupos nitro com metais de transicao,
como o paladio, ndo seja totalmente elucidado, aceita-se que envolva etapas de adsor¢do do
substrato e do H» na superficie do catalisador, seguidas pela transferéncia sequencial de atomos
de hidrogénio. Evidéncias experimentais indicam que a rea¢do ocorre via formacao de espécies
reativas de hidrogénio, adsor¢ao seletiva no grupo nitro e estabilizacdo de intermediarios-chave
(Clayden; Greeves; Warren, 2012, p. 538).

Em seguida, procedeu-se a reagdo de amidagao entre a anilina 6 e o 4cido carboxilico 7,
empregando EDC e HOBt como reagentes de acoplamento. O Esquema 7 mostra que a reagao
foi realizada em DCM, a temperatura ambiente, por 24 h, fornecendo o 4it-1 com rendimento

de 23%.

Esquema 7 — Sintese do Ait-1 por reacdo de amidagao.

o
~- "2 Ho S H B
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\N\)

P (o]
CF, (\N N
| EDC, HOBt, DCM, N N\)
_N t.a, 24h, |
6 (23%) N hit-1

Fonte: autoria propria.

Neste caso, tem-se a ativa¢ao acido carboxilico 7, isso ocorre porque ele possui uma
hidroxila (-OH) que ¢ um mau grupo abandonador, dessa forma, o dcido ataca o EDC, formando
o éster correspondente como intermediario, que ¢ entdo catalisado pelo HOBt, gerando outro

¢éster ainda mais reativo. Em seguida, a amina 6 age como nucledfilo e ataca o carbono da
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carbonila, regenerando o HOBt, garantindo a formag¢do da amida, o hit-1 (CLAYDEN;
GREEVES; WARREN, 2012, p. 747-748). O Esquema 8 ilustra 0 mecanismo proposto para

formacao do Ait-1 com base no que foi efetuada para sua obtengao.

Esquema 8 — Proposta de formagao do Ait-1.
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Fonte: autoria propria.

Ap6s a sintese do hit-1, sua caracterizagdo estrutural foi realizada por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 1*C APT (dttached Proton Test) e por espectrometria de
massas de alta resolugdo (HRMS). Para os resultados do RMN, foi utilizado o solvente
deuterado CDCls. Nos espectros de RMN de 'H (Figura 2) foi possivel observar onze sinais
referentes aos hidrogénios do #it-1, com os deslocamentos expressos em parte por milhdo (ppm)
e as integrais representando a propor¢ao de hidrogénios por sinal. As atribuigdes desses sinais
podem ser observadas no espectro com a numeracao de cada um.

No fragmento tiofénico, observam-se dois sinais em 6 7,56 (dd, /= 5,0; 1,1 Hz, IH) e 6
7,14 (dd, J = 5,0; 3,8 Hz, 1H), compativeis com protons do anel tiofénico submetidos a

29



acoplamentos vicinais (}J = 5 Hz) e de longo alcance (*J = 1 Hz), padrdo tipico desse
heteroaromatico (Silverstein; Webster; Kiemle, 2014, p. 197). Dessa forma, esses duplos
dupletos podem ser atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios H-19 e H-20. O terceiro proton
do tiofeno (H-21) ¢ esperado na mesma regido aromatica; entretanto, sua identificacdo fica
prejudicada pela sobreposi¢do com o sinal do NH amidico, resultando no envelope em 6 7,68—
7,61 (m), cuja integracdo totalizou 2H. Em CDCI3, protons NH de amidas frequentemente
aparecem como sinais alargados e com deslocamento variavel, em funcao de ligagdes de
hidrogénio intermoleculares e de processos de troca protonica. Além disso, a amida apresenta
carater de ressonancia com densidade eletronica reduzida no nitrogénio, o que tende a
desblindar o NH e posiciona-lo na regido aromatica baixa (tipicamente ~6—9 ppm), favorecendo
a coincidéncia com sinais do anel tiofénico. Assim, a integracdo aumentada desse multipleto ¢
consistente com a coalescéncia de H-21 e do NH da amida em uma mesma faixa de
deslocamento quimico.

No fragmento arilaminico, os sinais em o 8,26 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 6 7,98 (dd, J = 9,1;
2,8 Hz, 1H) e 6 6,74 (d, J = 9,1 Hz, 1H) compdem um conjunto caracteristico de um sistema
aromatico trisubstituido, no qual predominam acoplamentos orto (*J ~ 8-9 Hz) e meta (*J ~ 2—
3 Hz). O sinal em 6 7,98 como dd (J = 9,1; 2,8 Hz) ¢ tipico do préton que acopla
simultaneamente com um vizinho em orto € outro em meta, sendo, portanto, consistente com
H-13. O dupleto em 6 8,26 (J = 2,8 Hz) evidencia acoplamento mefa como interagdo dominante
e, por se tratar do proéton mais desblindado do conjunto (influéncia dos nitrogénios do heteroanel
e da vizinhanca de substituintes), pode ser atribuido a H-14. Por fim, o dupleto em & 6,74 (J =
9,1 Hz) apresenta apenas acoplamento orto, compativel com H-12, relativamente mais blindado
por estar mais afastado de centros fortemente desblindantes.

No anel piperazinico, a presenga de dois conjuntos de sinais como multipletos em &
3,72-3,64 (m, 4H) e 6 3,48-3,41 (m, 4H) ¢ compativel com piperazinas N, N-disubstituidas, nas
quais os oito hidrogénios metilénicos se distribuem em dois ambientes magnéticos (dois pares
equivalentes), frequentemente com sinais alargados devido a dinamica conformacional e ao
padrdo de acoplamento complexo entre os metilénicos. O conjunto mais desblindado em & 3,72—
3,64 pode ser atribuido aos hidrogénios H-7/H-9, por estarem, em média, sob maior influéncia
eletronica dos substituintes heteroaromaticos ligados aos nitrogénios, enquanto o envelope em
0 3,48-3,41 é coerente com H-8/H-10.

No fragmento piridinico (anel 3-(trifluorometil)piridin-2-il), os sinais em & 8,47 (dd, J
=5,0; 1,9 Hz, 1H), ¢ 7,03 (dd, J = 7,8; 4,8 Hz, 1H) ¢ 6 7,90 (dd, J = 7,8; 1,9 Hz, 1H) sado

compativeis com um anel piridinico substituido, no qual se observam acoplamentos orto (3J ~
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7-8 Hz) e meta (*] ~ 1-2 Hz). O sinal mais desblindado, em 9 8,47, ¢ esperado para o proton
mais proximo ao nitrogénio piridinico e sob forte influéncia do grupo CFs retirador de elétrons,
sustentando sua atribuicdo a H-3. O dd em 6 7,03 (J = 7,8; 4,8 Hz) indica acoplamento com
dois vizinhos e ¢ consistente com H-2, enquanto o dd em 6 7,90 (J = 7,8; 1,9 Hz) combina um
acoplamento orto forte e um meta fraco, sendo atribuido a H-1. A figura a seguir demonstra a

estrutura do 4it-1, com a identifica¢do de cada H associado ao seu deslocamento.

Figura 6 — Espectro de 'H do Ait-1 (400 MHz, CDCl5).
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Fonte: autoria propria

No espectro de '*C APT, a atribuigdo inicial foi guiada pela fase do sinal, na qual os
carbonos di-hidrogenados (CHz) e os carbonos nao hidrogenados aparecem na fase negativa,
enquanto os carbonos mono-hidrogenados e tri-hidrogenados (CH e CH3) surgem na fase
positiva. Esse critério ¢ particularmente 1til para compostos como o hit-1, que contém uma
gama de tipos diferentes de carbonos, além de seus derivados, o que faz o teste de '*C APT ser
0 mais eficaz para essa classe de compostos (Silverstein; Webster; Kiemle, 2014).

O sinal em 6 160,18 foi atribuido ao carbono carbonilico da amida (C-17), uma vez que

carbonilas de amida tipicamente ressoam na faixa de ~160—175 ppm e aparecem como carbono
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ndo protonado, compativel com a fase negativa no APT. Além disso, o carater conjugado da
funcdo amida com o anel tiofénico desloca esse carbono para a regido esperada de carbonilas
aromaticas. Os demais sinais na regido ¢ 159,73—-138,84 (0 159,73; 157,23; 138,84; 125,29)
foram atribuidos a carbonos nao hidrogenados (C-4, C-11, C-18 e C-15, respectivamente). Essa
faixa ¢ tipica de carbonos aromaticos/heteroaromaticos desblindados por heteroatomos (N, S)
ou por substituicdo, sobretudo quando se trata de carbonos ligados a nitrogénios de anéis
piridinicos e pirimidinicos ou adjacentes a funcdes retiradoras de elétrons. Como esses centros
ndo carregam hidrogénio diretamente, a observacao em fase negativa reforca a atribuicdo. Na
porgdo trifluorometilada, o carbono do CF3 (C-6) aparece entre & 128,06-119,92 na forma de
quarteto com J = 274,32 Hz, valor muito caracteristico de acoplamento 2Jcr , que é grande,
tipicamente na faixa de ~250-300 Hz, para carbonos diretamente ligados a trés fluores
equivalentes. De maneira coerente, o carbono C-5 também surge como quarteto em o6 117,57—
116,63 com J=31,7 Hz, compativel com um acoplamento de duas liga¢des %Jc.r com os fliores
do CF3, que é consideravelmente menor do que “Jc_r, mas ainda bem diagnosticavel. Esses dois
padrdes, tanto quarteto grande para o carbono do CF3 e quarteto menor para o carbono vizinho,
endossam a presenca e posicionamento do grupo CF3, servindo como uma base fiel na
determinagdo da possivel estrutura almejada.

Ainda na fase negativa, os sinais alifaticos em 6 50,42 foram atribuidos aos carbonos C-
7 e C-9, enquanto o sinal em & 45,72 foi atribuido aos carbonos C-8 e C-10, todos pertencentes
aos CH: da piperazina. Em piperazinas N, N-disubstituidas, ¢ comum observar dois conjuntos
principais de metilénicos devido a ambientes magnéticos distintos, com os pares de CHz sendo
equivalentes quimicamente, e a diferenca de deslocamento entre ~50 e ~45 ppm € coerente com
metilénicos sob influéncias eletronicas diferentes dos substituintes heteroaromaticos ligados
aos nitrogénios, que se baseia onde o conjunto mais desblindado é mais fortemente influenciado
pelo efeito indutivo retirador de elétrons.

Na fase positiva, os sinais entre 6 151,07-127,81 (0 151,07; 140,62; 131,70; 130,63;
128,57; 127,81) foram atribuidos aos carbonos CH aromaticos (C-3, C-14, C-19, C-21, C-20 e
C-13, respectivamente). Essa regido ¢ tipica de carbonos aromdaticos mono-hidrogenados, e a
presenca de valores mais altos (~151 ppm) € consistente com carbonos de anéis
heteroaromaticos, especialmente aqueles proximos ao nitrogénio, que sofrem desblindagem
adicional. J& os sinais na faixa ~127-132 ppm s3o compativeis com carbonos mono-
hidrogenados de anéis aromaticos como tiofeno e piridina substituida. O conjunto em § 137,32;
137,27; 137,22; 137,17 foi atribuido ao C-1 como um quarteto com J = 5,1 Hz, o que ¢

compativel com um acoplamento de terceira ordem >Jc.r com os fltiores do grupo CF3. Embora
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3Jc-F seja pequeno, ele pode ser observado quando ha boa resolucdo e quando o carbono esté
situado a trés ligacdes do CF3, reforcando a atribui¢ao desse carbono como vizinho “a distancia”
do substituinte trifluorometil. Por fim, o sinal em 6 117,11 foi atribuido ao C-2 do anel
piridinico lateral, enquanto 6 107,09 foi atribuido ao C-12. A posi¢ao em ~117 ppm ¢ coerente
com carbono aromatico protonado em anel heteroaromatico sob influéncia de substituigdo e
proximidade a heterodtomo, enquanto o deslocamento mais blindado em ~107 ppm ¢
compativel com um carbono CH em heteroaroméatico com ambiente eletronicamente distinto.

A Figura 7 ilustra o RMN de '3C APT em conjunto com a estrutura do it-1 para melhor

visualizag¢ao.
. 13 .
Figura 7 — Espectro de "°C do hit-1 (101 MHz, CDCl3).
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Fonte: autoria propria.

A tabela a seguir (Tabela 1) demonstra todos os dados dos espectros apresentados até

aqui do Ait-1.

33



Tabela 1 - Dados de RMN de 'H e *C do Ait-1 (CDCl3).

Posicio H Su® (m® , J¢) Posi¢cdo C dc?
0 137,32 —
H-1 57,90 (dd, 7= 7.8, 1,9 Hz, 1H) C-1 137,17 (q, J =
5.1 Hz)
H-2 07,03 (dd,J=17,8, 4,8 Hz, 1H) C-2 6117,11
H-3 08,47 (dd, J=5,0, 1,9 Hz, 1H) C4 0159,73
o 117,57 —
H-7/H-9 03,72 — 3,64 (m, 4H) C-5 116,63 (q,J =
31,7 Hz)
0 128,06 —
H-8/H-10 03,48-3,41 (m) C-6 119,92 (q,J =
27432 Hz)
H-12 06,74 (d,J=9,1 Hz, 1H) C-7/C-9 050,42
H-13 07,98 (dd,J=9,1, 2,8 Hz, 1H) C-8/C-10 845,72
H-14 08,26 (d,J=2,8 Hz, 1H) C-11 0157,23
H-16/NH 07,68 —7,61 (m, 2H) C-12 6 107,09
H-19 67,56 (dd,J=5,0, 1,1 Hz, 1H) C-13 0 127,81
H-20 07,14 (dd, J= 5,0, 3,8 Hz, 1H) C-14 6 140,62
H-21 07,68 —7,61 (m, 2H) C-15 0 125,29
C-17 0160,18
C-18 0 138,84
C-19 6 131,70
C-20 0 128,57
C-21 6 130,63

a: deslocamento quimico (ppm) de hidrogénio em relacdo ao TMS como padrdo interno. b: multiplicidade. c:
constante de acoplamento em Hz. d: deslocamento quimico (ppm) de carbono em relacdo ao TMS como padrio
interno.

Fonte: autoria propria

Em conjunto, os padrdes de fase do APT e, sobretudo, os quartetos diagndsticos de
acoplamento C-F permitiram atribuir com seguranca a por¢ao trifluorometilada, enquanto os
dois sinais de CH» corroboram a presenca de uma piperazina N, N-disubstituida. Além disso, a
caracterizacdo do hit-1 foi finalizada pela andlise do HRMS, utilizando ionizagdo por
eletrospray (ESI+). A Figura 8 ilustra o espectro de HRMS, que revelou um pico de ion
molecular em m/z 434,1246, correspondente ao aduto [M+H]". Este valor estd em estreita
concordincia com a massa exata tedrica calculada para a formula molecular
[C21H20F3NsOS+H]" (m/z 434,1257), apresentando um erro experimental de apenas 2,53 ppm.
Tal resultado confirma, de maneira inequivoca, a identidade e a formula molecular proposta

para o hit-1 do trabalho.
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Figura 8 — Espectograma de HRMS do Aiz-1.
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Fonte: autoria propria

3.2 Ensaios biologicos in vitro do hit-1

Os ensaios fenotipicos foram conduzidos em colaboragcdo com o grupo do Prof. Dr.
Rafael V. C. Guido (CIBFar/IFSC-USP). A poténcia antiplasmodial foi expressa como ICsg
frente a cepa P. falciparum 3D7, obtida a partir de curva concentragdo—resposta, enquanto
a citotoxicidade foi determinada em células HepG2 e reportada como CCso, permitindo o
calculo do Indice de Seletividade (IS = CCHePS250/1C3"75p). Conforme apresentado na Tabela
2, o hit-1 apresentou ICso = 2,0 = 0,7 uM e CCso > 100 uM, resultando em IS > 50. Esse
perfil indica atividade antiplasmodial na faixa micromolar, acompanhada por uma janela
inicial de seletividade frente a células humanas, caracterizando o 4it-1 como um ponto de
partida adequado para otimizagao hit-to-lead.

A avaliagdo dos intermediarios também trouxe informacdes uteis para o
planejamento: o intermedidrio S (contendo o grupo nitro) apresentou baixa atividade,
enquanto o intermediario 6 exibiu melhora de poténcia (ICso > 13,0 uM), sugerindo que a
conversao —NO; — —NH; favorece o desempenho bioldgico dentro desse quimiotipo.

Como controle positivo, o artesunato apresentou ICso = 0,011 += 0,001 pM no mesmo

ensaio, confirmando a adequagdo do sistema experimental e oferecendo um pardmetro
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comparativo de poténcia. Adicionalmente, o ICso obtido para o Ait-1 mostrou-se consistente
com valor previamente reportado para o0 mesmo quimiotipo (ICso = 2,25 uM), corroborando
a reprodutibilidade do resultado e fortalecendo a escolha do #4it-1 para etapa de otimizagao
estrutural. A Tabela 2 demonstra os dados dos ensaios biologicos realizados para o hit-1 e

SC€us percursores.

Tabela 2 — Resultados dos testes biologicos do Air-1.

CCsotle
cLogP
Composto Estrutura I1Cs0°P7 (uM) pG2 IS (o)
o/w)?
(M)
_~_NO;
|
5 CFy (TNTON 49,0 + 7 N.D. ND. 2,00
N
|\
A~ NH;
|
6 CFs O N 13,0£05  ND. ND. 219
N
N
Ho [l \
/l N S
hit-1 cFy (NN ° 2,0+0,7 >100 >50 3,51
X N
L_n
~

Art 0,011 +£0,001 N.T. N.D. N.D.

N.T. —Nao Testado; N.D. — Nao Determinado. a) valores de cLogP foram calculados in silico usando a ferramenta
online SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php). Art: Artesunato — utilizado como farmaco de
referéncia (controle positivo) nos ensaios contra P.falciparum.

Fonte: autoria propria

Diante disso, o perfil inicial do kit-1 permite a elaboragdo de mudancgas estruturais no

composto, tendo como objetivo a melhora do perfil farmacocinético e nos resultados referentes
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a atividade inibitéria (ICso, CCso e IS), utilizando como principal ferramenta o processo de

analise da SAR para identificar os grupos farmacoforicos.

