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RESUMO

Este trabalho detalha a otimizagdo hit-fo-lead de duas séries de compostos contra a
leishmaniose visceral e a doenga de Chagas, duas doengas tropicais negligenciadas (DTNs)
parasitarias. A série das pirazinilpiperazinas foi otimizada contra leishmaniose visceral a partir
do hit 1, proveniente da LeishBox, alvejando o parasita Leishmania infantum. Tal otimizagao
envolveu um estudo extenso de relagdo estrutura-atividade, realizado nos trés fragmentos
estruturais de 1. A primeira etapa da otimizacdo focada no fragmento benzoila identificou onze
compostos com pelo menos o dobro da poténcia e da seletividade de 1. Um destes foi o derivado
para-hidroxila 6, que permaneceu o candidato mais promissor para estudos in vivo apos
explorar 75 compostos com modificagdes em todos os fragmentos estruturais da série. A
determinagdo in vitro do perfil ADME dele e de outros candidatos relevantes a estudos in vivo
o confirmou como o mais indicado para tais estudos. Apos reduzir a carga parasitaria por mais
de 90% em modelos da doenga em camundongos, este derivado para-hidroxila de
pirazinilpiperazina foi identificado como um novo composto lead para o tratamento da
leishmaniose visceral, e a investigagdo do seu mecanismo de agdo foi iniciada. A série dos
tiazois foi derivada do composto 2, identificado in silico e validado in vitro como sendo um
composto hit contra parasitas Trypanosoma. Este status contra Trypanosoma cruzi foi
confirmado no presente trabalho, e foi ampliado de hit antitripanosomal para hit anti-
kinetoplastida apos confirmar sua atividade contra Leishmania infantum. Estudos de relagao
estrutura-atividade subsequentes identificaram varios tiazois potentes contra cada parasita, com
a série apresentando padrdes de atividade radicalmente diferentes a depender do alvo
parasitario, com compostos ativos contra 7rypanosoma cruzi sendo inativos contra Leishmania
infantum e inversamente. Apo6s o estudo de vinte derivados, o 4if inicial 2 permaneceu o tiazol
mais potente contra Trypanosoma cruzi, embora um outro derivado também tenha apresentado
uma atividade de nivel nanomolar, porém inferior a 2. No entanto, 2 e os derivados mais
potentes contra Trypanosoma cruzi enfrentaram limitacdes devidas a instabilidade metabdlica
deles, os impedindo de chegar a estudos in vivo apesar de terem um mecanismo de agdo
promissor, conforme investigacdes in vitro. Esta limitacdo metabolica foi finalmente superada
pelas diaminas 99 e 100, que foram, juntas com 2, os tiazdis mais potentes contra Leishmania
infantum, assim resultando na identificagdo de dois novos tiazdis candidatos a lead contra

leishmaniose visceral.

Palavras-chave: Leishmania infantum, Trypanosoma cruzi, perfil farmacocinético, descoberta

de farmacos, descoberta de lead, mecanismo de acao.
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ABSTRACT

This work details the hit-to-lead optimization of two series of compounds against two
parasitic neglected tropical diseases (NTDs), visceral leishmaniasis and Chagas disease. The
pyrazinylpiperazine series was optimized from the LeishBox hit 1 against visceral
leishmaniasis, targeting Leishmania infantum. Such optimization was achieved after an
extensive structure-activity relationship study, carried out on all three structural fragments of
1. The first round of optimization, focused on the benzoyl fragment, delivered eleven
compounds at least twice as potent and selective as 1. One of these was the para-hydroxyl
derivative 6, which remained the most promising candidate for in vivo studies after exploring
75 compounds featuring modifications on all three structural fragments of the series. In vitro
determination of its ADME profile, alongside other relevant in vivo candidates, confirmed 6 as
the most relevant one for such an assessment. After reducing the parasitemia by over 90% in a
BALB/c mice model of visceral leishmaniasis, this para-hydroxyl pyrazinylpiperazine
derivative was effectively identified as a new lead compound for the treatment of visceral
leishmaniasis, and an early investigation of its mechanism of action and molecular target was
performed. The thiazole series was derived from compound 2, identified in silico and confirmed
in vitro as a hit against Trypanosoma parasites. Such a status against Trypanosoma cruzi was
further confirmed in the present work, and was extended from antitrypanosomal hit to anti-
kinetoplastid hit after confirming its activity against Leishmania infantum. Thence, subsequent
structure-activity relationship efforts identified several potent thiazole derivatives against either
parasite, though the series showed radically different patterns of activity depending on the target
parasite, leaving compounds active against Trypanosoma cruzi inactive against Leishmania
infantum, and the other way around. After the assessment of twenty derivatives, the initial hit 2
remained the most potent thiazole against Trypanosoma cruzi, though another derivative
displayed activity in the nanomolar range as well, albeit being less potent than 2. However, 2
and the most potent derivatives against Trypanosoma cruzi faced heavy limitations due to
metabolic instability, preventing them from reaching in vivo assessment, despite showing a
promising mechanism of action according to in vitro investigations. This metabolic liability
was finally overcome by the two diamine derivatives 99 and 100, which were together with 2
the most potent thiazoles against Leishmania infantum, thus resulting in the identification of

two new thiazole lead candidates against visceral leishmaniasis.

Keywords: Leishmania infantum, Trypanosoma cruzi, pharmacokinetics, drug discovery, lead
discovery, mechanism of action.
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I) INTRODUCAO

Os parasitas kinetoplastida sdo protozoarios responsaveis por diversas infecgdes em
seres humanos, que sdo pela maioria classificadas como doencas tropicais negligenciadas
(DTN). Dentro das doencas classificadas como DTNs, a doenga de Chagas e a leishmaniose
visceral sdo duas que se espalharam para a maioria das regides do mundo, se nao for para todas.
A doenca de Chagas impacta principalmente as Américas, enquanto o sudeste da Asia e a
América do Sul sdo as regides mais afetadas pela leishmaniose visceral, com seis paises (o
Brasil, a India, o Nepal, o Bangladesh, o Sudan, e a Etiopia) concentrando mais de 90% dos
novos relatos da doenca.'* Aproximadamente 6 a 7 milhdes de novos casos de doenca de
Chagas declaram-se a cada ano, causando 14,000 mortes, enquanto de 50 000 a 90 000
individuos sao afetados pela leishmaniose visceral e de 20 000 a 40 000 falecem por conta da

doenga no mesmo periodo.>”’

A doenca de Chagas ¢ causada pelo Trypanosoma cruzi (T. cruzi), um parasita
aparentado ao Trypanosoma brucei, o agente causativo da Tripanossomiase Humana Africana
(HAT, também conhecida como doenga do sono), e que pertence a0 mesmo género.® Os
parasitas Leishmania donovani e Leishmania infantum (L. infantum) pertencem ao género
Leishmania e sdo os dois principais responsaveis pela leishmaniose visceral, sendo a
localizagdo geografica o principal fator determinando por qual das duas espécies de Leishmania
a doenga é causada.”!'® O ciclo de vida dos parasitas Trypanosoma e Leishmania segue etapas
semelhantes, o que se traduz por semelhangas nos padrdes de infec¢do e transmissdo aos

mamiferos para as duas doengas.®

A doenga de Chagas ¢ principalmente transmitida a seres humanos através da liberagdo
por insetos Triatominae de fezes contendo tripomastigotas de 7. cruzi ao morderem humanos,
embora outras vias de transmissdo que ndo envolvem um vetor inseto tenham sido

reportadas.>®!!

Apos terem infectado células na éarea da infecgdo, os tripomastigotas
diferenciam-se em amastigotas intracelulares, e replicam-se dentro das células infectadas. Em
seguida, o ciclo de vida de 7. cruzi chega ao fim apds sua ingestdo por um inseto Triatominae
sadio, na sua forma encontrada na corrente sanguinea humana em decorréncia de uma
diferenciagio previa do parasita da forma amastigota para tripomastigota.®!! Enfim, uma ultima
diferenciacdo dos tripomastigotas de 7. cruzi em epimastigotas ocorre dentro do vetor inseto,

permitindo assim a replicagdo do parasita dentro do trato gastrointestinal dos Triatominae
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seguida pela re-diferenciacao deles em tripomastigotas, encerrando o ciclo de vida de T.

cruzi B!

A leishmaniose visceral também precisa de um vetor para ser transmitida a seres
humanos, via a picada de diferentes espécies de mosquitos Phlebotominae, ou “mosquito-
palha”, liberando promastigotas de L. infantum dentro da pele do futuro hdspede humano.® Apos
terem sido fagocitados por macrofagos humanos, o parasita diferencia-se em sua forma
amastigota, que corresponde a forma intracelular dele, e inicia sua replicacdo dentro dos
macréfagos. A pentltima etapa do ciclo de vida consiste na ingestao do parasita por um inseto
Phlebotominae sadio, que, ao picar o hospede infectado, ingere assim macrdéfagos infectados
por amastigotas de L. infantum.®'%!*> O ciclo de vida de L. infantum é completado apds uma
ultima diferenciacdo dos amastigotas em promastigotas dentro do trato gastrointestinal do
inseto vetor, seguido pela migragdo dos promastigotas na probdscide do inseto Phlebitominae,
completando assim o ciclo e permitindo a infec¢do de outros héspedes humanos pelo vetor