3.3 Planejamento de derivados do hit-1

Utilizando a estrutura do hit-1 como protétipo, foram planejadas alteragcdes moleculares
nos trés setores principais da molécula (tiofeno, arilamina e piperazina). Essas modifica¢des
tiveram como objetivo melhorar a atividade antiparastdria apresentada pelo A4it-1, mapear o
farmacoforico e identificar quais regides da molécula sdo determinantes para a atividade frente
ao P. falciparum e quais apresentam maior tolerdncia a substituicdes. Isso pode ser feito
aplicando os conceitos de bioisosterismo e varredura estereoeletronica visando modular
tamanho, polaridade e distribuicao eletronica. Para além disso, essas modificagdes podem
abranger os parametros fisico-quimicos relacionados ao desempenho em sistemas biologicos,
como lipofilicidade (cLogP), propriedades farmacocinéticas (ADME) e flexibilidade
conformacional, os quais impactam permeacgdo celular, ligacdo inespecifica e risco de
citotoxicidade. Em paralelo, a avaliagdo de citotoxicidade em HepG2 e o calculo do indice de
seletividade permitiram direcionar a otimizagdo para compostos que mantivessem o efeito
antiplasmodial com margem terapéutica adequada, evitando que ganhos de atividade
estivessem associados a aumento proporcional de toxicidade. Dessa forma, o conjunto de
modificagdes nao foi orientado exclusivamente por ICso, mas por uma abordagem integrada de
quimica medicinal, voltada a gerar candidatos estruturalmente informativos e mais favoraveis

ao avango para estagios posteriores de otimizagao.

3.4. Sintese de derivados do hir-1

3.4.1 Sintese dos derivados com modificacées no fragmento tiofénico

A sintese dos derivados foi conduzida mantendo-se a mesma estratégia reacional
estabelecida para o 4it-1, de modo que inicialmente as alteragdes estruturais se concentrassem
no fragmento tiofénico, sem necessidade de mudangas substanciais na rota utilizada. Em
primeiro lugar, foram exploradas substitui¢des bioisostéricas nesse fragmento, como a troca do
enxofre por oxigénio (furano, 7b) ou por nitrogénio (pirrol, 7¢). Também foram introduzidos
heteroatomos endociclicos adicionais, gerando anéis como tiazol (7a), oxazol (7e) e isoxazol

(7d), além de sistemas exclusivamente nitrogenados (7f—i), portadores de grupos doadores (—
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CH3) ou retiradores de elétrons (—CF3). Adicionalmente, foram planejados derivados
aromaticos de seis membros (7j—n), com ou sem heteroatomos, visando avaliar a influéncia de
fatores eletronicos e estéricos sobre a atividade bioldgica.

Os compostos foram obtidos por reagcdes de amidagdo entre o intermedidrio 6 ¢ os
respectivos acidos carboxilicos (ou equivalentes aromaticos), conforme indicado no Esquema
9, empregando EDC ¢ HOBt como reagentes de acoplamento. Essa estratégia convergente
permitiu acessar uma série de andlogos estruturalmente relacionados a partir de um
intermediario comum, reduzindo a necessidade de reotimizagdo de condi¢des reacionais ¢
assegurando maior comparabilidade entre os derivados. Consequentemente, as variagdes de
atividade e seletividade observadas podem ser atribuidas predominantemente as modificagdes
no fragmento tiofénico, uma vez que o nticleo molecular e o conector amidico permaneceram

inalterados, favorecendo a interpretagdo do SAR

Esquema 9 — Sintese dos derivados 7a-n, utilizando EDC e HOBL.

H
NH, N_ _R
® i Y
CF N~ N7 J\ l/ o
3 (\ R” “OH CF, (\N N
N\) N\)
| N 6 EDC, HOBt,DCM/DMF, A
_N

R:
H Me
H !Vle N\ /
s 0 N 0 0 N I N
WA | v ] y ¢ N
K Y Y, 4 N/ | N K
CF,
7a84% 7hb42%  Tc46%  Td65%  Te4dd%  TF37% 7933%  Th17%

H

N
N N
prlsch el sheWoy
me” N N7 Z N7 > cr, N

7i 24% 7j 81% 7k 90% 7181% 7m 93% ™ma7%

Fonte: autoria propria.

Essa abordagem mostrou-se particularmente robusta porque o intermediario 6 apresenta
uma anilina como Unico sitio nucleofilico livre para formagao da ligagdo amida, enquanto os
demais nitrogénios presentes sdo heteroaromaticos (pouco nucleofilicos em reagdes de
acilagdo) ou pertencem a uma piperazina N, N-disubstituida, ndo contendo N—H disponivel para
acilagdao competitiva. Assim, as amidacdes mediadas por EDC/HOBt em DCM/DMF ocorreram

de forma quimiosseletiva e reprodutivel, com baixo perfil de subprodutos, o que também
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contribuiu para a facilidade de elucidacdo estrutural. Mesmo que a obtencao desses derivados
necessite de processos de purificagdo adicional — tratamento da graxa, cromatografia,
preparativa, dentre outros — o modo de obteng¢ao pouco foi alterado, apenas se destaca a escolha
do solvente, o DCM ¢ preferivel ao DMF por ser mais facilmente retirado no tratamento da
reacdo. Consequentemente, mesmo com a introdugdo de diferentes fragmentos aromaticos ou
heteroaromaticos, ndo foram necessarias mudancas drasticas no planejamento reacional, e as
variagoes de rendimento observadas estiveram mais relacionadas as caracteristicas de cada

reagente envolvido.
3.4.2 Sintese de derivados com modificacdes no fragmento arilaminico

As modificacdes realizadas no fragmento arilaminico foram feitas por meio de reagdes
de SxAr envolvendo o intermediario 8 e seu respectivo cloreto de arila, utilizando o Na,CO3
em DMF a 100°C, isso gerou os compostos Sa-d com diferentes rendimentos conforme o

Esquema 10 mostra a seguir:

Esquema 10 — Exemplo geral da sintese e modificagdo no fragmento arilaminico.

CF, (\NH cl” CF, (\N'
\) —_— N
Na,CO; DMF, 100°C || : \)

8 Sa-d

X X XX

5a 5b 5c 5d
78% 97% 91% 45%

Fonte: autoria propria

Consequentemente, os derivados Sa-c¢ sofreram uma reac¢ao de reducao do grupo nitro
com a utilizagdo do SnCl».2H,O em EtOH, com aquecimento a 70°C durante 4h, com
rendimento de 62 a 84%. O SnCL.2H>O ¢ citado como reagente classico frequentemente
empregado na redug¢do compostos nitroaromaticos a anilinas (Hudlicky, 1984). Ele foi preterido
ao Pd/C por se tratar de um reagente mais acessivel economicamente, ter um tempo de

utilizagdo menor, ndo envolver o risco de utilizar o H> gasoso, que ¢ um gas inflamavel, e o
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principal € pelo fato dele gerar produtos com menos impurezas que o Pd/C, justamente por ser
menos reativo e mais seletivo para esse tipo de reagdo. As condigdes para os intermediarios Sa-
¢ ndo sofreram mudangas drasticas, ressaltando que a escolha por esse meio de reducao ¢

majoritariamente superior de acordo com o Esquema 11.

Esquema 11 — Reducgao dos grupos nitro dos derivados 5a-c para formagao dos derivados 6a-

C.

Ar+—NO, Ar [7—NH;

7 7
|
_N

| EtOH, 70°C, 4h

_N
5a-c 6a-c
_NH,
_NH, HaN
6a 6b 6¢c
62% 82% 84%

Fonte: autoria propria

Para a conversao da benzonitrila 5d em sua respectiva amina primaria, utilizou-se a
estratégia descrita por Caddick et al. (2003). Esta metodologia baseia-se no sistema catalitico
NiCl.6H,O/NaBH4 na presenca de (Boc),0, permitindo a redugao da nitrila com protecao in
situ da amina formada. A opgao por essa via visou evitar a formagao de subprodutos e processos
competitivos comuns em redugdes de nitrilas livres com borohidretos, resultando na obtencao
do carbamato protegido (intermediario 18) com rendimento de 79%. Subsequentemente, a
desprote¢do acida em meio de HCI em AcOEt (2 M) forneceu a amina livre 6d com 96% de
rendimento, demonstrando a eficiéncia da rota para o acesso a esse bloco sintético. O Esquema

12 demonstra o processo reacional envolvido para obtencdo do derivado.

Esquema 12 — Reag¢do de reducdo da nitrila para formacdo do intermediario 6d.
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T
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Fonte: autoria propria

6d

Dessa forma, a obtencao do intermediario ja protegido favorece o rendimento global e

a reprodutibilidade da etapa, além de facilitar o prosseguimento das etapas subsequentes. Apos

a etapa redutiva, prosseguiu-se para a realizacdo de amidagdes, com o derivado do acido

tiofénico. Essa decisdo foi tomada com base em um critério de priorizagdo do “head group” ja

identificado como mais promissor no painel biolodgico preliminar, uma vez que o derivado

correspondente (hit-1) apresentou o menor valor de ICso frente a P. falciparum entre os

compostos avaliados até entdo. A sintese dos derivados 9a, 9¢ e 9d tiveram como percursores

as aminas 6a, 6¢ ¢ 6d através do método padriao de amidacdo utilizando o EDC e HOBt em

DCM a temperatura ambiente, por aproximadamente 24h, o rendimento variando entre 21 a

46%, conforme ilustra o Esquema 13 a seguir:

Esquema 13 — Reacdes de amidacdes entre os intermediarios 6a-b e 6d.

6a

0

HO S,
CF, (\N’R ; Ly
o

EDC, HOBt, DCM,

2N ta, 12 - 24h

N,
X
N,
X
A,

ZI
=

ZI
=

Fonte: autoria propria

9a
21%

9b
37%

9d
46%

A sintese do derivado 9¢ ndo pdde ser concretizada através das diferentes rotas sintéticas
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exploradas neste estudo. Inicialmente, realizou-se a tentativa de amida¢do via acoplamento
classico utilizando HOBt e EDC em diclorometano (DCM) a temperatura ambiente. No entanto,
a reagdo nao progrediu satisfatoriamente, possivelmente devido a formagao de um sal estavel
entre a amina basica e o acido carboxilico, o que reduziu drasticamente a nucleofilicidade do
centro reacional e impediu o ataque ao intermediario ativado.

Numa segunda abordagem, visando aumentar a eficiéncia da ativacdo do grupo
carboxilato, empregou-se o reagente de acoplamento HBTU em dimetilformamida (DMF)
anidra e trietilamina (Et3:N). Apesar do uso de um agente de acoplamento mais potente e de um
sistema de solventes mais polar para favorecer a solubilidade, nao foi detectada a formagao do
produto desejado por monitoramento cromatografico.

Como estratégia final e mais rigorosa, buscou-se a ativagao do acido tiofénico mediante
a sua conversao ao respectivo cloreto de acido in situ, empregando cloreto de oxalila ou cloreto
de tionila. O intermediario altamente reativo foi colocado a reagir com a amina na presenca de
bases organicas (Et3N ou piridina) em solventes anidros apolares, como DCM ou tolueno.

Contudo, mesmo sob estas condi¢des de elevada reatividade, a obtengdo do derivado 9¢
nao foi verificada. Este resultado sugere que fatores de impedimento estérico ou a desativacao
eletronica intrinseca deste precursor especifico inviabilizaram a formagao da ligagdo amida sob
as condigdes testadas. Em todas as rotas utilizadas, o RMN de 'H nio pode confirmar a presenca
do produto esperado. Isso pode decorrer do fato de que a posicdo orto da amina tem um
impedimento estérico grande quando reagido com o acido tiofénico, outro motivo ¢ que aminas
aromaticas tendem a ser menos bésicas por doarem um par de elétrons para o anel aromatico,
principalmente piridinas que possuem o efeito indutivo retirador de elétrons, portanto, a amina
do intermediério 6¢ € pouco reativa, o intermediario formado tem impedimento estérico grande
e por conta disso € instavel, e o acido carboxilico utilizado também nao muito reativo. Esses
motivos podem propor o porqué de a formacao desse derivado ter sido ineficaz. O Esquema 14

ilustra as diferentes tentativas de sintese para esse derivado.

Esquema 14 — Tentativas de sintese e diferentes rotas utilizadas para o derivado 9ec.
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(1) EDC/HOBY; (2) HBTU/Et:N; (3) via cloreto de acila.

Fonte: autoria propria

3.4.3 Sintese de derivados com modifica¢des no fragmento piperazinico

A sintese de derivados com a modificagdo no linker da molécula (piperazina) foram
planejadas com uso de reagdes do tipo SnAr, visibilizando principalmente o efeito
conformacional que esse fragmento traz a estrutura. Novamente, os fragmentos posteriores se
basearam na estrutura do 4it-1 do processo hit-to-lead. A formagao do derivado 10a foi feita
utilizando o reagente 4 em DMF, Na,COs, mantidos a temperatura de 60°C por 48h, o

rendimento da reacdo foi de 100% conforme descrito no Esquema 15:

Esquema 15 — Sintese do intermediario 10a via SnAr.

CF; HaN" N2 CFy
| XY —2a 5 | SN N\/\NHz
Na,CO; DMF
N 2C03, : N
Z 60°C, 68h, Z
(100%)
4 10a

Fonte: autoria propria

A sintese do intermedidrio 10b foi feita por uma SnAr, 4 e o reagente 2b em DMF,
Na,CO3, mantidos a temperatura de 100°C por 48h, o rendimento da reagdo foi de 100%

conforme o Esquema 16.

Esquema 16 — Sintese do intermedidrio 10b via SNAr.
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Fonte: autoria propria

O Esquema 17 demonstra que para sintese do composto 10d, utilizou-se o intermediario
2d, uma vez que foi necessaria a protecdo da amina secunddria para que a reacdo ocorresse
apenas na amina primaria do derivado 2¢, essa protecdo aconteceu com o uso do (Boc)0 em
DCM em 0 °C por 7h com 97% de rendimento. Em seguida ocorre a SNAr entre os intermediario
2d e o reagente 4 em DMF com adi¢@o de Na;SO4 em 100°C com 79h de duracao e 76% gera
o intermedidrio 10c. Por fim, ocorreu a reacao de desprote¢do do Boc com uso de AcOEt/HCl
a 2M usando o DCM em 0°C com duracao de 24h com 93% de rendimento, obtendo-se o

intermediario 10d.

Esquema 17 — Sintese do intermedidrio 10d.

CF,
| N Cl
/N
NH
O/NHz (Boc),0 O/ 2 4
—_— —_—
HN DCM, 0°C, 7h, goe Na,CO3, DMF,
(97%) 100°C, 79h,
2c 2d (76%))
CF; H CF, .
|\ N\O AcOEt/HCI 2M |\ N\G
DCM, 0°C, 24h
N N ) ; ,
= “Boc (930/0) N NH
10c 10d

Fonte: autoria propria

Dada a complexidade em determinar a regiosseletividade da protecdo exclusivamente
por RMN ('H e 3C APT), utilizou-se o teste de ninidrina como método auxiliar. O reagente
atua como um indicador colorimétrico sensivel: a amina secundaria livre, se presente, resultaria
em uma mancha rosea/purpura na placa de CCD apods aquecimento. Em contrapartida, a

obtencdo de uma coloracdo amarelada confirmou a presen¢a da amina primaria ligada ao grupo
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Boc e a auséncia da amina secundaria livre, validando a estratégia sintética empregada. Em
seguida, houve a procedéncia de reagdes padrao do tipo SnAr para formagao do intermediario
10c, e a desprotecao do Boc para que possa ocorrer a proxima etapa de reagao.

O Esquema 18, demonstra a sintese dos intermedidrios 11a-b e 11d sendo obtidos por
meio de uma reagdo de SNAr com o reagente 1, utilizando as mesmas condi¢gdes de NaxCO3 em

DMF mantidos a 100°C, com a variagdo de tempo por volta de 16 a 24h, e rendimento entre 65

a 85%.

Esquema 18 — Sintese dos compostos 11a-b e 11d, via SNAr.
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N NH Nazc:():,;Y DMF, I
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0,
10d (78%) 11d

Fonte: autoria propria

Com os intermedidrios formados, a reagdo seguinte foi de redu¢do do grupo nitro com
SnCl,.6H>O em EtOH a 70°C, o tempo de reagdo foi de aproximadamente 4h, com rendimento
entre 76 a 82%. Essas reacdes ocorreram apenas com os intermedidrios 11a-b, ja que para o
11d ndo houve tempo habil até a apresentacdo deste trabalho para sua reagdo e caracterizagdo

por RMN. As redugdes geraram respectivamente os andlogos 12a-b, de acordo com o Esquema
19.

Esquema 19 — Reag¢do de reducdo do grupo nitro para obtengdo dos intermediarios 12a-b.
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Fonte: autoria propria

Por tultimo, a etapa de amidagdo entre os intermediarios 12a-b com o écido tiofénico
(7), para reagdo de sintese do derivado 13a, utilizou-se o procedimento padrdo com EDC e
HOBt em DCM a temperatura ambiente por 24h, apresentando um rendimento de 45%. O

esquema a seguir demonstra a sintese do derivado 13a.

Esquema 20 — Reagdo amida¢do via EDC e HOBt para o derivado 13a.

wU ko g»p

EDC HOBt, DCM, |
t.a, 24h,
(45%)

12a 13a

Fonte: autoria propria

O Esquema 21 ilustra que para obtenc¢do do derivado 13b, foi feito por meio de uma
reacdo via cloreto de acido do reagente 7, em DCM anidro e adicdo de EtsN anidra, sob
atmosfera de argonio a 0°C por 3h, com rendimento de 31%. Essa rota foi utilizada em
detrimento do tempo de reagc@o ser menor para sua execu¢ao.

Esquema 21 — Reacdo amidagdo via cloreto de acido para o derivado 13b.

_N Et;N, DCM, Ar, | |
0°C, 3h, z

(31%)

12b 13b

Fonte: autoria propria
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Cabe destacar que no presente trabalho, o cronograma desenvolvido para sintese e
avaliagdo de testes bioldgicos sdo processos interdependentes, porém, com tempos de execucao
distintos. Devido ao tempo de envio desses compostos ser recente, os resultados dos compostos

6d, 9d, 11b, ndo foram possiveis de serem obtidos até a presente data de execugao desse projeto.