assim infectado.®!3

Apesar de apresentarem similaridades no ciclo de vida e nos padrdes de infecgdes, tais
similaridades ndo sdo refletidas pelas manifestacdes clinicas das duas doengas. A doenga de
Chagas separa-se em duas fases, a fase aguda sendo a fase inicial durante a qual o diagnostico
revela-se particularmente desafiador, considerando que os pacientes geralmente permanecem
assintomaticos ou sentem apenas uma leve febre. A letalidade da doenca de Chagas se da por
conta dos sintomas surgindo durante a fase cronica da doenga, que se apresenta décadas apos a
fase aguda e aflita de 30 a 40% dos pacientes com falha cardiaca, complicagdes cardio-
digestivas ou megaesdfago.>>!* A leishmaniose visceral ndo apresenta a mesma evolugio em
duas fases que a doenca de Chagas, e os sintomas resultando de uma infecc¢ao por Leishmania
manifestam-se geralmente alguns dias apds tal infeccdo. Tais sintomas principalmente
consistem em episodios de febre prolongada, anemia, pancitopenia (ou seja, uma redugao
significativa da quantidade de células sanguineas), uma substancial perda de peso corporal,
hepatomegalia, esplenomegalia, e a aparicdo de manchas escuras caracteristicas na pele, com a
combinagao destes sintomas resultando na morte do individuo infectado em 90% dos casos na

auséncia de tratamento. !>

Em detrimento da severidade dos sintomas e da letalidade dessas doengas, as opcdes
terapéuticas apropriadas para a doenca de Chagas e a leishmaniose visceral permanecem
limitadas, tanto em termos de diversidade das op¢des quanto em termos de limitagdes inerentes
a tais tratamentos. Os Unicos farmacos disponiveis para o tratamento da doenca de Chagas sdo
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o benznidazol (Bzn) e o nifurtimox, dois compostos nitroheterociclicos desenvolvidos na
década de 1970 (Figura 1)>!6, enquanto o tratamento da leishmaniose visceral conta com um
leque levemente mais amplo de compostos aprovados por agéncias regulatérias no mundo
inteiro incluindo a anfotericina B (AmB), a pentamidina, a miltefosina, e antimoniais
pentavalentes como o estibogluconato de sodio ou o antimoniato de meglumina (Figura 1).6%12
No entanto, todas estas op¢des terapéuticas enfrentam limitacdes importantes, como uma
eficacia limitada e/ou dependente do caso, efeitos secundarios indesejaveis pesados associados

com uma alta toxicidade, um custo alto por dose, € o surgimento de cepas parasiticas resistentes

8,16-21

aos tratamentos em algumas regides do planeta.
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Figura 1. Exemplos de opgdes terapéuticas atualmente usadas para o tratamento da doenca de Chagas e¢ da
leishmaniose visceral.

Devido as limitagoes atuais e crescentes dos tratamentos existentes, diversas iniciativas
foram promovidas, com o objetivo de identificar novos candidatos a farmacos para tratar a
doenga de Chagas ou a leishmaniose visceral, superando as limitacdes apresentadas pelos

tratamentos atuais, 162224

Uma destas incentivas constituiu na triagem de alta eficiéncia (HTS, high-throughput

screening) de uma quimioteca interna da farmacéutica GSK constituida por 1.8 milhdo de
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compostos, avaliando a atividade deles contra diversos parasitas kinetoplastidas e resultando na
construcdo de trés bibliotecas reagrupando compostos com atividade (4its) contra L. donovani,
T. cruzi e T. brucei, chamadas LeishBox, ChagasBox e HATBox, respectivamente.®> O hit
inicial (composto 1) da primeira série de compostos apresentada no presente trabalho, otimizada
para o tratamento de leishmaniose visceral, foi entdo selecionado dentro da LeishBox, devido
a boa atividade contra L. donovani e baixa toxicidade reportadas (Figura 2)*°, as possibilidades

1% ¢ & auséncia de outros

de otimizacdo e modificagdo estrutural oferecidas pela estrutura de
estudos de otimizagdo hit-to-lead envolvendo o scaffold pirazinilpiperazina de 1 publicados

antes do inicio do projeto.