3.4.4 SAR dos derivados com modificacdes no fragmento tiofénico

As modificagdes estruturais realizadas no hit-1 (ICso = 2,0 = 0,7 uM) através da
substitui¢do bioisostérica do anel tiofénico por diversos nicleos heteroaromaticos de cinco e
seis membros revelaram a importancia critica da densidade eletronica e da natureza dos
heteroatomos nesta posi¢cdo para a atividade contra a cepa 3D7 de P. falciparum. Segundo
Patani e LaVoie (1996), a substituicdo de anéis bioisostéricos visa otimizar a afinidade pelo
receptor mantendo o volume estérico, porém, no presente estudo, a maioria das substituigoes
resultou em uma reducdo da poténcia antiparasitaria. O derivado mais potente dessa série foi o
analogo furanico 7b, que apresentou um ICso = 4,0 = 1,0 uM, representando uma poténcia
equivalente ao Ait-1, da mesma forma que o derivado oxazolico 7e (ICso = 5,0 2,0 uM), indica
que a presenga de dtomos de oxigénio em anéis de cinco membros € a estratégia mais bem-
sucedida para mimetizar o anel tiofénico original. Os demais resultados de CCso e indice de
seletividade indicam que o hit-1 foi superior aos compostos com atividade antiparasitaria
semelhantes (7b e 7e) com um valor de IS > 50. Em contrapartida, a introdugdo de anéis
nitrogenados ou mais polares foi acompanhada de decréscimos acentuados na poténcia: o
analogo pirrdlico 7¢ e o tiazdlico 7a mostraram-se, respectivamente, dez e quinze vezes menos
potentes que o Ahit-1, enquanto os derivados pirazolicos e triazolicos (7f-i) apresentaram os
piores desempenhos da série, com o composto 7f sendo inativo na maior concentragdo testada.

A expansao do anel para sistemas de seis membros também nao superou a atividade do
hit-1. O derivado fenilico 7j exibiu uma redu¢do de aproximadamente cinco vezes na poténcia
em comparacdo ao fragmento tiofénico. Entre as piridinas, observou-se uma correlacao
interessante entre a substituicao do anel e a atividade: a inser¢dao do grupo CF3 na posi¢do 6 da
piridina 7m, conferiu uma poténcia superior a piridina ndo substituida 71, o que pode ser
atribuido ao aumento da lipofilicidade e do volume estérico, favorecendo interagdes em bolsos
hidrofobicos especificos do alvo molecular. Do ponto de vista fisico-quimico, os valores de
cLogP obtidos via plataforma SwissADME (Daina et al., 2017) variaram de 1,98 (7h) a 3,85
(7m), mantendo-se dentro dos critérios de Lipinski para candidatos a farmacos. Com base nos

dados dispostos na Tabela 3, torna-se evidente que a substitui¢do do enxofre por nitrogénios
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adicionais ou a reducdo da lipofilicidade nesta por¢do da molécula ¢ prejudicial, reafirmando

que o padrao eletronico do anel tiofénico ou furanico ¢ essencial para a manutencao da atividade

inibitoria satisfatoria, provavelmente devido a sua capacidade de atuar como aceitador de

ligagdo de hidrogénio ou realizar interagdes do tipo z-stacking de forma otimizada no sitio ativo

do parasita.

Tabela 3 — Resultados dos testes biologicos efetuados nos derivados do anel tiofénico.

H
2y
X | o
CF, (\N N
® ~

/N
1C503P7 CCsoHerG2
Composto Estrutura M) M) IS cLogP
1] 1]
hit-1 | S/ 2.0+0,7 > 100 >50 351
S
7a A[ /> 30,0+ 4,0 > 100 >3 2,83
N
b AE;) 40+£10  >100  >27 280
H 21,0 +
o | N.T N.D 2,76
/ 10,0
7d AEO/\N 15,0 £2,0 N.T. N.D. 2,32
/
(o]
Te ’S/ 50+2,0 > 100 >20 2,32
NI\/>
!VIe
7f N, > 50,0 > 100 > 2,25
| N
H
N\
g | N 410+£70  >25 >06 327
CF,
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\ 240

7h N >50  >2 198
v 11,0
N
H

7i 61 N 350£70  >100 >3 26
N

7j A@ 11,0240  >25  >22 342
AN

7k A(j 170460  NT. ND. 267
7

N
27,0+
7 NT.  ND. 273
11,0
X
7m | 140£30  NT.  ND. 385
N7 cF,
N\
n | ] 160£60  >100  >6 2,00
N/
0,011+
Atr : NT.  ND. -
0,001

N.T. — Nao Testado; N.D. — Néo Determinado. IS — Indice de Seletividade (CCso/ICso).
Atr — Artesunato — utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra P.falciparum.
Fonte: os dados de cLogP foram obtidos do site swissADME

3.4.5 SAR dos derivados com modificacoes no fragmento arilaminico

No fragmento arilaminico, a estratégia consistiu na substituicdo sistematica do anel
piridinico por bioisosteros fenila ou diazina, em paralelo a variagdo do grupo terminal, visando
identificar a contribui¢do dessa regido para a atividade biologica. Na Série 5, a remocao da
cauda amidica e a inser¢ao de substituintes fortemente retiradores de elétrons nao sustentaram
a poténcia original; o derivado 5a apresentou uma atividade antiparasitaria aproximadamente
sete vezes menos ativo que o hit-1. A substitui¢do por anéis aza-aromaticos resultou em um
desempenho ainda inferior, conforme observado nos compostos Sd e Sb. No entanto, a
comparagao entre os isdmeros 5 e Sb revela que a simples alteracao na posi¢ao do nitrogénio
heteroaromatico modula a poténcia, promovendo um ligeiro aumento na atividade, embora

insuficiente para resgatar a eficacia do prototipo. Tais resultados indicam que o incremento do
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carater eletronegativo, isoladamente, ndo ¢ capaz de mimetizar as interagcdes promovidas pela
amida do protdtipo. Apesar disso, esses analogos preservaram a baixa citotoxicidade, sugerindo
que a reducao no desempenho decorre de uma menor afinidade pelo alvo bioloégico e ndo de
efeitos citotoxicos inespecificos.

A avaliacao da Série 6 permitiu investigar o impacto do fragmento arilaminico terminal
por meio do isomerismo piridinico e da substituigdo por nucleos benzénicos funcionalizados.
Entre os isomeros de posi¢ao da aminopiridina, o derivado 6¢ destacou-se como o mais potente
da classe, representando um aumento de aproximadamente quatro vezes na poténcia em relacao
aos isomeros 6 ¢ 6b. Esses achados sugerem que a proximidade do grupo amino ao ponto de
fixagdo no anel central, bem como sua orientacdo espacial relativa ao nitrogénio piridinico, sdo
fatores criticos para o reconhecimento molecular no P. falciparum. Por outro lado, a
substituicdo do anel heterociclico por um ntcleo benzénico contendo o grupo CF3 resultou em
uma manutencdo da atividade em niveis comparaveis aos derivados 6 e 6b, indicando que
possivelmente o aumento da lipofilicidade (cLogP = 3,77) nesta série de aminas primarias nao
foi suficiente para superar a eficacia do scaffold piridinico 6¢. Por fim, o derivado 6d, planejado
para avaliar o efeito do espagcador metilénico, encontra-se em fase de ensaios biologicos.

Na Série 9, o derivado 9a exibiu poténcia similar ao hit-1, contudo, observou-se um
aumento na citotoxicidade e comprometimento do perfil de seguranga. Essa toxicidade relativa
pode estar correlacionada a elevada lipofilicidade tedrica do composto (cLogP = 5,07 ), valor
que ultrapassa os limites estabelecidos pela "Regra de Lipinski" e distancia o derivado da faixa
ideal de propriedades drug-like. Tais desvios podem comprometer a solubilidade ou
permeabilidade, além de elevar os riscos de promiscuidade bioldgica (Lipinski et al., 2001;
Leeson; Springthorpe, 2007). Estruturalmente, a presenca simultanea de dois grupos CFs e a
manuten¢do do fragmento tiofeno-amida conferem ao 9a um carater hidrofébico exacerbado.
Em contrapartida, o analogo revelou que a substituicdo bioisostérica do anel fenilico por um
piridinico permitiu equilibrar a polaridade (cLogP = 3,45) e recuperar significativamente a
seletividade (IS > 20), sem prejuizo a eficicia antimalarica. Ressalta-se que os dados biologicos
do derivado 9d ainda ndo foram obtidos. A Tabela 4 sumariza as modificagdes realizadas no
fragmento arilaminico e os respectivos resultados bioldgicos para os derivados das séries S, 6 €

9.

50



Tabela 4 — Resultados dos testes biologicos dos derivados do fragmento arilaminico.

CF, N>\
L

PA

ICs50?7  CCsHerG2

Composto Estrutura IS cLogP
(uM) (uM)
Ho [N
e
hit-1 ek (NN O 2,0+£0,7 > 100 >50 3,51
LN
|\
A~ _NO;
5 | 49,070  NT.  ND. 2,00
N
NO,
5a \(Q/ 140+£20 NT.  ND. 3,62
CF,
N0
5b |\ 320£60 NT.  ND. 209
~
5c | > 50,0 NT.  ND. 2,02
N
N CN
5d | 28,0£50  N.T. N.D. 2,58
N
_~_NH;
6 | 13,0£0,5  N.T. ND. 2,19
N
NH,
6a YQ/ 120£2,0 NT.  ND. 3,77
CF,
V2
6b | 14040  NT.  ND. 224
=
H,N N
6¢ | 35405  >100  >28 225
N
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6d N.T. N.T. N.D. 2,17

\

R

S
9a \(Q/ i 3,0+1,0 >25 >8 5,07
CF;
P
9b Z S 3,0+ 1,0 > 50 >20 345
. _N o

0,011+
Atr - N.T. N.D. -
0,001

N.T. — Nao Testado; N.D. — Nédo Determinado. IS — Indice de Seletividade (CCso/ICso).
Atr — Artesunato — utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra P.falciparum.
Fonte: os dados de cLogP foram obtidos do site swissADME

ZT

3.4.6 SAR para os derivados com modificacées no fragmento piperazinico

Nesta etapa, buscou-se superar as limitacdes de poténcia observadas nos derivados
nitrados e explorar o impacto da flexibilidade conformacional por meio das séries 12 e 13. Os
resultados bioldgicos para a série 11, que mantém o grupo nitro, corroboraram a tendéncia
desfavoravel observada anteriormente para este derivado na regido arilaminica. O derivado 11a,
por exemplo, mostrou-se inativo contra o parasita, reforcando a hipotese de que a deficiéncia
eletronica e a rigidez induzida por este grupamento sao deletérias para a afinidade com o alvo
biologico nesta classe de compostos.

Em contrapartida, a investigagao de sistemas de cadeia aberta e anéis expandidos
revelou-se a estratégia mais promissora deste trabalho. A série 12, caracterizada por linkers
alifaticos de etilenodiamina, apresentou resultados moderados; o composto 12a e 12b
apresentaram uma perda de aproximadamente quatro vezes da poténcia em comparagdo com
hit-1, mesmo que esses dados indiquem que a abertura do anel central ¢ tolerada pelo alvo, a
perda de poténcia observada sugere que um determinado grau de organizagdao conformacional
¢ necessario para uma ligagao mais eficaz.

O avanco definitivo foi alcangado com a série 13, na qual a substitui¢ao bioisostérica do
anel de piperazina pelo nucleo de homopiperazina (diazepano) resultou no composto mais ativo

de todo o estudo: o derivado 13b. Este composto exibiu uma poténcia antimalarica otimizada,
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com ICsp = 0,60 = 0,05 uM, representando um incremento de atividade de aproximadamente
trés vezes em relacdo ao Air-1. Além da poténcia superior, o 13b destacou-se por um perfil de
seguranga excepcional, com CCso >100 uM em células HepG2 e um IS > 166. Segundo critérios
estabelecidos na literatura, candidatos com IS > 100 s3o considerados ideais para a progressao
a estudos in vivo, pois oferecem uma ampla janela terapéutica (Katzung, 2017; Mishra et al.,
2017).

A superioridade do derivado 13b pode ser explicada por principios de quimica medicinal
que associam a expansdo de anéis saturados ao aumento da flexibilidade conformacional.
Diferentemente da piperazina, que adota predominantemente a conformacao em cadeira rigida,
o anel de diazepano possui maior liberdade torcional, podendo assumir multiplas conformagdes
de baixa energia (Wermuth, 2008). Essa plasticidade estrutural permitiria que o 13b realizasse
um "ajuste induzido" (induced fit) mais eficiente no sitio de ligacdo do parasita, maximizando
interagdes hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio inacessiveis aos analogos mais rigidos ou
lineares.

Dessa forma, com base no equilibrio otimizado entre o baixo valor de ICso, elevada
seguranga citotoxica e uma suposta lipofilicidade adequada (cLogP = 3,77), o derivado 13b ¢
determinado como #it otimizado encontrado no trabalho, fornecendo uma base solida para
futuras etapas de otimizagao farmacocinética. A Tabela 5 disponibiliza os resultados biologicos
dos derivados com modifica¢des no fragmento central, ressaltando que o derivado 11b ainda

nao possui dados disponiveis para analise.

Tabela 5 — Resultados dos testes biologicos das modifica¢des no fragmento piperazinico.

CF;

X

_N

I1Cs0°?7  CCsoHerG?
Composto Estrutura IS cLogP

(nM) (uM)

o'y e

0,7

> 100 >50 3,51

hit-1 ¢y (\N
&

_N

_~_NO;

11a N~y \N| >500  NT.  ND. 2,17
H
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11b (\\N \ ) —NO: N.T. N.D. N.D. 2,24

YN N
N
11d Ne A >50,0  NT.  ND. 245
NF NO
2
NH
12 H 48 % 100 13 2,18
a > > »
\<N\/\H \N 0,1
12b ' )N OE L0 s13s 24
YN\J N 3’0 s 9
v D 160+
132 " a S ’ NT.  ND. 3,59
YN\/\N \N O 0,5
H
N\ 0,60 +
N—<}NH ’
13b YN W / /sl 0.05 >100  >166 3,77
(o)
0,011 +
Atr - NT. ND. -
0,001

N.T. — Nao Testado; N.D. — Néo Determinado. IS — Indice de Seletividade (CCso/ICso).
Atr — Artesunato — utilizado como farmaco de referéncia (controle positivo) nos ensaios contra P.falciparum.
Fonte: os dados de cLogP foram obtidos do site swissADME

Ao analisar de forma integrada as modifica¢des realizadas nos diferentes fragmentos,
observa-se uma tendéncia consistente no perfil de atividade antiplasmodial em fungao do estado
de oxidacdo e do padrdo de substituicdo no ntcleo terminal. De modo geral, os intermediarios
portadores de grupo nitro apresentaram baixa poténcia ou inatividade frente a cepa 3D7. Uma
excecao relevante foi o derivado Sa (ICso = 14 =2 uM), cuja atividade intermediaria pode estar
relacionada ao aumento de lipofilicidade e ao forte efeito retirador de elétrons do grupo CF3 no
anel aromatico, o que potencialmente influencia tanto a permeagdo quanto a distribui¢ao
eletronica do sistema. Além disso, a substituicao do grupo nitro pelo grupo CN no derivado 5d
resultou em discreta melhora da atividade inibitdria, reforgcando a impressao de que a simples
introdugdo de grupos retiradores de elétrons — em posi¢do orto ou, mais frequentemente, para

—nao &, por si sO, uma estratégia eficaz para elevar a atividade antiparasitaria nessa série.
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Em contraste, a redugdo desses grupamentos aos correspondentes derivados amino
levou, melhora substancial da eficicia bioldgica, em alguns casos sendo extremamente
contrastante, como em Sc ¢ 6c. Provavelmente, esse comportamento sugere que a presenga de
um doador de ligacdo de hidrogénio nessa regido constitui um requisito farmacoférico
importante, possivelmente por favorecer interagdes especificas com o alvo molecular de P.
falciparum ou por modular de modo mais adequado as propriedades de ionizacdo e
reconhecimento molecular do conjunto.

Por fim, as amidacdes correspondentes revelaram um perfil de atividade mais oscilante,
indicando que o ganho obtido com a formagdo da amida depende aspectos mais especificos,
como efeitos estéricos, caracteristicas individuais do bioisdstero presentes neste fragmento e de
propriedades fisico-quimicas. Ainda assim, a manuten¢do do fragmento tiofénico mostrou-se
uma estratégia eficiente ao longo da série: embora ele ndo seja o tnico determinante da poténcia
— como evidenciado pelo fato de o melhor composto, 13b, incorporar a substituicdo da
piperazina por diazepano — ¢ clara sua contribui¢ao para a ancoragem molecular, uma vez que
os derivados que preservaram esse anel heterociclico, em geral, permaneceram biologicamente

ativos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais e reagentes (Sintese)

Nos procedimentos experimentais, foram utilizados reagentes de origem comercial, sem
a necessidade de purificagdo adicional. Quanto aos solventes, os utilizados foram: metanol
(MeOH), acetato de etila (AcOEt), hexano (Hex), diclorometano (DCM), propanol e dimetil
formamida (DMF). Todas as reagdes foram acompanhadas por cromatografia de camada fina
CCD, também chamada de TLC (Thin Layer Chromatography) de Alugram silica gel 60 F254,
Sigma Aldrich e reveladas através de luz ultravioleta (254 nm) e atmosfera de iodo. Os
compostos obtidos, quando necessario, foram purificados pelo uso de coluna cromatografica

em silica gel Aldrich (flash).

4.2 Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN)

Os compostos sintetizados foram caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 'H e por *C APT um equipamento da marca Bruker Ascend 400 (400 MHz para
RMN de 'H e 101 MHz para RMN de '*C) da Rede de Laboratorios Multiusudrios do Instituto
de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (Relam-IQUFU). Os deslocamentos
quimicos foram reportados em ppm usando como referéncia interna, residuo de solvente nao
deuterado (CDCI3 em 7,26 ppm, CD3;0D em 3,31 ppm, d6-DMSO em 2,50 ppm ¢ TMS em
0,00 ppm para RMN de 'H; CDCl; em 77,16 ppm, CD30OD em 49,0 ppm, d6-DMSO em 39,52
ppm para RMN de '*C). Os valores das constantes de acoplamento foram medidos utilizando o

programa MestReNova.