Outros trabalhos realizados por dois grupos de pesquisa de maneira independente um
do outro focaram no scaffold 2-etiltiazol para o tratamento da doenca do sono, levando a
exploragio extensa desta classe contra T. brucei.’’° No entanto, apesar da proximidade entre
T. brucei e ambos T. cruzi e L. infantum, o potencial dos 2-etiltiazdis contra os dois tltimos
parasitas nao foi explorado. Além disto, uma campanha in silico almejando a identificacdo de
novos hits contra parasitas tripanosomatidas identificou 2 como um composto promissor contra
T. brucei e T. cruzi, e validou in vitro o potencial dele, com uma poténcia de ordem nanomolar
contra os dois parasitas (7. brucei: forma encontrada na corrente sanguinea, 7. cruzi: forma
epimastigota) e baixa toxicidade em células humanas (Figura 2).3! Portanto, considerando que
essas predicdes in silico e os resultados in vitro associados classificam 2 como um #hit
apropriado contra kinetoplastidas de acordo com recomendagdes padrdo®S, e com o devido
acordo dos autores do estudo que identificou 2, este composto foi selecionado como um #it para
a avaliagdo in vitro dele e para estudos de hit-to-lead subsequentes contra ambas a doenca de

Chagas e a leishmaniose visceral.

e L

0
2
IC50 (L. donovani) =0.31 uyM ICsq (Trypanosoma brucei brucei) = 0.010 yM
CCso (HepG2) > 100 uM ICsq (T. cruzi Tulahuen) = 0.071 yM

ICs50 (T. cruzi CL-Brener) = 0.050 yM
CCsq (MRC-5) > 100 pM
CCsq (HEK-293) = 104.9 uM

Figura 2. Estrutura do kit de cada série apresentada no trabalho, e poténcia e toxicidade previamente reportadas
(hit 1: 3; hit 2:31).
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Para orientar no desenvolvimento de novas opg¢des terapéuticas contra a doenga de
Chagas e a leishmaniose visceral, pesquisadores da area sugeriram perfis aceitaveis e ideais
para tais compostos, conhecidos como perfil de produto alvo (TPP, Target Product Profile,
Tabela 1). No inicio da pesquisa exploratdria, os critérios para definir e escolher compostos Ait
e lead contra ambas a doenga de Chagas e a leishmaniose visceral sao relativamente amplos e
menos restritivos do que os TPPs para candidatos a farmacos contra as mesmas doencas (Tabela
1). Um hit deve, idealmente, apresentar um valor de ICso inferior ou igual a 10 pM contra a
forma intracelular (amastigota) de 7. cruzi (para doenca de Chagas), L. donovani (para
leishmaniose visceral) ou L. infantum (para leishmaniose visceral), ter indice de seletividade
(SI) > 10 ao comparar o ICso contra o parasita com o valor de CCsp em células mamiferas, ter
a sua estrutura confirmada por ressintese, estar em adequagdo com as regras de Lipinski, e ndo
precisar de mais de 8 etapas para ser sintetizado.?6? A respeito dos compostos lead contra a
doenga de Chagas, esses devem idealmente apresentar uma redugdo da parasitemia de 80% nos
orgdos e tecidos em modelos de fase aguda da doencga de Chagas em camundongos, ou eliminar
os parasitas (indetectaveis) e prolongar a vida dos animais tratados por 10 doses administradas
por via oral.?3? Os leads contra leishmaniose visceral deveriam reduzir a carga parasitaria no
figado por ao menos 70% em modelos de camundongos infetados por L. donovani ou L.
infantum, ap6s administragio intraperitoneal.’®*? Além disto, os leads contra essas duas
doencas deveriam, idealmente, apresentar um SI > 100, ter um perfil farmacocinético e uma
estabilidade metabdlica aceitaveis (clearance intrinseco < 50 pL/min/mg e meia-vida > 30
min), e serem isentos de toxicidade aguda in vivo e de fragmentos reativos ou toxicoforos. 63
Na fase de otimizagdo do /ead, os critérios dos TPPs para candidatos a farmacos contra a doenca
de Chagas e a leishmaniose visceral estdo mais estritos, por tratar-se de potenciais farmacos.
Para a doenga de Chagas, um candidato aceitdvel tem que apresentar uma eficacia pelo menos
igual ao Bzn para tratar a fase cronica da doenca em adultos e um perfil de seguranga superior
ao mesmo farmaco de referéncia, sem induzir genotoxicidade ou arritmia cardiaca. O candidato
aceitavel tem ainda que ser administravel de forma oral, sem interagdes com farmacos
antiarritmicos ou anticoagulantes, e ser estavel por 3 anos em zona climatica IV.!161933 O
farmaco ideal para o tratamento da doenca de Chagas tem, além dos requerimentos de um
farmaco meramente aceitavel, que ser utilizavel para o tratamento da fase aguda da doenga,
sendo superior ao Bzn para o tratamento de ambas as fases da doenga de Chagas, sem interagir
com nenhum outro fAirmaco, € ndo pode induzir teratogenicidade. Ainda, o tratamento por via
oral tem que ser duracdo menor de 30 dias, com o menor custo possivel, e o firmaco deve poder