4.3 Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢ao (HRMS)

A espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS) foi realizada em um
espectrometro Impact II de geometria Q-TOF (Bruker Daltonics Corporation, Alemanha),
equipado com fonte de ionizacao por electrospray (ESI) e operado no modo de ions positivos.
Os parametros foram ajustados da seguinte forma para a analise de cada amostra: voltagem do
capilar: 4500 V; potencial de offset da placa terminal de 500 V; pressdo do nebulizador: 0,4
bar; fluxo de gas de secagem: 4 L/min; temperatura do gés de secagem: 180 °C. Os espectros
foram adquiridos com taxa de aquisi¢ao de 1,00 Hz, monitorando uma faixa de massas de 50 a

700 m/z. Uma bomba de seringa (KDS Legato 100, KD Scientific, Holliston, MA, EUA) foi
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utilizada com fluxo de 10 pL/min para infundir a solu¢do de calibrante de formiato de sodio
(10 mmol-L; isopropanol:agua; 1:1; v:v). As amostras foram ressuspendidas em 500 mL de
MeOH. Uma aliquota de 50 mL foi diluida em 1000 mL de MeOH e infusionada no

espectrometro de massas.

4.4 Procedimentos experimentais
4.4.1 Procedimento Geral A: Reaciio de SNAr para diaminas

O cloreto de arila apropriado (1 equiv.) foi solubilizado em DMF (2mL), a diamina (3
—4 equiv.) e Na2COs (3 — 4 equiv.) foram acrescentados, e a reacdo foi agitada a 60 — 120 °C
até ser completada. Agua destilada fria (20 mL) foi adicionada. A fase aquosa foi extraida com
DCM ou EtOAc (3 x 15 mL), e as fases organicas foram juntadas, secadas sob Na>SO4 anidro,

filtradas, e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida para render o composto almejado.

4.4.1.1 Preparacao do 1-(5-nitropiridin-2-il)piperazina (3)

(\NH
“NO, HN. S NO,
| 2 Z
1 PrOH, Na,COs, 3
90°C, 28 h

Em uma solugdo do composto 1 (3,15 mmol, 1,0 equiv.) como reagente limitante, em
propanol (30 mL), foi adicionado piperazina (9,46 mmol, 3,0 equiv). A reagdao ficou em
agitacdo a 90°C A reacdo ficou em agitagao a 100°C e seguiu o procedimento geral A,
levando a obtencao do composto 3 com 91% de rendimento apds 28 horas de reagao.

3: 6leo amarelo, 312,3 mg, 91%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 9,05 (d, J = 2,9 Hz,
1H), 8,21 (dd, J = 9,5, 2,8 Hz, 1H), 6,57 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 3,76 (t, J = 5,2 Hz, 4H), 3,03
—2,96 (m, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) & 160,1, 146.50, 132,97, 104,45, 45,87.
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4.4.1.2 Preparacao do 1-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazina (8)

NH
CFs H(\) CF, (\NH
cl
[ S
N 2 > |/N
Nach&DMF,
4 100°C, 24h 8

Em uma solugdo do composto 4 (1,10 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante,
em DMF (2mL), foram adicionados o Na.COs (3,30mmol, 3,0 equiv.) e o reagente 2 (3,30
mmol, 3,0 equiv.). A reacao ficou em agitacdo a 100°C e seguiu o procedimento geral A,
levando a obteng¢do do produto 8 com 97% de rendimento ap6s 24 horas de reagdo.
8: 0leo amarelo, 322,3 mg, 97%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8,44 (d, J = 4,5 Hz,
1H), 7,87 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6,99 (dd, J = 7,7, 4,8 Hz, 1H), 3,31 — 3,24 (m, 4H), 3,08 —
3,00 (m, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCls) 6 159,96, 151,04, 137,31, 137,26, 137,21 (q,
J = 5,05 Hz), 137,16, 128,07 (q, J = 32,8 Hz), 125,36 (q, J = 272,4 Hz), 122,65, 119,96,
116,81, 51,93, 45,96.

4.4.1.3 Preparaciao do N'-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)etano-1,2-diamina (10a)

CF; NH CF
o HNTTE ’ N
| S 2a XX "NH,
2N Na,CO; DMF, N
60°C, 68h
4 10a

Em uma solu¢do do composto 4 (0,55 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante,
em DMF (2mL), foram adicionados o Na-COs (1,65 mmol, 3,0 equiv.) e o reagente 2a (2,2
mmol, 4,0 equiv.). A reacdo ficou em agitacdo a 60°C e seguiu o procedimento geral A,
levando a obten¢ao do produto 10a com 100% de rendimento apos 68 horas de reagao.
10a: 6leo amarelo, 142,5 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 8,25 (d, J = 4,9 Hz,
1H), 7,65 (d, J = 7,1 Hz, 1H), 6,61 (t, 1H), 5,38 (s, 1H), 3,62 — 3,53 (m, 2H), 3,01 —2,93 (m,
2H), 1,93 (s, 2H). RMN de 13C (101 MHz, CDCl3) 6 154,87, 151,60, 135,05, 135,00, 134,95
(q,J=5,05 Hz), 134,90, 128,53 (q, J = 32,8 Hz), 125,83 (q, J = 272,4 Hz), 123,13, 120,44,
111,53, 61,67,43,94, 41,17.
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4.4.1.4 Preparacao do 1-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)-1,4-diazepano (10b)

l/\NH
CF; HN\J CF, (jNH

X ¢ 2b |\ N\J
[
2N Na,co; DMF, 100°C ~\2N
24h 10b

4

Em uma solugdo do composto 4 (0,69 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante,
em DMF (2mL), foram adicionados o Na.COs (2,07 mmol, 3,0 equiv.) e o reagente 2b (2,07
mmol, 3,0 equiv.). A reag¢do ficou em agitagdo a 100°C e seguiu o procedimento geral A,
levando a obteng¢@o do produto 10b com 84% de rendimento apos 24 horas de reagdo.
10b: 6leo amarelo, 141,5 mg, 84%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8,33 (dd, J = 4,7, 2,1
Hz, 1H), 7,82 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 6,83 (dd, J = 8,1, 4,5 Hz, 1H), 3,67 — 3,59 (m, 6H), 3,16
— 3,08 (m, 2H), 3,07 — 2,95 (m, 2H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) § 150,42, 137,57,
137,52, 137,46 (q, J = 5,39 Hz), 137,41, 128,38 (q, J = 32,8 Hz), 125,63 (q, J = 272,4 Hz),
122,92, 120,16, 114,35, 54,31, 51,56, 49,06, 48,10, 30,42.

4.4.2 Procedimento Geral B: Reacdo de SNAr para monoaminas

O cloreto de arila apropriado (1 eq) foi solubilizado em DMF (0,2 — 3 M), a monoamina
(1,2 — 2 equiv.) e NaCOs3 (3 — 4 equiv.) foram acrescentados, e a reacdo foi agitada a 80 — 120
°C até ser completada. Agua destilada fria (20 mL) foi adicionada. A fase aquosa foi extraida
com DCM ou EtOAc (3 x 15 mL), e as fases organicas foram juntadas, secadas sob Na>SO4

anidro, filtradas, e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida para render o composto

almejado.
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4.4.2.1 Preparacio do 1-(5-nitropiridin-2-il)-4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazina
(5) (Rota A)

CF,
O N0z
V02 | N |
(\N N 4 o ? O
HN ] Na,COg, DMF, |
3 100°C, 78 h _N 5

Em uma solucao do composto 3 (2,90 mmol, 1,5 equiv.) como reagente em excesso,
em DMF (2mL), foram adicionados o Na-COs (5,80 mmol, 3,0 equiv.) e o reagente 4 (1,93
mmol, 1,0 equiv.). A reagdo ficou em agitacdo a 100 °C e seguiu o procedimento geral B,
levando a obteng¢do do produto 5 com 85% de rendimento ap6s 78 horas de reagdo.
5: s6lido amarelo, 873,9mg, 85%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 5 9,07 (d, J = 2,8 Hz,
1H), 8,48 (dd, J = 5,0, 1,6 Hz, 1H), 8,25 (dd, J = 9,5, 2,8 Hz, 1H), 7,93 (dd, J = 7,8, 1,9 Hz,
1H), 7,08 (dd, J = 7,4, 5,2 Hz, 1H), 6,63 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 3,97 — 3,90 (m, 4H), 3,46 —
3,39 (m, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 160,59, 159,46, 151,21, 146,42, 137,34,
137,29, 137,24, 137,19 (q, J = 4,6 Hz), 135,26, 133,04, 127,92, 125,21, 122,50 (q, J=271,2
Hz), 119,80, 118,03, 117,81, 117,41, 117,09 (q, J = 31,0 Hz), 104,62, 77,32, 77,01, 76,69,
50,30, 50,28, 44,94. HRMS (ESI +): calculado para CisH4F3NsO," [M+H]" = 354.1172
m/z, encontrado [M+H]" = 354.1162 m/z, erro = 2.82 ppm.

4.4.2.2 Preparacio do 1-(5-nitropiridin-2-il)-4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazina
(5) (Rota B)

N0

CF, (\NH | P N0
Cl N

X N l —

| \ 1 CF, (\N N

P e ——
Na,CO3 DMF, X N 5

8 100°C, 24h |

N

Em uma solu¢do do composto 1 (0,70 mmol, 1,0 equiv.), como limitante, em DMF
(2mL), foram adicionados o Na:COs (2,11 mmol, 3,0 equiv.) e o reagente 8 (0,83 mmol, 1,2
equiv.). A reacao ficou em agitagdo a 100 °C e seguiu o procedimento geral B, levando a
obtencao do produto 5 com 92% de rendimento apds 24 horas de reacao.

5: solido amarelo, 327,7mg, 92%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 9,07 (d, J = 2,8 Hz,
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1H), 8,48 (dd, J = 5,0, 1,6 Hz, 1H), 8,25 (dd, J = 9,5, 2,8 Hz, 1H), 7,93 (dd, J = 7,8, 1,9 Hz,
1H), 7,08 (dd, J = 7,4, 5,2 Hz, 1H), 6,63 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 3,97 — 3,90 (m, 4H), 3,46 —
3,39 (m, 4H). RMN de 13C (101 MHz, CDCl3) § 160,59, 159,46, 151,22, 146,42, 137,29,
135,26, 133,07, 127,92 (q, J = 33,6 Hz), 125,21 (q, J = 271,2 Hz), 122,50, 119,80, 118,03,
117,41 (q, J = 4,6 Hz), 117,09, 104,61, 50,30, 44,94. HRMS (ESI +): calculado para
C1sH14F3NsO2" [M+H]" = 354.1172 m/z, encontrado [M+H]" = 354.1162 m/z, erro = 2.82

4.4.2.3 Preparacio do 1-(4-nitro-2-(trifluorometil)fenil)-4-(2-

(trifluorometil)fenil)piperazina (5a)

S
NaZCO3 DMF, 100°C, ©/ \)
73h
4

Em uma solug@o do composto 4 (0,19 mmol, 1,2 equiv.), como reagente em excesso,
em DMF (2mL), foram adicionados o Na2COs (0,39 mmol, 3,0 equiv.) e o reagente 14 (0,13
mmol, 1,0 equiv.). A reagdo ficou em agitagdo a 100 °C e seguiu o procedimento geral B,
levando a obtencdo do produto 5a com 78% de rendimento apds 73 horas de reagao.
5a: solido amarelo, 42,3mg, 78%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 8,55 (d, J = 2,7 Hz,
1H), 8,49 (dd, J =4.8, 1,6 Hz, 1H), 8,36 (dd, J = 9,0, 2,8 Hz, 1H), 7,92 (dd, J = 7,8, 1,9 Hz,
1H), 7,37 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,07 (dd, J = 7,8, 4,8 Hz, 1H), 3,53 — 3,44 (m, 4H), 3,38 —
3,27 (m, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 159,68, 157,05, 151,19, 142,39, 137,29,
127,84 (q, J = 33,0 Hz), 125,27 (q, J = 272,2 Hz), 124,91, 124,74, 124,68, 124,62 (q, J =
6,06 Hz), 124,56, 124,51, 124,49, 124,10, 122,54, 121,77, 119,85, 117,65, 52,87, 50,71.
HRMS (ESI +): calculado para Ci7H14FsN4O>" [M+H]™ = 421.1094 m/z, encontrado
[M+H]" = 421.1081 m/z, erro = 3.09 ppm.
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4.4.2.4 Preparacao do 1-(6-nitropiridin-3-il)-4-(2-(trifluorometil)fenil)piperazina
(Sb)

L
| NO,
CF3 (\NH cl /N =z |
N 15 CF3 (\N NS N
— N

Na,COz; DMF, 100°C,
15h

Em uma solug@o do composto 4 (1,51 mmol, 1,2 equiv.), como reagente em excesso,
em DMF (2mL), foram adicionados o Na.CO:s (3,78 mmol, 3,0 equiv.) e o reagente 15 (1,26
mmol, 1,0 equiv.). A reagdo ficou em agitacdo a 100 °C e seguiu o procedimento geral B,
levando a obteng¢do do produto Sb com 97% de rendimento apds 15 horas de reacao.
5b: solido amarelo, 432,3mg, 97%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 5 9,08 (d, J = 2,8 Hz,
1H), 8,48 (dd, J = 4,8, 1,8 Hz, 1H), 8,25 (dd, J = 9,5, 2,8 Hz, 1H), 7,93 (dd, J = 7.8, 1,9 Hz,
1H), 7,08 (dd, J = 7,7, 4,8 Hz, 1H), 6,63 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 3,99 — 3,90 (m, 4H), 3,46 —
3,39 (m, 4H). RMN de BC (101 MHz, CDCl3) § 160,59, 159,46, 151,21, 146,42, 137,34,
137,29, 137,24 (q, J = 5,05 Hz), 137,19, 133,04, 127,93 (q, J = 33,5 Hz), 125,21 (q, J =
271,3 Hz), 122,50, 119,80, 117,81, 104,62, 50,29, 45,51.

4.4.2.5 Preparacao do 1-(6-nitropiridin-3-il)-4-(2-(trifluorometil)fenil)piperazina
(50

0N~
| O,N
CF, (\NH c1” N7 fj
N 16 CF, (\N Sn
— N
Na,CO3; DMF, 100°C,
73h
4 5¢c

Em uma solu¢ao do composto 4 (0,19 mmol, 1,2 equiv.), como reagente em excesso,
em DMF (2mL), foram adicionados o Na.COs (0,39 mmol, 3,0 equiv.) e o reagente 16 (0,13
mmol, 1,0 equiv.). A reacdo ficou em agitacdo a 100 °C e seguiu o procedimento geral B,
levando a obten¢ao do produto 5S¢ com 91% de rendimento apds 73 horas de reagao.
5c: solido amarelo, 41,2mg, 91%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8,45 (dd, J = 4,7, 1,4
Hz, 1H), 8,36 (dd, J =4,5, 1,7 Hz, 1H), 8,16 (dd, J = 8,0, 1,7 Hz, 1H), 7,90 (dd, J = 7,8, 1,9
Hz, 1H), 7,03 (dd, J = 7,5, 5,2 Hz, 1H), 6,78 (dd, J = 8,0, 4,6 Hz, 1H), 3,67 — 3,60 (m, 4H),
3,48 — 3,40 (m, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 159,45, 152,88, 151,76, 151,10,
137,32, 137,27, 137,22 (q, J = 5,05 Hz), 137,17, 135,62, 133,07, 127,99 (q, J = 33,4 Hz),
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125,28 (q, J =271,8 Hz), 122,57, 119,86, 117,52, 117,26 (q, J = 4,2 Hz), 117,21, 116,90,
116,58, 113,47, 50,24, 48,01. HRMS (ESI +): calculado para CisHi4F3NsO>" [M+H]" =
354.1172 m/z, encontrado [M+H]" = 354.1169 m/z, erro = 0.85 ppm.

4.4.2.6 Preparacao do 6-(4-(2-(trifluorometil)fenil)piperazin-1-il)nicotinonitrila (5d)

| N
CN
CF, (\NH c1” N7 fj/
N\V/J 17 CF, r/A\N SN
e N
Na,CO; DMF, 100°C,
24h
4 5d

Em uma solug@o do composto 4 (0,26 mmol, 1,2 equiv.), como reagente em excesso,
em DMF (2mL), foram adicionados o Na.COs (0,66 mmol, 3,0 equiv.) e o reagente 17 (0,22
mmol, 1,0 equiv.). A reacdo ficou em agitacdo a 100 °C e seguiu o procedimento geral B,
levando a obteng¢do do produto Sd com 45% de rendimento apds 24 horas de reagao.
5d: solido amarelo, 32,1mg, 45%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8,47 (dd, J = 4,8, 1,2
Hz, 1H), 8,44 (dd, J = 2,3, 0,8 Hz, 1H), 7,92 (dd, J = 7,8, 1,9 Hz, 1H), 7,65 (dd, J = 9,0, 2,3
Hz, 1H), 7,07 (ddd, J = 7.8, 4,9, 0,9 Hz, 1H), 6,66 (dd, J = 9,0, 0,7 Hz, 1H), 3,99 — 3,80 (m,
4H), 3,49 — 3,37 (m, 4H). RMN de '3C (101 MHz, CDCl3) § 159,55, 152,67, 151,18, 139,85,
137,35, 137,29, 137,24 (q, J = 5,39 Hz), 137,19, 128,03 (q, J = 33,2 Hz), 125,22 (q, J =
271,4 Hz), 122,52, 120,00, 118,56, 117,68, 105,81, 96,66, 50,44, 44,61. HRMS (ESI +):
calculado para Ci6Hi4F3Ns" [M+H]" = 334.1274 m/z, encontrado [M+H]" = 334.1265 m/z,
erro = 2.69 ppm.

4.4.2.7 Preparaciao do N'-(S-nitropiridin-2-il)-N2-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)etano-1,2-

diamina (11a)

LA
P
CF; H Cl N CF, H | A NO,
N~ 1
® W NP
_N Na,CO; DMF, 100°C, | H
, _N
16h
10a 11a

Em uma solugdo do composto 10a (0,15 mmol, 1,2 equiv.), como reagente em
excesso, em DMF (2mL), foram adicionados o Na.COs (0,38 mmol, 3,0 equiv.) e o reagente
1 (0,13 mmol, 1,0 equiv.). A reagdo ficou em agita¢dao a 100 °C e seguiu o procedimento

geral B, levando a obten¢do do produto 11a com 65% de rendimento apos 16 horas de reacao.
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11a: solido amarelo, 32,3mg, 65%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 5 9,03 (d, J = 2,8 Hz,
1H), 8,31 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 8,15 (dd, J = 9,3, 2,7 Hz, 1H), 7,70 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6,71
(dd, J =17,2,5,2 Hz, 1H), 6,48 (s, 1H), 6,38 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 5,48 (s, 1H), 3,87 — 3,79
(m, 2H), 3,76 — 3,71 (m, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCls) & 151,30, 147,00, 135,52,
135,47, 135,42,135,37 (q,J= 5,05 Hz), 132,69, 129,23, 127,85, 125,56, 123,57 (q,/ =271,8
Hz), 112,17, 43,15, 41,49.

4.4.2.8 Preparacio do 1-(5-nitropiridin-2-il)-4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)-1,4-
diazepano (11b)

~
CF3 FNH cl N E
3
A N\/ 1
> S

Cc
N Na,COs DMF, 100°C, |
/N

24h

10b 11b

Em uma solu¢ao do composto 10b (0,19 mmol, 2 equiv.), como reagente em excesso,
em DMF (2mL), foram adicionados o Na2COs (0,3 mmol, 3,0 equiv.) e o reagente 1 (0,10
mmol, 1,0 equiv.). A reacdo ficou em agitacdo a 100 °C e seguiu o procedimento geral B,
levando a obten¢ao do produto 11b com 85% de rendimento apods 24 horas de reagao.
11b: solido amarelo, 61,7 mg, 85%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 9,04 (d, J = 2,3 Hz,
1H), 8,36 (ddd, J = 4,7, 1,9, 0,6 Hz, 1H), 8,20 (dd, J = 9,4, 2,8 Hz, 1H), 7,86 (dd, J = 7.8,
1,9 Hz, 1H), 6,92 (dd, J = 7,0, 4,7 Hz, 1H), 6,52 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 4,07 (s, 2H), 3,83 (s,
2H), 3,71 — 3,60 (m, 2H), 3,56 — 3,44 (m, 2H), 2,10 (dq, J = 7,2, 6,0 Hz, 4H). RMN de *C
(101 MHz, CDCl) 6 6 160,02, 159,15, 150,83, 146,81, 137,40, 137,35, 137,29 (q, J = 5,39
Hz), 137,24, 134,78, 133,42, 132,90, 132,64, 128,06 (q, J = 33,0 Hz), 125,35 (q, J = 271,7
Hz), 122,65, 119,95, 116,02, 104,13, 69,56, 64,89, 52,89, 51,98, 49,22, 47,35.
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4.4.2.9 Preparacao do tert-butil 4-((3-(trifluorometil)piridin-2-il)Jamino)piperidina-1-

CF3
N Cl
| N

Boc” 4 2N “Boc

—_—
2d
Na,CO3, DMF, 100°C 10c

79h

carboxilato (10c¢)

Em uma solu¢do do composto 2d (0,83 mmol, 3,0 equiv.), como reagente em
excesso, em DMF (2mL), foram adicionados o Na.COs (0,83 mmol, 3,0 equiv.) e o reagente
4 (0,27 mmol, 1,0 equiv.). A reacdo ficou em agitagdo a 100 °C e seguiu o procedimento
geral B, levando a obten¢do do produto 10¢ com 76% de rendimento ap6s 79 horas de reacao.
10c: solido branco, 215,5 mg, 76%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8,26 (d, J = 4,3 Hz,
1H), 7,66 (dd, J="7,7, 1,6 Hz, 1H), 6,63 (dd, J= 7,6, 5,0 Hz, 1H), 4,72 (d, /= 7,2 Hz, 1H),
4,23 (ddt, J = 14,8, 10,9, 5,4 Hz, 1H), 4,06 (d, J = 9,6 Hz, 2H), 3,00 (t, J = 11,6 Hz, 2H),
2,07 (dd, J = 12,7, 3,3 Hz, 2H) 1,82 — 1,62 (m, 2H).

4.4.2.10 Preparaciao do N-[1-(5-nitropiridin-2-il)piperidin-4-il]-3-(trifluorometil)piridin-
2-amina (11d)

O 0
Na,CO; DMF, 100°C, Q
10d 19h NO

11d z

Em uma solugdo do composto 10d (0,49 mmol, 1,2 equiv.), como reagente em
excesso, em DMF (2mL), foram adicionados o Na.COs (1,23 mmol, 3,0 equiv.) e o reagente
1 (0,41 mmol, 1,0 equiv.). A reagdo ficou em agitacdo a 100 °C e seguiu o procedimento
geral B, levando a obtengdo do produto 11d com 78% de rendimento apds 24 horas de
reacao.
11d: sélido amarelo, 217,2 mg, 78%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 9,06 (d, J = 2,6 Hz,
1H), 8,29 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 8,22 (dd, J = 9,7, 2,9 Hz, 1H), 7,68 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 6,69
— 6,65 (m, 1H), 6,63 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 4,75 — 4,71 (m, 1H), 4,53 — 4,45 (m, 4H), 3,37 —
3,22 (m, 2H), 2,29 — 2,22 (m, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCI3) & 160,34, 160,07,
151,10, 147,08, 137,27, 137,21, 137,17, 137,12, 135,91 (q, J = 5,05 Hz), 132,91 (q, /= 33,3
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Hz), 128,00, 125,29, 122,58, 119,86 (q,J (q, /= 272,0 Hz) 272,0 Hz), 117,37, 114,05, 49,75,
48,84, 32,18.

4.4.3 Procedimento Geral C: Reacio de reducio dos grupos nitro (-NO2)

= Z
Ar —No, SnCl,.2H,Q Ar [—NH,
R R X

EtOH, 70°C, 4h

Em uma solugdo do composto nitro em EtOH (0,5M), adiciona-se o SnCl».2H>0O (4-5
equiv), em seguida, a reagdo ¢ aquecida a temperatura de 70°C por durante 4h. Em seguida o
EtOH foi evaporado sob pressao reduzida, e uma solu¢cdo de NaOH a 2M era adicionada até
o pH 8~12. A fase aquosa foi extraida com DCM ou EtOAc (3 x 15 mL), e as fases organicas
foram juntadas, secadas sob Na>SO4 anidro, filtradas, e o solvente foi evaporado sob pressao

reduzida para render o composto almejado.

4.4.3.1 Preparacio do 6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)piridin-3-amina
(6)

o oy
or, (\N 7 Pd/C, H, cF, (\N N7
NS

X MeOH, AcOEt, N
| r.t., 48h |
N N
5

Em uma solu¢do do composto 5 (0,3mmol, 1,0 equiv.) em uma mistura de solventes
MeOH1:1AcOEt (10mL), juntamente com Pd/C (10mol%, 0,1 equiv.), e a adi¢do constante de
hidrogénio com o uso de bexigas. A reacdo ficou em agitagdo a temperatura ambiente e foi
monitorada por TLC com eluente (AcOEt4:6Hex). Apos 48h, prosseguiu-se para retirada do
Pd:C em celite, com adigdo de MeOH. A solucao resultante foi levada ao rotaevaporador e a
bomba de vacuo, resultando na formag¢ao do produto 6, de aspecto rosa, correspondendo a um
rendimento de 76%.

6: solido viscoso rosa, 128,4mg, 76%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8,46 (dd, J = 4,8,
2,6 Hz, 1H), 7,89 (dd, J = 7,8, 1,9 Hz, 1H), 7,83 (dd, J = 3,0, 0,8 Hz, 1H), 7,06 — 6,97 (m,
2H), 6,64 (d, J=9,2 Hz, 1H), 3,56 — 3,49 (m, 4H), 3,45 (dd, J = 6,5, 3,3 Hz, 4H). RMN de
13C (101 MHz, CDCl3) 6 159,74, 154,62, 151,01, 137,32, 137,27, 137,21, 137,16 (q, J = 5,05
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Hz), 135,37, 134,73, 128,56, 125,38, 122,67 (q,/=271,9 Hz), 119,99, 117,06, 116,90, 116,85,
116,74, 116,57 (q, J = 21,2 Hz), 108,56, 50,53, 46,88. HRMS (ESI +): calculado para
CisHi6F3Ns" [M+H]" = 324.1431 m/z, encontrado [M+H]" = 324.1423 m/z, erro = 2.47 ppm.

4.4.3.2 Preparaciao do 3-(trifluorometil)-4-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-

il)anilina (6a)

NO, NH
2

CF, (\N’ ; /Q/
CF N
SN N\) CFs  SnCl,.2H,0 ? N(\\) ¢k,

| N EtOH, 70°C, 4h | \N

~

5a 6a

Em uma solugdo do composto 5a (0,09 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante,
em EtOH (20mL), foi adicionado SnCl,.2H>0 (0,36 mmol, 4,0 equiv.). A reagdo ficou em
agitacdo a 70 °C e seguiu o procedimento geral C, levando a obtencdo do produto 6a com
61% de rendimento apos 4 horas de reacao.

6a: solido amarelo, 20,3mg, 61%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): § 8,46 (dd, J = 4,8, 1,3
Hz, 1H), 7,88 (dd, J = 17,7, 2,0 Hz, 1H), 7,31 — 7,24 (m, 1H), 7,00 (dd, J = 7,7, 4,8 Hz, 1H),
6,94 (d, J=2,7 Hz, 1H), 6,83 (dd, J = 8,6, 2,7 Hz, 1H), 3,48 — 3,39 (m, 4H), 3,02 — 2,95 (m,
4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 159,97, 151,01, 143,70, 137,32, 137,27, 137,21,
137,16 (q, J = 5,39 Hz), 128,21, 127,95, 125,61, 125,35, 125,22, 122,74, 122,51 (q, ] = 274,7
Hz), 119,79, 119,33, 118,56, 116,62 (q, J = 33,3 Hz), 113,12, 113,07, 113,01, 112,96, 53,72,
51,19. HRMS (ESI +): calculado para Ci7H6FeNs" [M+H]" = 391.1352 m/z, encontrado
[M+H]"=391.1337 m/z, erro = 3.83 ppm.

4.4.3.3 Preparacio do 5-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)piridin-2-amina
(6b)

NOZ

Fa O CF, (\N N
L SnCly.2H,Q \ N\)

| N EtOH, 70°C, 4h |

/N

5b 6b

Em uma solugao do composto Sb (0,44 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante,
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em EtOH (20mL), foram adicionados o SnCl>.2H>0 (2,21 mmol, 5,0 equiv.). A reagdo ficou
em agitagdo a 70 °C e seguiu o procedimento geral C, levando a obteng¢do do produto 6b com
82% de rendimento apos 4 horas de reagdo.

6b: solido viscoso marrom, 117,5mg, 82%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 6 8,46 (dd, J
=428, 1,3 Hz, 1H), 7,89 (dd, J = 7,8, 1,9 Hz, 1H), 7,83 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 7,23 (dd, J =
8,8,2,9 Hz, 1H), 6,51 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 3,51 — 3,42 (m, 4H), 3,21 — 3,15 (m, 4H). RMN
de 3C (101 MHz, CDCls) 6 159,60, 151,06, 137,33, 137,28, 137,23, 137,18 (q, J = 5,05
Hz), 135,36, 134,75, 129,07, 128,08, 126,11, 125,35, 122,64, 120,34 (q, J (q, J = 272,0 Hz)
272,0 Hz), 116,89, 109,23, 50,85, 46,88.

4.4.3.4 Preparaciao do 2-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)piridin-3-amina
(6¢)

O:N
=z H,N
W L)
L SnCl,.2H,0 \ N\)
| N EtOH, 70°C, 4h |
/N
5c 6c

Em uma solu¢do do composto 5¢ (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante,
em EtOH (20mL), foi adicionado SnCl,.2H>0 (0,24 mmol, 4,0 equiv.). A reac¢do ficou em
agitacdo a 70 °C e seguiu o procedimento geral C, levando a obten¢do do produto 6¢ com
84% de rendimento ap6s 4 horas de reacao.

6d: solido viscoso roxo, 15,3mg, 84%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 8,46 (dd, J = 4,8,
1,8 Hz, 1H), 7,89 (dd, J = 7,7, 1,9 Hz, 1H), 7,83 (dd, J = 4,8, 1,6 Hz, 1H), 7,02 (dd, J = 7,7,
4,6 Hz, 1H), 6,98 (dd, J = 7,7, 1,7 Hz, 1H), 6,87 (dd, J = 7,7, 4,9 Hz, 1H), 3,84 (s, 1H), 3,50
— 3,43 (m, 4H), 3,32 — 3,25 (m, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) & 159,96, 151,03,
137,72, 137,34, 137,29, 137,24, 137,19 (q, J = 5,05 Hz), 135,53, 128,02, 125,27, 122,59,
119,89 (q, J = 272,0 Hz), 94,31, 69,62, 64,79, 51,15, 48,75. HRMS (ESI +): calculado para
CisHi6F3Ns" [M+H]" = 324.1431 m/z, encontrado [M+H]" = 324.1422 m/z, erro = 2.78 ppm.

4.4.3.5 tert-butil ((6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)piridin-3-
iDmetil)carbamato (18)
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CN
NS
CF N7 N7 1) Boc0 X
2 N(\\) )NiCI2.6H20 CFy (j N
—_— N
fj\( 2)NaBH, | N
N MeOH, 0°C, 2h, S __N

5d 18

Em uma solug@o do composto 5d (0,12 mmol, 1,0 equiv.) em MeOH anidro (15mL),
foram adicionados (Boc)>0 (0,24 mmol, 2,0 equiv.), NiCl>.6H>0 (0,02mmol, 0,2 equiv.). A
reacao ficou em agitagcdo a 0 °C e em seguida foi adicionado o NaBH4 (0,84mmol, 7,0 equiv.)
em pequenas por¢des em torno de 30 minutos. Apos lh de reacdo, adicionou-se a
etilenodiamina (0,24mmol, 2,0 equiv.) por 30 minutos. Com a solug¢do em coloragado rosa, o
solvente da reacdo foi evaporado sob pressao reduzida. Foram adicionados 15mL de
NaHCO:s e a fase aquosa foi extraida com EtOAc (2 x 15 mL), e as fases organicas foram
juntadas, secadas sob Na>SOs anidro, filtradas, e o solvente foi evaporado sob pressdo
reduzida para render o composto almejado 18, com rendimento de 79%.
18: solido branco, 41,3mg, 79%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 8,46 (dd, J = 4,8, 1,3
Hz, 1H), 8,15 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,90 (dd, J = 7,7, 1,6 Hz, 1H), 7,52 (dd, J = 8,7, 2,5 Hz,
1H), 7,02 (ddd, J = 7,7, 4,8, 0,8 Hz, 1H), 6,71 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 3,79 (s, 2H), 3,71 — 3,65
(m, 4H), 3,48 — 3,39 (m, 4H), 1,84 (s, 9H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) § 159,27,
158,98, 148,03, 147,71, 147,20, 146,87 (q, J = 39,1 Hz), 139,78, 137,96, 137,43, 137,18,
137,12 (q, J = 5,1 Hz), 127,37, 126,47, 125,62, 124,43, 107,13, 107,02, 106,98, 105,71,
105,61, 62,64, 54,79, 49,63, 46,07, 45,28.

4.43.6 Preparacio do N>-(2-((2-(trifluorometil)fenil)amino)etil)piridina-2,5-diamina
(12a)

NO;, CFs Z |

H | N S

N~y Sncla2hg Sy
H EtOH, 70°C, 4h H

11a 12a

Em uma soluc¢do do composto 11a (0,09 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante,
em EtOH (20mL), foi adicionado SnCl2.2H>0 (0,37 mmol, 4,0 equiv.). A reac¢do ficou em
agitacao a 70 °C e seguiu o procedimento geral C, levando a obtencao do produto 12a com
82% de rendimento apos 4 horas de reagao.

12a: sélido marrom, 22,3 mg, 82%. RMN de 'H (400 MHz, CDC3): 6 8,27 (d, J = 4,5 Hz,

2H), 7,73 - 7,61 (m, 1H), 6,96 (dd, J = 8,7, 2,9 Hz, 1H), 6,73 — 6,65 (m, 1H), 6,61 (ddd, J =
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7,5,4.,9, 0,8 Hz, 1H), 6,37 (dd, J = 8,7, 0,8 Hz, 1H), 3,81 — 3,64 (m, 2H), 3,62 — 3,56 (m, 2H).
RMN de 3C (101 MHz, CDCL) § 161,89, 151,04, 137,77, 137,35, 137,29, 137,22 (q, J =
6,06 Hz), 137,17, 129,46, 126,96, 124,1, 121,64 (q, J = 272,0 Hz), 121,38, 119,67, 117,02,
116,16, 51,16, 48,76.

4.4.3.7 Preparacio do 6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)-1,4-diazepan-1-il)piridin-3-
amina (12b)

CF,4 FNO—NOZ CF,4 FN__Q——NHZ
N/ N SnCly.2H,0 N/ N
| N

EtOH,70°C, 4h ||\
o7

11b 12b

Em uma solug@o do composto 11b (0,18 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante,
em EtOH (20mL), foi adicionado SnCl,.2H>0 (0,37 mmol, 5,0 equiv.). A reacdo ficou em
agitacdo a 70 °C e seguiu o procedimento geral C, levando a obtengdo do produto 12b com
76% de rendimento apos 4 horas de reacao.
12b: solido roxo, 48,2mg, 76%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 6 8,33 (dd, J = 4,7, 1,3
Hz, 1H), 7,81 (dd, J = 7.8, 1,8 Hz, 1H), 7,76 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 6,98 (dd, J = 8.8, 3,0 Hz,
1H), 6,83 (dd, J = 7,6, 4,8 Hz, 1H), 6,45 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 3,92 — 3,85 (m, 2H), 3,70 —
3,58 (m, 4H), 3,55 — 3,43 (m, 2H), 2,13 — 2,02 (m, 2H). RMN de *C (101 MHz, CDCls) 5
160,02, 159,15, 150,83, 146,81, 137,40, 137,35, 137,29, 137,24 (q, J = 5,39 Hz), 134,78,
133,42, 132,90, 132,64, 128,06, 125,35, 122,65, 119,95 (q, J (q, J = 272,0 Hz) 272,0 Hz),
116,02, 115,26, 114,95, 114,64, 114,33 (q,J=31,3 Hz), 104,13, 77,35, 77,03, 76,72, 69,56,
64,89, 52,89, 51,98, 49,22, 47,35.

4.4.4 Procedimento Geral D: Reacio de desprotecio do grupo Boc

A amina protegida com o grupo Boc apropriado (1 equiv.) foi solubilizado em
DCM/AcOEt (10 mL), uma solugao de AcOEt/HCI a 2M (10equiv.) foi adicionada a 0 °C, e
a reagdo foi agitada e posteriormente mantida a temperatura ambiente até a formacao do sal
de cloridrato correspondente. O solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e depois se
acrescenta uma solugdo saturada da NaHCO; (20mL) até o pH 7~8. A fase aquosa foi extraida

com AcOEt (3 x 10 mL). As fases organicas foram juntadas, secadas com Na,;SO4 anidro,
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filtradas, e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida.

4.4.4.1 Preparaciao do N-(piperidin-4-il)-3-(trifluorometil)piridin-2-amina (10d)

CF,
H CF,
5 !
| X
_N N |
Boc AcOEt/HCI 2M N NH
—_—
10c
DCM, 0°C, 24h 10d

Em uma solug¢ao do composto 10¢ (0,48 mmol, 1,0 equiv.), em DCM (10mL), foram
adicionados AcOEt/HCl a 2M (4,87 mmol, 10,0 equiv.). A reagdo ficou em agitacdo a 0 °C
e seguiu o procedimento geral D, levando a obteng¢ao do produto 1d com 93% de rendimento
apos 24 horas de reagao.
10d: solido branco, 98,2mg, 93%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): § 8,25 (d, J = 4,2 Hz,
1H), 7,66 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 6,64 (dd, J = 7,3, 5,3 Hz, 1H), 4,83 (s, 1H), 3,80 — 3,69 (m,
4H), 3,13 (q,J = 7,3 Hz, 4H),

4.4.4.2 Preparacio do (6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)piridin-3-

i)metanamina (6d)

_Boc
NS
N SN

CF N
s N(\ ACOEYHCI 2M GFs (N
N

T T
| o \) DCM, 0°C, 2h, X \)
N | _N

18 6d

Em uma solu¢do do composto 18 (0,09 mmol, 1,0 equiv.), em DCM (10mL), foram
adicionados AcOEt/HCl a 2M (0,94 mmol, 10,0 equiv.). A reagao ficou em agitacao a 0 °C
e seguiu o procedimento geral D, levando a obtengao do produto 6d com 96% de rendimento
apos 2h horas de reacdo.
6d: solido amarelo, 29,3mg, 93%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 68,44 (dd,J =49, 1,9
Hz, 1H), 8,13 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,88 (dd, J = 7,8, 1,9 Hz, 1H), 7,51 (dd, J = 8,6, 2,5 Hz,
1H), 6,69 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 3,82 — 3,72 (m, 1H), 3,69 — 3,63 (m, 4H), 3,48 — 3,35 (m, 4H),
2,07 (s, 3H). RMN de *C (101 MHz, CDCls) § 160,27, 159,72, 159,09, 151,05, 146,87,
137,31, 137,25, 137,21, 137,16, 137,12 (q, J = 5,05 Hz), 127,63, 125,34, 124,37, 123,75,
122,63,121,91 (q,J (q,J=272,0 Hz) 272,0 Hz), 117,06, 107,21, 50,44, 45,61, 45,48, 44,98,
43,35.
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4.4.6 Procedimento geral E: reacoes de amidacio via EDC e HOBt

(o]
HOJI\R o
1
NH R
R/ 2 3 \NJLR1
DCM/DMF, t.a, H
EDC, HOBt

Em uma solu¢do contendo a arilamina em DCM/DMF (2 mL), adiciona-se o acido
carboxilico (1,2 — 2,5 equiv), o HOBt (0,1 — 0,2 equiv) e o EDC (1,2 — 2,5 equiv.) em
temperatura ambiente. Ao término da reacdo, adicionou-se NaOH a 2M (10mL) e a fase
aquosa foi extraida com EtOAc/DCM (3 x 15 mL), e as fases organicas foram juntadas,
secadas sob Na>SO4 anidro, filtradas, e o solvente foi evaporado sob pressdao reduzida. O
residuo foi purificado por coluna cromatografica, usando eluente

(AcOEt:Hex)/(DCM:MeOH) para render o composto almejado.

4.4.6.1 Preparacio do N-(6-(4-(3-(trifluoromethyl)pyridin-2-yl)piperazin-1-yl)pyridin-3-
yDthiazole-2-carboxamide (7a)

0o

N
NH, s N
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\N N | 4

CF3 ‘/\j CF N \N
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Em uma solu¢do do composto 6 (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante,
em DCM (2mL), foram adicionados o 4cido carboxilico correspondente (0,09 mmol, 1,5
equiv.), EDC (0,09 mmol, 1,5 equiv.) e o HOBt (0,006 mmol, 0,1 equiv.). A mistura
reacional era mantida sob agitagdo em temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral
E, levando a obtengao do produto 7a com 84% de rendimento ap6s 4 horas de reacao.
7a: solido branco, 19,3 mg, 84%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8,96 (s, 1H), 8,47 (dd,
1H), 8,40 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 8,10 (dd, J = 9,1, 2,8 Hz, 1H), 7,97 — 7,87 (m, 2H), 7,65 (d, J
= 3,1 Hz, 1H), 7,04 (dd, 1H), 6,76 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 3,74 — 3,66 (m, 4H), 3,54 — 3,41 (m,
4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 6 163,85, 159,73, 157,23, 157,15, 151,07, 143,51,
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139,98, 137,32, 137,27, 137,22, 137,17 (q, J = 5,05 Hz), 130,45, 127,27, 125,34, 125,12,
125,03, 122,63, 120,18 (q, J (q, J = 272,0 Hz) 272,0 Hz), 117,58, 117,27, 117,12, 116,96,
116,64 (q,/=31,3 Hz), 107,07, 50,43, 45,69. HRMS (ESI +): calculado para C19H;7F3NcOS"
[M+H]" = 435.1209 m/z, encontrado [M+H]" = 435.1198 m/z, erro = 2.53 ppm.

4.4.6.2 Preparacio do N-(6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)piridin-3-

il)furan-2-carboxamida (7b)
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Em uma solu¢do do composto 6 (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em
DCM (2mL), foram adicionados o 4cido carboxilico correspondente (0,09 mmol, 1,5 equiv.),
EDC (0,09 mmol, 1,5 equiv.) e o HOBt (0,006 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo em temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a
obtenc¢ao do produto 7b com 42% de rendimento apds 24 horas de reagao.
7b: solido branco, 10,8 mg, 42%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) 5 8,47 (dd, J = 5,1, 1,7 Hz,
1H), 8,31 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 8,04 (dd, J = 9,1, 2,8 Hz, 1H), 7,97 — 7,88 (m, 2H), 7,55 - 7,51
(m, 1H), 7,24 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 7,03 (dd, J = 7,7, 5,0 Hz, 1H), 6,75 (d, J = 9,1 Hz, 1H),
6,61 — 6,54 (m, 1H), 3,70 — 3,66 (m, 4H), 3,47 — 3,42 (m, 4H). RMN de *C (101 MHz,
CDCl) 6 159,73, 157,14, 156,25, 151,07, 147,77, 144,15, 140,17, 137,32, 137,27, 137,22,
137,16 (q, J = 5,05 Hz), 131,05, 125,34, 125,15, 122,64, 117,25, 117,09, 116,93 (t, J = 32,3
Hz), 115,13, 112,58, 107,10, 50,43, 45,74. HRMS (ESI +): calculado para C2oH3F3Ns0>"
[M+H]" = 418.1485 m/z, encontrado [M+H]" = 418.1483 m/z, erro = 0.48 ppm.

4.4.6.3 Preparacio do N-(6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)piridin-3-il)-
1H-pirrol-2-carboxamida (7¢)
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Em uma solug¢ao do composto 6 (0,05 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em
DCM (2mL), foram adicionados o acido carboxilico correspondente (0,08 mmol, 1,5 equiv.),
EDC (0,05 mmol, 1,5 equiv.) e o HOBt (0,008 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi
mantida sob agitagdo em temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a
obtencdo do produto 7¢ com 46% de rendimento apds 24 horas de reacao.
7¢: sélido vermelho, 10,8 mg, 46%. RMN de 'H (400 MHz, MeOD) § 8,43 (d, J = 4,7 Hz,
1H), 8,30 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 7,94 (dt, J = 9,1, 2,4 Hz, 2H), 7,09 (dd, J = 7,9, 4,8 Hz, 1H),
6,99 — 6,94 (m, 2H), 6,79 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 6,26 — 6,20 (m, 1H), 4,07 (s, 2H), 3,64 — 3,58
(m, 4H), 3,41 — 3,37 (m, 4H). RMN de 3C (101 MHz, MeOD) 5 160,59, 159,85, 156,78,
150,99, 140,46, 137,50, 137,45, 137,40, 137,35 (q, J = 5,05 Hz), 132,13, 127,89, 126,53,
125,52, 123,55, 122,35, 121,41 (q,J = 272,0 Hz), 117,67, 111,52, 109,59, 107,70, 50,47, 45,98.
HRMS (ESI +): calculado para C20H19F3NO' [M+H]" = 417.1645 m/z, encontrado [M+H]" =
417.1626 m/z, erro = 4.55 ppm.

4.4.6.4 Preparacio do N-(6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)piridin-3-

il)isoxazol-5-carboxamida (7d)
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Em uma soluc¢ao do composto 6 (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em
DCM (2mL), foram adicionados o 4cido carboxilico correspondente (0,09 mmol, 1,5 equiv.),
EDC (0,09 mmol, 1,5 equiv.) e o HOBt (0,006 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo em temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a

obteng¢do do produto 7d com 65% de rendimento apos 24 horas de reacao.
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7d: sélido rox0,16,2 mg, 65%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 6 8,47 (dd, J = 4,9, 1,8 Hz,
1H), 8,39 (dd, J = 9,8, 2,3 Hz, 2H), 8,18 (s, 1H), 7,98 (dd, J = 9,1, 2,8 Hz, 1H), 7,91 (dd, J =
7,7, 1,9 Hz, 1H), 7,03 (dd, 2H), 6,75 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 3,74 — 3,67 (m, 4H), 3,48 — 3,41 (m,
4H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) & 157,48, 151,29, 151,09, 140,58, 137,31, 137,26,
137,21, 137,15 (q, J = 5,39 Hz), 131,06, 127,43, 125,33, 124,07, 123,16, 121,17 (q, J = 210,0
Hz), 117,18, 107,00, 106,93, 50,42, 45,56. HRMS (ESI +): calculado para CioH;7F3NeO,"
[M+H]" = 419.1439 m/z, encontrado [M+H]" = 419.1422 m/z, erro = 3.82 ppm.

4.4.6.5 Preparacio do N-(6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)piridin-3-

il)oxazol-5-carboxamida (7e)
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Em uma soluc¢ao do composto 6 (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em
DCM (2mL), foram adicionados o acido carboxilico correspondente (0,09 mmol, 1,5 equiv.),
EDC (0,09 mmol, 1,5 equiv.) e o HOBt (0,006 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo em temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a
obteng¢do do produto 7e com 44% de rendimento apos 24 horas de reacao.
7e: solido branco, 11,3 mg, 44%. RMN de 'H (400 MHz,CDCl3) 6 8,56 (s, 1H), 8,46 (d, J =
1,8 Hz, 1H), 8,35 (dd, J = 13,4, 1,9 Hz, 2H), 8,05 (dd, J = 9,1, 2,8 Hz, 1H), 7,96 — 7,87 (m,
2H), 7,07 — 6,99 (m, 1H), 6,75 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 3,72 — 3,65 (m, 4H), 3,48 — 3,41 (m, 4H).
RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 8 & 159,74, 158,13, 157,13, 151,07, 150,51, 141,81, 140,10,
137,31, 137,26, 137,21 (q, J = 5,05 Hz), 137,16, 136,06, 130,70, 128,05, 125,34 (q, J = 272,0
Hz), 125,16, 122,64, 119,94, 117,56, 117,25, 117,09, 116,93 (q, J = 31,3 Hz), 116,62, 107,03,
50,43, 45,73. HRMS (ESI +): calculado para CioHi7F3NsO2" [M+H]" = 419.1438 m/z,
encontrado [M+H]" = 419.1423 m/z, erro = 3.58 ppm.
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4.4.6.7 Preparacio do 1-metil-N-(6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-
il)piridin-3-il)-1H-pirazol-5-carboxamida (7f)
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Em uma solug¢ao do composto 6 (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em
DCM (ImL), foram adicionados o acido carboxilico correspondente (0,09 mmol, 1,5 equiv.),
EDC (0,09 mmol, 1,5 equiv.) e o HOBt (0,006 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo em temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a
obtencdo do produto 7f com 37% de rendimento apds 24 horas de reagdo.
7f: solido branco, 9,5 mg, 37%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): § 8,47 (d, J = 4,7 Hz, 1H),
8,24 (s, 1H), 7,93 (t, 2H), 7,52 (d, J = 6,5 Hz, 2H), 7,08 — 7,00 (m, 1H), 6,75 (d, J = 9,2 Hz,
1H), 6,67 (s, 1H), 4,23 (s, 3H), 3,73 — 3,62 (m, 4H), 3,48 — 3,41 (m, 4H). RMN de *C (101
MHz, CDCl3) 6 160,31, 151,09, 137,73 (q, J = 5,05 Hz), 129,19, 127,15, 125,01 (q, /= 272,0
Hz), 122,84, 117,16 (d, J = 32,3 Hz), 106,99, 60,36, 50,41, 45,67, 14,18. HRMS (ESI +):
calculado para C20H20F3N;O" [M+H]" = 432.1754 m/z, encontrado [M+H]" = 432.1740 m/z,
erro = 3.24 ppm.

4.4.6.8 Preparacao do 3-(trifluorometil)-N-(6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-
1-il)piridin-3-il)-1H-pirazol-5-carboxamida (7g)
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Em uma solu¢do do composto 6 (0,04 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em DCM
(2mL), foram adicionados o acido carboxilico correspondente (0,06 mmol, 1,5 equiv.), EDC
(0,06 mmol, 1,5 equiv.) e o HOBt (0,004 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo em temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a obtencdo do
produto 7g com 22% de rendimento apds 24 horas de reacao.

7g: solido branco, 4,0 mg, 22%. RMN de 'H (400 MHz, MeOD): § 8,51 (dd, J = 5,1, 1,7 Hz,
1H), 8,46 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 8,05 (dd, J = 7,9, 1,9 Hz, 1H), 7,96 (dd, J = 9,2, 2,7 Hz, 1H),
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7,30 (s, 1H), 7,20 (dd, J = 7,9, 4,9 Hz, 1H), 6,95 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 3,70 — 3,64 (m, 4H), 3,40
—3,36 (m, 4H), 3,34 3,30 (m, 3H). RMN de 3C (101 MHz, MeOD) § 160,07, 156,98, 151,19,
140,13, 137,32, 137,27, 137,22 (q, J = 5,05 Hz), 137,17, 131,84, 128,07, 125,67, 125,36 (q, J
~ 272,0 Hz), 122,66, 119,94, 117,97 (d, J = 32,3 Hz), 107,52, 103,07, 50,50, 46,96, 45,62.
HRMS (ESI +): calculado para C20H17FsN7O* [M+H]" = 486.1472 m/z, encontrado [M+H]" =
486.1455 m/z, erro = 3.50 ppm.

4.4.6.9 Preparacio do 1-metil-N-(6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-
il)piridin-3-il)-1H-1,2,3-triazol-5-carboxamida (7h)
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Em uma solu¢do do composto 6 (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em DCM
(1mL), foram adicionados o acido carboxilico correspondente (0,09 mmol, 1,5 equiv.), EDC
(0,09 mmol, 1,5 equiv.) e o HOBt (0,006 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo em temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a obtengao
do produto 7h com 17% de rendimento apds 24 horas de reagao.

7h: solido rosa, 4,0 mg, 17%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8,47 (s, 1H), 8,28 (s, 1H), 8,10
(s, 1H), 7,91 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,71 (s, 1H), 7,08 — 7,01 (m, 1H), 6,75 (d, J = 9,0 Hz, 1H),
4,39 (s, 3H), 3,75 — 3,67 (m, 4H), 3,47 — 3,41 (m, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) §
151,10, 141,09, 137,32, 137,27, 137,22 (q, J = 5,39 Hz), 137,16, 133,20, 131,75, 127,21,
125,33 (q, J = 272,0 Hz), 123,85, 121,73, 117,24 (q, J = 32,0 Hz), 106,91, 50,40, 45,55, 37,44.
HRMS (ESI +): calculado para C19Hi9F3sNsO™ [M+H]" = 433.1707 m/z, encontrado [M+H]" =
433.1696 m/z, erro = 2.54 ppm.

4.4.6.10 Preparacio do 4-metil-N-(6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-
i)piridin-3-il)-1H-1,2,3-triazol-5-carboxamida (7i)
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Em uma solu¢do do composto 6 (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em DCM
(1mL), foram adicionados o acido carboxilico correspondente (0,09 mmol, 1,5 equiv.), EDC
(0,09 mmol, 1,5 equiv.) e o HOBt (0,006 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo em temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a obtengao do
produto 7i com 24% de rendimento ap6s 24 horas de reacao.

7i: solido rosa, 6,3 mg, 24%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): § 8,74 (s, 1H), 8,47 (d, 1H),
8,36 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 8,06 (dd, J =9,7 Hz, 1H), 7,91 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,03 (t, 1H), 6,75
(d,J =9,1 Hz, 1H), 3,72 — 3,65 (m, 4H), 3,48 — 3,41 (m, 4H), 2,69 (s, 3H). RMN de 13C (101
MHz, CDCl) 6 159,26, 157,08, 151,19, 151,06, 140,14, 137,33 (q, J = 4,71 Hz), 137,29,
137,24, 137,19, 130,90, 130,82, 125,40 (q, J = 272,0 Hz), 117,74 (d, J = 33,0 Hz), 117,09,
107,12, 50,43, 45,81. HRMS (ESI +): calculado para C19H9F3NsO" [M+H]" = 433.1707 m/z,
encontrado [M+H]" = 433.1699 m/z, erro = 1.85 ppm.

4.4.6.11 Preparacio do N-(6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)piridin-3-
i)benzamida (7))
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Em uma solu¢do do composto 6 (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em DMF
(2mL), foram adicionados o acido carboxilico correspondente (0,09 mmol, 1,5 equiv.), EDC
(0,09 mmol, 1,5 equiv.) e o HOBt (0,006 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo em temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a obtencdo do
produto 7Jcom 81% de rendimento apds 24 horas de reagao.

7j: solido rosa,14 mg, 81%. RMN de "H (400 MHz, CDCl3): 8,47 (dd, J = 4,9, 1,9 Hz, 1H),
8,28 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 8,05 (dd, J = 9,3, 2,8 Hz, 1H), 7,93 — 7,85 (m, 3H), 7,60 — 7,47 (m,
3H), 7,03 (dd, 1H), 6,75 (s, 1H), 3,73 — 3,63 (m, 4H), 3,49 — 3,41 (m, 4H). RMN de *C (101
MHz, CDCL) 6 165,85, 159,74, 157,22, 151,07, 140,51, 137,31, 137,27, 137,22 (q, J = 4,71
Hz), 137,17, 134,63, 131,86, 131,55, 128,79, 128,05, 127,03, 125,71, 125,35 (q, J = 272,0 Hz),
122,64, 119,94, 117,09, 107,11, 50,44, 45,77. HRMS (ESI +): calculado para C22H20F3NsO*
[M+H]" = 428.1693 m/z, encontrado [M+H]" = 428.1686 m/z, erro = 1.63 ppm.
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4.4.6.12 Preparacido do N-(6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)piridin-3-
il)nicotinamida (7k)

U J\O UH g

CF, (\N o
CF, (\N N
X DCM/DMF ta
| AN N\)
N |
6 2N 7k

Em uma solugdo do composto 6 (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em DCM
(2mL), foram adicionados o acido carboxilico correspondente (0,09 mmol, 1,5 equiv.), EDC
(0,09 mmol, 1,5 equiv.) e o HOBt (0,006 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi mantida
sob agitagdo em temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a obtencdo do
produto 7k com 90% de rendimento apos 22 horas de reagao.

7Kk: so6lido roxo0,19,4 mg, 90%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 5 9,12 (s, 1H), 8,75 (d,J = 1,6
Hz, 1H), 8,46 (dd, J = 4,9, 1,9 Hz, 1H), 8,32 (s, 1H), 8,24 (s, 2H), 8,00 (d, 1H), 7,90 (dd, J =
7,8, 1,9 Hz, 1H), 7,43 (dd, J = 7,9, 4,8 Hz, 1H), 7,03 (dd, J = 7,8, 4,8 Hz, 1H), 6,74 (d, J = 9,1
Hz, 1H), 3,90 — 3,54 (m, 4H), 3,52 — 3,28 (m, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCls) § 164,05,
159,72, 157,31, 152,36, 151,30, 151,08, 150,82, 147,93, 140,85, 137,33 (q, J = 5,05 Hz),
137,28, 137,23, 137,18, 135,50, 135,47, 135,09, 131,75, 130,49, 128,04, 125,33 (q, J = 274,7
Hz), 122,62, 119,91, 117,17, 125,27, 123,67, 123,59, 123,54, 118,28, 117,62 (d, J = 31,3 Hz),
117,31, 116,99, 107,38, 107,04, 50,42, 45,68. HRMS (ESI +): calculado para C21H19F3sNsO"
[M+H]" = 429.1645 m/z, encontrado [M+H]" = 429.1636 m/z, erro = 2.10 ppm.

4.4.6.13 Preparacio do N-(6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)piridin-3-
il)picolinamida (71)

NH, X H |
f)/ " | z N X
X N~ |
N /Ej/ o

CF, (\N
_— CF3 (\N

N
N
RS DCM/DMF, t.a N
Cr ™
6 N 71

Em uma solu¢do do composto 6 (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em DCM
(ImL), foram adicionados o acido carboxilico correspondente (0,09 mmol, 1,5 equiv.), EDC

(0,09 mmol, 1,5 equiv.) e o HOBt (0,006 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi mantida
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sob agitagdo em temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a obtencao do
produto 71 com 81% de rendimento ap6s 24 horas de reacao.

71: solido roxo, 22,5 mg, 81%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 5 9,87 (s, 1H), 8,64 (d,J = 4,8
Hz, 1H), 8,46 (dd, J = 17,7, 3,8 Hz, 2H), 8,30 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 8,20 (dd, J = 9,0, 2,8 Hz, 1H),
7,97 — 7,88 (m, 2H), 7,54 — 7,46 (m, 1H), 7,07 — 6,99 (m, 1H), 6,78 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 3,69
(t,J = 5,2 Hz, 4H), 3,46 (t,J = 5,2 Hz, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) & 162,07, 156,97,
151,06, 148,00, 139,83, 137,66, 137,32, 137,27, 137,22 (q, J = 5,05 Hz), 137,17, 130,26,
128,56, 126,39, 125,89 (q, J = 272,0 Hz), 123,94, 122,34, 120,64, 117,04 (d, J = 31,3 Hz),
107,13, 50,46, 45,83. HRMS (ESI +): calculado para C21H19F3NO" [M+H]" = 429.1645 m/z,
encontrado [M+H]" = 429.1633 m/z, erro = 2.80 ppm.

4.4.6.14 Preparacao do 6-(trifluorometil)-N-(6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-

il)piperazin-1-il)piridin-3-il)nicotinamida (7m)

N_ _CF,
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Em uma solug¢do do composto 6 (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em DMF
(ImL), foram adicionados o acido carboxilico correspondente (0,09 mmol, 1,5 equiv.), EDC
(0,09 mmol, 1,5 equiv.) e o HOBt (0,006 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo em temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a obtencdo do
produto 7m com 92% de rendimento apods 24 horas de reacao.

7m: solido roxo, 29,5 mg, 92%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): § 8,47 (d, J = 1,9 Hz, 1H),
8,26 (d,J =2,8 Hz, 1H), 7,98 (dd, J = 9,1, 2,8 Hz, 1H), 7,90 (dd, J = 7.8, 1,9 Hz, 1H), 7,64 (t,
2H), 7,56 (d, J = 1,1 Hz, 1H), 7,14 (t, J = 3,7 Hz, 1H), 7,03 (dd, J = 7,8, 4,8 Hz, 1H), 6,74 (d,
J =9,1 Hz, 1H), 3,72 - 3,65 (m, 4H), 3,48 — 3,41 (m, 4H). RMN de '3C (101 MHz, CDCl3) §
160,18, 159,73, 157,23, 151,07, 140,64, 137,32, 137,27, 137,22 (q, J = 5,05 Hz), 137,17,
131,70, 130,63, 128,57, 128,05, 127,81, 125,34 (q, J = 272,0 Hz), 125,29, 122,63, 120,51,
117,57 (d,J=31,3 Hz), 117,26, 117,11, 116,94 (d, /= 31,3 Hz), 116,63, 107,09, 50,43, 45,73.
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HRMS (ESI +): calculado para C22HisFsNeO" [M+H]" =497.1519 m/z, encontrado [M+H]" =
497.1519 m/z, erro = 0.00 ppm.

4.4.6.15 Preparacio do N-(6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)piridin-3-

il)pirazina-2-carboxamida (7n)

o
NH, N H
=z HO N
/@/ )k[ /j fj/N\rH\/N
N N |
N
—_—

CF, (\N S 0
\ CF; (\N N
\ N
A

\) DCM/DMF, t.
| ° ~
N |
6 2N 7n

Em uma solu¢do do composto 6 (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em DCM
(2mL), foram adicionados o acido carboxilico correspondente (0,09 mmol, 1,5 equiv.), EDC
(0,09 mmol, 1,5 equiv.) e o HOBt (0,006 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi mantida
sob agitagdo em temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a obtencao do
produto 7n com 47% de rendimento apos 24 horas de reagao.

7n: s6lido marrom, 12,5 mg, 47%. RMN de 'H (400 MHz,CDCl3) 5 9,52 (s, 2H), 8,83 (s, 1H),
8,01 (s, 1H), 8,45 (d,J = 17,4 Hz, 2H), 8,17 (d, 1H), 7,91 (d, 1H), 7,06 — 7,02 (m, 1H), 6,78 (d,
J = 8,8 Hz, 1H), 3,72 — 3,68 (m, 4H), 3,47 — 3,43 (m, 4H). RMN de '3C (101 MHz, CDCl3) §
160,70, 157,17, 151,08, 147,49, 144,61, 144,36, 142,37, 139,98, 137,27 (q, J = 5,05 Hz),
137,22, 130,43, 125,21 (q,J=272,0 Hz), 117,13 (d, /= 31,3 Hz), 107,07, 50,44, 45,71. HRMS
(ESI +4): calculado para CyoHisF3N;0" [M+H]" = 430.1598 m/z, encontrado [M+H]" =
430.1591 m/z, erro = 1.63 ppm.

4.4.6.16 Preparacao do N-[3-(trifluorometil)-4-(4-[3-(trifluorometil)piridin-2-

il]piperazin-1-il)fenil]tiofeno-2-carboxamida (9a)

CF, (\N /Q/ 0o
N N\) CF, I

CF, (\N
DCM/DMF, t.a
< Je
N |

Em uma solugdo do composto 6a (0,08 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em DCM

6a =N 9a

(2mL), foram adicionados o acido 7 (0,12 mmol, 1,5 equiv.), EDC (0,12 mmol, 1,5 equiv.) € o
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HOBt (0,008 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo em temperatura
ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a obtencdo do produto 9a com 21% de
rendimento apos 24 horas de reagao.

9a: solido branco, 8,0 mg, 21%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): § 8,47 (dd, J = 4,7, 1,6 Hz,
1H), 7,96 — 7,85 (m, 2H), 7,81 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 7,74 (s, 1H), 7,66 (dd, J = 3,8, 1,2 Hz, 1H),
7,59 (dd, J = 5,0, 1,2 Hz, 1H), 7,46 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,17 (dd, J = 5,0, 3,7 Hz, 1H), 7,02
(dd, J = 7,7, 4,6 Hz, 1H), 3,53 — 3,42 (m, 4H), 3,10 — 3,03 (m, 4H). RMN de *C (101 MHz,
CDCl) 6 159,91, 151,05, 148,82, 138,64, 137,32 (q, J = 5,05 Hz), 137,27, 137,22, 137,17,
134,46, 131,13, 128,75, 127,94, 125,41, 125,14, 124,95, 124,47, 122,70, 122,23, 119,18 (q, /=
272,0 Hz), 119,13, 119,07, 119,02, 116,89, 53,59, 51,09. HRMS (ESI +): calculado para
C2oHi3FsN4sO" [M+H]" = 501.1178 m/z, encontrado [M+H]" = 501.1160 m/z, erro = 3.59 ppm.

4.4.6.17 Preparacio do N-(5-(4-(3-(trifluoromethyl)pyridin-2-yl)piperazin-1-yl)pyridin-2-
yDthiophene-2-carboxamide (9b)
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Em uma solugdao do composto 6b (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em DCM
(2mL), foram adicionados o &cido carboxilico 7 (0,09 mmol, 1,5 equiv.), EDC (0,09 mmol, 1,5
equiv.) e o HOBt (0,006 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo em
temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a obtencdo do produto 9b com
37% de rendimento apo6s 24 horas de reacao.

9b: solido branco, 10,2 mg, 37%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): § 8,48 (dd,J = 11,7, 1,3
Hz, 1H), 8,41 (s, 1H), 8,25 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 7,91 (ddd, J = 7,8,
3,7, 1,9 Hz, 1H), 7,70 — 7,63 (m, 2H), 7,58 (dd, J = 5,0, 1,1 Hz, 1H), 7,39 (dd, J = 9,1, 3,0 Hz,
1H), 7,18 = 7,11 (m, 1H), 7,10 — 7,00 (m, 1H), 6,75 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 3,72 — 3,65 (m, 2H),
3,55-3,46 (m, 2H), 3,46 — 3,41 (m, 2H), 3,38 — 3,30 (m, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCls)
o 159,51, 157,24, 151,13, 144,56, 144,18, 139,20, 137,32 (q, J = 4,38 Hz), 137,28, 137,23,
137,19, 135,95, 131,66, 131,10, 130,61, 128,54, 127,90, 126,06, 125,30 (q, J = 272,0 Hz),
117,35 (d, J= 31,3 Hz), 114,44, 107,08, 50,51, 50,43, 49,30, 45,73.
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4.4.6.18 Preparacio do N-[(6-(4-[3-(trifluorometil)piridin-2-il]piperazin-1-il)piridin-3-

il)metil]tiofeno-2-carboxamida (9d)
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Em uma solugdo do composto 6d (0,06 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em DCM
(2mL), foram adicionados o acido carboxilico 7 (0,13 mmol, 2,0 equiv.), EDC (0,13 mmol, 2,0
equiv.) e o HOBt (0,006 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo em
temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a obten¢ao do produto 9d com
46% de rendimento apds 24 horas de reacio.

9d: solido branco, 13,7 mg, 46%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 5 8,46 (dd,J = 4,6, 1,4 Hz,
1H), 8,19 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,90 (dd, J = 7,7, 1,8 Hz, 1H), 7,56 (dd, J = 8,7, 2,6 Hz, 1H),
7,51 -7,44 (m, 2H), 7,07 (dd, J = 5,0, 3,7 Hz, 1H), 7,03 (dd, J = 7,8, 4,8 Hz, 1H), 6,69 (d, J =
8,7 Hz, 1H), 6,26 (s, 1H), 4,51 (d, J = 5,6 Hz, 2H), 3,75 — 3,65 (m, 4H), 3,45 — 3,38 (m, 4H).
RMN de 13C (101 MHz, CDCl3) 6 161,75, 159,73, 159,26, 151,08, 147,60, 138,01, 137,32 (q,
J=5,39 Hz), 137,27, 137,21, 137,16, 129,98, 128,14, 127,62, 125,33 (q, /= 272,0 Hz), 122,79,
122,62, 117,61, 117,30 (d, J= 32,3 Hz), 117,16, 116,98, 116,67, 107,18, 50,43, 45,40, 41,17.

4.4.6.19 Preparacio do N-[6-({2-[(3-(trifluorometil)piridin-2-il)amino]etil}amino)piridin-

3-il]tiofeno-2-carboxamida (13a)
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Em uma solu¢do do composto 12a (0,07 mmol, 1,0 equiv.), como reagente limitante, em DCM
(2mL), foram adicionados o &cido carboxilico 7 (0,10 mmol, 1,5 equiv.), EDC (0,10 mmol, 1,5
equiv.) e o HOBt (0,007 mmol, 0,1 equiv.). A mistura reacional foi mantida sob agitacao em
temperatura ambiente e seguiu o procedimento geral E, levando a obten¢@o do produto 13a com

45% de rendimento apds 24 horas de reacao.
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13a: solido branco, 12,3 mg, 45%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): § 8,28 (d, J = 4,6 Hz,
1H), 8,12 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 7,86 (dd, J = 8,5, 1,6 Hz, 1H), 7,72 — 7,62 (m, 3H), 7,54 (d, J =
5,0 Hz, 1H), 7,13 (dd, J = 4,7, 3,8 Hz, 1H), 6,63 (dd, J = 7,6, 5,0 Hz, 1H), 6,48 (d, J = 9,0 Hz,
1H), 5,82 (s, 1H), 5,36 (s, 1H), 3,80 — 3,71 (m, 2H), 3,65 — 3,58 (m, 2H). RMN de *C (101
MHz, CDCL) 6 156,28, 154,70, 151,51, 140,25, 138,80, 135,07 (q, /= 5,1 Hz), 132,68, 130,61,
127,81, 127,60, 124,74, 124,31 (q, J = 277,5 Hz), 121,68, 111,39, 108,77 (q, J = 30,6 Hz),
107,52, 42,23. HRMS (ESI +): calculado para CigHisF3NsOS™ [M+H]" = 408.1100 m/z,
encontrado [M+H]" = 408.1088 m/z, erro = 2.94 ppm.

4.4.6.20 Preparacao do cloreto de tiofeno-2-carbonoila (19)
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Em um baldo, o 4cido carboxilico 7 (0,23mmol, 1 equiv.), como reagente limitante, em tolueno
anidro (5mL), adicionou-se o SOCl, (1,15 mmol, Sequiv.) e trés gotas de DMF anidro. A
reacao ficou em agitagao sob refluxo a 70°C com armadilha de umidade (CaCl), por 6 horas,
e foi finalizada evaporando e secando o solvente juntamente com SOCI: residual, partindo

para a proxima etapa da reagao.

4.4.6.21 Preparacao do N-[6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)-1,4-diazepan-1-il)piridin-3-
il]tiofeno-2-carboxamida (13b)

0
cl s
W,
N\ / / o
N N — LNV
| ~/ EtsN, DCM, ta | =
N Ar atm. N S
12b 13b

Em uma solu¢do do cloreto de acila 19 (0,23mmol, 1,0 equiv.) como reagente limitante, em
DCM anidro (5mL), foi adicionado a anilina 12b (0,34 mmol, 2,0 equiv.), EtsN (0,46 mmol,

2,0 equiv.). A reacao ficou em agitacao a temperatura ambiente com atmosfera de argonio e foi
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acompanhada por CCD. A reagao foi finalizada adicionando 25 mL de dgua destilada e adi¢ao
de uma solugdo basica saturada de NaHCOs (25 mL), a mistura foi transferida para um funil de
extracdo, onde foi feita uma extracdo com AcOEt (3x15 mL). A fase organica foi secada com
NaxSOs4 anidro, filtrada, concentrada e seca. O produto foi entdo purificado por coluna
cromatografica utilizando silica flash utilizando como eleuente uma mistura de Hex7:3AcOEt,
levando a obtengao do produto 13b com 31% de rendimento apos 6 horas de reacao.

13b: sélido branco, 8,3 mg, 31%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): § 8,35 (dd, J = 4,6, 2,0 Hz,
1H), 8,16 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 7,90 — 7,79 (m, 2H), 7,64 (d, J = 4,6 Hz, 2H), 7,54 (d, J = 4,9
Hz, 1H), 7,16 — 7,09 (m, 1H), 6,94 — 6,79 (m, 1H), 6,55 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 3,99 — 3,92 (m,
2H), 3,73 — 3,63 (m, 4H), 3,52 — 3,43 (m, 2H), 2,14 — 2,03 (m, 2H). RMN de 3C (101 MHz,
CDCl3) & 160,20, 158,91, 155,56, 150,67, 141,22, 137,28 (q, J = 5,7 Hz), 130,44, 128,23,
127,77, 125,53 (q, J = 272,7 Hz), 123,40, 122,83, 120,12, 115,07, 113,91 (d, J = 31,3 Hz),
105,32, 53,15, 51,63, 48,59, 46,63.

4.4.7 Preparacio do N-[6-(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)-1,4-diazepan-1-il)piridin-3-

il]tiofeno-2-carboxamida (2d)
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Em uma soluc¢do do composto 20 (3,32 mmol, 3,0 equiv.), como reagente em excesso, em DCM
(10mL), adicionou-se lentamente o (Boc)>O (1,10 mmol, 1,0 equiv.). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo em banho de gelo a 0°C durante 7 horas e foi acompanhada por CCD,
usando como agente revelador a niniridina. A reagdo foi finalizada adicionando 25 mL de dgua
destilada e adi¢dao de uma solugao basica saturada de NaHCO3 (25 mL), a mistura foi transferida
para um funil de extragdo, onde foi feita uma extragdo com DCM (3x15 mL). A fase organica
foi secada com Na,SO4 anidro, filtrada, concentrada e seca, levando a obten¢ao do produto 2d
com 97% de rendimento apds 7 horas de reagao.

2d: solido branco, 215,3 mg, 97%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 5 4,04 (s, 2H), 2,86 — 2,72
(m, 3H), 1,83 — 1,73 (m, 2H), 1,46 (s, 10H), 1,30 — 1,16 (m, 2H). RMN de *C (101 MHz,
CDCl) 6 154,84, 76,71, 48,82, 35,61, 29,57.
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4.5 Procedimento Experimental (Biologico)

4.5.1 Preparacao dos Compostos

Os compostos foram inicialmente diluidos a uma concentracdo de 20 mM em
dimetilsulfoxido (DMSO). As solugdes estoque foram entdo armazenadas a -20 °C para garantir
a estabilidade e integridade deles até o momento da utilizacdo nos ensaios. As concentragdes
de DMSO nos ensaios finais foram mantidas abaixo de 0,1%, a fim de evitar qualquer efeito

citotoxico ou interferéncia na atividade biologica devido ao solvente.

4.5.2 Cultivo in vitro do P. falciparum

A cepa3D7 de P. falciparum, foi mantida em cultura continua em condi¢des controladas
de laboratorio. O cultivo foi realizado de acordo com a metodologia estabelecida por Trager e
Jensen (1976). As condic¢des de incubacdo incluiam uma atmosfera controlada composta por
5% de dioxido de carbono (CO2), 5% de oxigénio (O2) e 90% de nitrogénio (N2), mantida a
uma temperatura constante de 37°C. O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640, que foi
suplementado com 25 mM de Hepes (pH 7,4), 24 mM de bicarbonato de sédio (NaHCO3), 11
mM de glicose, 3,67 mM de hipoxantina e 0,05 g/L de gentamicina. Adicionalmente, o meio
foi suplementado com 0,5% de Albumax II. A parasitemia, que representa a porcentagem de
hemacias infectadas, foi acompanhada diariamente por meio da preparagdo de esfregacos
sanguineos, que eram subsequentemente corados pelo método panoptico rapido para

visualiza¢do e contagem sob microscopia.

4.5.3 Ensaio de SYBR Green para Avaliacido da Atividade Inibitoria contra P. falciparum

Para avaliar a atividade inibitoria dos compostos contra P. falciparum, foi empregado o
ensaio de SYBR Green I, uma metodologia amplamente utilizada para quantificar o
crescimento parasitario. Inicialmente, os parasitas foram sincronizados na fase de anel, um
estagio especifico do ciclo de vida do parasita, por meio de tratamento com 5% de sorbitol
(peso/volume), conforme descrito por Lambros e Vanderberg(1979).

Ap0s a sincronizagdo, uma cultura de P. falciparum com 0,5% de parasitemia e 2,5%
de hematocrito (volume de hemadcias no sangue) foi adicionada a placas de 96 pogos. Os
compostos foram entdo incubados com os parasitas em concentragdes seriadas, variando de 50
a 0,48 uM ou de 10 a 0,009 uM, obtidas por meio de 10 dilui¢des seriadas de fator 2. Em cada
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placa, foram incluidos pocgos de controle negativo (hemadcias parasitadas sem adi¢do de
composto) e pocos de controle positivo de inibi¢ao (hemacias ndo parasitadas), para validagao
dos resultados. As placas foram incubadas por 72 horas a 37 °C em estufa umidificada com
atmosfera de 5% CO2, 5% O3, 90% No.

Apo6s o periodo de incubagdo, o meio de cultura foi removido, e as hemacias foram
ressuspendidas em 100 uL de tampao PBS (116 mM NaCl, 10 mM Na;HPOs, 3 mM KH>POy).
Em seguida, foram lisadas com 100 pL de tampao de lise (20 mM Tris-Base, 5 mM EDTA,
0,0008% Triton X-100 (v/v), 0,008% saponina (m/v), pH 8,0) contendo 0,002% de SYBR
Green [ (v/v). As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. A
fluorescéncia, que ¢ diretamente proporcional a densidade de parasitas, foi determinada em um
leitor de placas SpectraMAX Gemini EM (excitagdo a 485 nm e emissdo a 535 nm). A
concentracdo inibitéria 50% (ICs¢°P”), que representa a concentracdo do composto capaz de
inibir 50% do crescimento parasitario, foi determinada por andlise de regressdo nao-linear da

curva concentragdo-resposta, utilizando o programa GraphPad Prism 8.

4.5.4 Citotoxicidade em Células HepG2

Células HepG2 foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro
bovino fetal (v/v), 24 mmol.L"! de bicarbonato de sédio, 40 mg/mL de gentamicina e 10
mmol.L"! de HEPES, com pH 7,4. Para o ensaio de citotoxicidade, 1x10* células/mL foram
plaqueadas por poco em microplacas de 96 pocos. Apds 24 horas de adesdo, as células foram
incubadas com os compostos em 7 diluigdes seriadas de fator 2, durante 72 horas, a 37 °C, sob
atmosfera de 5% de CO;. Células ndo tratadas foram mantidas como controle nas mesmas
condicgoes.

Ao final da incubacdo, foi realizada uma avaliagdo microscopica para identificar
concentragdes onde o composto se mostrava insoluvel ou precipitava, sendo estas
concentragdes excluidas da andlise. A citotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio
colorimétrico com resazurina. Este ensaio quantifica a atividade metabdlica das células HepG2,
que consiste na redug¢do da resazurina (azul) em resorufina (vermelho fluorescente) por
mitocondrias vivas. Para isso, 40 puL de solu¢do de resazurina foram adicionados a cada poco,
e as placas foram incubadas por 6 horas a 37 °C e 5% COa,. A atividade metabolica foi medida
pela fluorescéncia dos pogos utilizando o leitor de placas SpectraMAX Gemini EM (Molecular
Devices Corp., Sunnyvale, CA) com Aexcitacdo = 560 nm e Aemissdo = 590 nm. A concentracao

citotoxica 50% (CCsoHP52), que indica a concentragdo do composto que causa 50% de inibicio
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do crescimento celular, foi determinada por andlise de regressdo nao-linear da curva

concentragdo-resposta, gerada pelo software GraphPad Prism.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi realizada com éxito a sintese, purificacdo e caracterizacao de uma
série de derivados de di(2-piridil)piperazinas planejados como potenciais agentes antimalaricos.
O estudo contemplou a obtencao do 4it-1 e de novos analogos com modificagdes estruturais
estratégicas nos fragmentos heteroaromatico, arilaminico e no nucleo central. As metodologias
sintéticas empregadas, que incluiram reagdes de SnAr, redugdao de grupos nitro e reagdes de
amidacdes, permitiram a obtencdo dos compostos finais com rendimentos satisfatorios.
Notadamente, a utilizagdo de reagentes de acoplamento EDC ¢ HOBt demonstrou ser a
condi¢do mais robusta para a funcionalizagdo da por¢ao amidica, garantindo a pureza necessaria
para os ensaios biologicos. A avaliagdo da atividade bioldgica contra a cepa 3D7 de P.
falciparum confirmou a relevancia do Ait-1 como prototipo para o planejamento molecular. A
analise de SAR revelou que a natureza dos substituintes impacta diretamente a eficacia e a
seletividade. No fragmento tiofénico, a substituicdo bioisostérica do anel heteroaromatico por
nucleos furanicos (7b) e oxazdlicos (7e) mostrou-se a estratégia mais adequada, indicando que
a presenca de dtomos de oxigénio em anéis de cinco membros preserva a afinidade pelo alvo
biologico. Em contraste, a introdugdo de sistemas multinitrogenados polares ou anéis de seis
membros sem substituintes especificos resultou, de modo geral, em perdas de poténcia. No
fragmento arilaminico, as séries 6 ¢ 9 forneceram resultados contrastantes. O derivado 9a
apresentou atividade comparavel ao protétipo (ICso = 3,0 £ 1,0 uM), porém, a sua elevada
lipofilicidade tedrica (cLogP = 5,07) correlacionou-se a uma citotoxicidade acentuada em
células HepG2, resultando em baixo indice de seletividade. Por outro lado, o composto 6¢
consolidou-se como um intermediario, conciliando uma poténcia adequada e com um perfil de
seguranca robusto, demonstrando que provavelmente o equilibrio lipofilico nesta regido €
crucial para dissociar a atividade antiparasitaria da toxicidade inespecifica. Contudo, o avango
mais significativo deste trabalho residiu na exploragdo do nucleo central. A flexibilizacdo
através da abertura do anel piperazinico provou ser tolerada, mas foi a expansao para o sistema
de homopiperazina de sete membros que determinou o sucesso do projeto. Diferentemente das
expectativas iniciais, a série 13 revelou o derivado 13b como o composto mais promissor,
apresentando uma boa poténcia (ICso = 0,6 £ 0,05 uM) e o maior indice de seletividade do
estudo (IS > 166). Este resultado comprova que a maior flexibilidade conformacional do anel
de diazepano favorece interagdes mais eficazes com o alvo bioldgico, superando as limitagdes

do anel piperazinico original. Em suma, o trabalho mapeou com precisdo os requisitos
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estruturais para a otimizagao desta classe quimica, promovendo a evolucao de um do Ait-1 para
o derivado otimizado 13b, estabelecendo continuidade da pesquisa, que deve agora evoluir para
ensaios com cepas mais resistentes e estudos in vivo em modelos, além da elucidacao do perfil
farmacocinético (ADME) desse composto, para avaliar sua estabilidade metabolica e
biodisponibilidade oral e a confirmagdo de sua lipofilicidade calculada (cLogP = 3,77).
Posteriormente, a elucidacdo do mecanismo de acdo e a sintese de uma segunda geragdo de
analogos com otimizagdes no /inker central sao etapas fundamentais para validar o potencial do

13b como um candidato clinico promissor no combate a malaria.
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ANEXO I - Espectros de RMN ('H e 1*C) e HRMS
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Figura A2 — Espectro de RMN de '°C de 3 (101 MHz, CDCls)
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Figura A3— Espectro de RMN de 'H de 8 (400 MHz, CDCls)
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Figura A9 — Espectro de RMN de 'H de 5 (400 MHz, CDCl;)
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Figura A11 — Espectro de HRMS (ESI +) de §
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Figura A12 — Espectro de RMN de 'H de 5a (400 MHz, CDCl5)
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Figura A14 — Espectro de HRMS (ESI +) de Sa
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Figura A15 — Espectro de RMN de 'H de 5b (400 MHz, CDCl5)
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Figura A17 — Espectro de RMN de 'H de 5¢ (400 MHz, CDCl3)
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Figura A19 — Espectro de HRMS (ESI +) de Sc¢
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Figura A20 — Espectro de RMN de 'H de 5d (400 MHz, CDCl5)
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Figura A22 — Espectro de HRMS (ESI +) de 5d
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Figura A25 — Espectro de HRMS (ESI +) de 11a
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Figura A29 — Espectro de RMN de 'H de 11d (400 MHz, CDCls)
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Figura A30 — Espectro de RMN de '*C de 11d (101 MHz, CDCl3)
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Figura A31 — Espectro de RMN de 'H de 6 (400 MHz, CDCls)
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Figura A33 — Espectro de HRMS (ESI +) de 6
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Figura A34 — Espectro de RMN de 'H de 6a (400 MHz, CDCl;)
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Figura A35 — Espectro de RMN de '*C de 6a (101 MHz, CDCls)
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Figura A36 — Espectro de HRMS (ESI +) de 6a
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Figura A37 — Espectro de RMN de 'H de 6b (400 MHz, CDCls)
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Figura A42 — Espectro de RMN de 'H de 18 (400 MHz, CDCl5)
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Figura A45 — Espectro de RMN de '*C de 12a (101 MHz, CDCls)
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Figura A50 — Espectro de RMN de 'H de 6d (400 MHz, CDCl3)
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Figura A52 — Espectro de RMN de 'H de 7a (400 MHz, CDCls)
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Figura A53 — Espectro de RMN de '*C de 7a (101 MHz, CDCls)
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Figura A54 — Espectro de HRMS (ESI +) de 7a
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Figura A55 — Espectro de RMN de 'H de 7b (400 MHz, CDCls)
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Figura A56 — Espectro de RMN de *C de 7b (101 MHz, CDCl;)
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Figura A57 — Espectro de HRMS (ESI +) de 7b

Intens. Sample 99_1-99_01_13115.d: +MS, 0.25min #64
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Figura A60 — Espectro de HRMS (ESI +) de 7¢
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Figura A61 — Espectro de RMN de 'H de 7d (400 MHz, CDCls)
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Figura A63 — Espectro de HRMS (ESI +) de 7d
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Figura A66 — Espectro de HRMS (ESI +) de 7e
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Figura A68 — Espectro de RMN de '*C de 7f (101 MHz, CDCl;)
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Figura A69 — Espectro de HRMS (ESI +) de 7f
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Figura A70 — Espectro de RMN de 'H de 7g (400 MHz, MeOD)
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Figura A72 — Espectro de HRMS (ESI +) de 7g
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Figura A75 — Espectro de HRMS (ESI +) de 7h
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Figura A76 — Espectro de RMN de 'H de 7i (400 MHz, CDCls)
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Figura A78 — Espectro de HRMS (ESI +) de 7i
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Figura A79 — Espectro de RMN de 'H de 7j (400 MHz, CDCl;)
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Figura A81 — Espectro de HRMS (ESI +) de 7j
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Figura A82 — Espectro de RMN de 'H de 7k (400 MHz, CDCls)

4

7k

o p—Z
/A

sozv'e
:mw.mk -
89EL'E —
Tobbe

T£99°€

vwnw.m/ -
1089°€ 7~ =
L¥89'E W

€PTL9—
0L¥L9 — —

M

202N\
Y20 L~
0zeo' L, -
gevos /.

NN
6T L~
oLy
o6vbL

0688'L
8E68'L W
¥806°'Z ~
6L’

I

bESETLA
1686'C —
8200'8 —
veros

6827’8 —
b8 —

S\

bTTE8 ~
06T€'8

I\

9zst'8

2Usy's %
8b9b°8 ~
v69b8 7

JU

w8
€9vL'8 V =
PpSL8 T
€85/°8

8STT'6 — —

NJU

T
34 34

3.83.7 3.6

T T
7.0 6.8 6.7

7.0

74 7.4
\ ppm

7.9
ppm

T
8.0

8.2

8.2
ppm

8.8 87 85 84

9.1

9.1

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

Feey
=9y

o't

80T

=TT
R0
£68'T
H/NNA

10T

T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.0 6.5 5.5 5.0 4.0 2.5

8.5

3.0

3.5

4.5
ppm

Figura A83 — Espectro de RMN de '*C de 7k (101 MHz, CDCI3)
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Figura A84 — Espectro de HRMS (ESI +) de 7k

Intens. Sample 97_1-97_01_13113.d: +MS, 1.18min #340
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Figura A85 — Espectro de RMN de 'H de 71 (400 MHz, CDCls)
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Figura A86 — Espectro de RMN de 3C de 71 (101 MHz, CDCls)
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Figura A87 — Espectro de HRMS (ESI +) de 71
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Figura A89 — Espectro de RMN de '*C de 7m (101 MHz, CDCl5)
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Figura A90 — Espectro de HRMS (ESI +) de 7Tm

Intens.
x10%

8

497.1519

519.1338
A

Sample 98_1-98_01_13114.d: +Ms, 0.29min #78

490

500

520

530

154



Figura A91 — Espectro de RMN de 'H de 7n (400 MHz, CDCls)
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Figura A93 — Espectro de HRMS (ESI +) de 7n

Sample 101_1-101_01_13117.d: +Ms, 0.27min #31
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Figura A94 — Espectro de RMN de 'H de 9a (400 MHz, CDCl5)
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Figura A96 — Espectro de HRMS (ESI +) de 9a
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Figura A101 — Espectro de RMN de 'H de 13a (400 MHz, CDCl5)
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Figura A102 — Espectro de RMN de '*C de 13a (101 MHz, CDCls)
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Figura A103 — Espectro de HRMS (ESI +) de 13a
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Figura A104 — Espectro de RMN de 'H de 13b (400 MHz, CDCls)
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Figura A105 — Espectro de RMN de '*C de 13b (101 MHz, CDCl3)
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Figura A106 — Espectro de RMN de 'H de 2d (400 MHz, CDCls)
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Figura A107 — Espectro de RMN de '*C de 2d (101 MHz, CDCl3)
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