ser conservado por 5 anos em zona climatica IV.!"!%33 Para a leishmaniose visceral, um
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composto otimizado tem que demonstrar uma eficécia clinica superior a 95% contra todas as

espécies de Leishmania causadoras da doenga, em pacientes tanto imunocompetentes quanto

imunodeficientes em todas as areas do planeta, com atividade contra cepas resistentes aos

farmacos atuais.’***> Da mesma maneira que o candidato ideal contra a doenca de Chagas, o

candidato ideal para o tratamento da leishmaniose visceral ndo pode interagir com outras

medicagdes, ndo pode apresentar contraindicagdes nem levar a efeitos adversos ou precisar de

algum monitoramento de seguranca, ¢ deve ser administravel por via oral para um tratamento

de no maximo 10 dias ou por no maximo 3 injecdes intramusculares no mesmo periodo,

custando menos de US$10 per dose e sendo estavel por 3 anos em regides tropicais.

20,34,35

Tabela 1. Resumo dos critérios para compostos 4it, lead ¢ perfil de produto alvo (TPP) para o tratamento da doenca
de Chagas e da leishmaniose visceral.

Hit Lead TPP
Critério
Chagas Leishmaniose Chagas Leishmaniose Chagas Leishmaniose
1Cso <10 uM
ICs < 10 uM Co<10p
Poténcia in ) (L. infantum ou Melhorias em relagdo ao hit, idealmente
vitro (T cruzi, L. donovani ICso <1 puM
tigot - GOTOTET
amastigota) amastigota)
Seletividade SI> 10 comparando com o CCsypem SI> 100
in vitro células mamiferas.
Eficacia clinica >
Reducdo da Aceitavel: eficicia 95% contra todas as
parasitemia > 80% Redugéo da igual ou superior ao espécies de
em modelos de parasitemia > 70%  Bgzn para tratamento Leishmania,
Eﬁcgma in Nio aplicével (NA). fase a~guda, ou em quelos de da fase crénica. 1ncl.u1r1do cepas
vivo redugdo total e infecgdo por L. ] resistentes, em
prorrogacdo da infantum ou L. Id;al: eficicia pacientes com e sem
vida dos animais donovani. superior ao Bzn para imunodeficiéncia,
tratados. ambas as fases. em todas areas
geograficas.
Perfil farmacocinético aceitavel.
Adequagdo com as regras de
ADME Lipinski. Estabilidade metabolica: Cliy < 50
pL/min/mg e t» > 30 min.
. . L h fei
Auséncia de toxicidade aguda in vivo, . . Nenhum efeito
. Aceitavel e ideal: adverso, sem
Seguranga NA nenhum fragmento reativo e/ou . .
. Superior ao Bzn. necessidade de
toxicoforo. .
monitoramento.
Via oral: menos de
. Aceitavel e ideal: 10 dias.
Administragdo NA Via oral Via oral ou Via oral, menos de T ;
¢ : intraperitoneal. 30’d‘ Via intraperitoneal:
188 3 injecdes em até 10
dias.
Aceitavel: sem
_ C(_)ntrel- NA NA 1ndu§go de Nenhuma.
indicagdes genotoxicidade ou

arritmia cardiaca.
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Ideal: igual o
aceitavel + sem
teratogenicidade.

Aceitavel: sem
interagdo com
Interag¢do com iarritmi
G NA NA antiarritmicos ou

P ) Nenhuma.
armacos anticoagulantes.

Ideal: nenhuma.

Aceitavel: 3 anos

Vide critérios de estabilidade em zona IV. 3 anos em regides

Estabilidade Estrutura confirmada por ressintese.

metabolica. Ideal: 5 anos em tropicais.
zona IV.
Custo < 8 etapas de sintese. NA Menor possivel. < US$10 per dose.

Para desenvolver estas novas opgdes terapéuticas cujo perfil ideal foi previamente
apresentado, segue-se um processo de desenvolvimento de farmacos dividido em varias etapas,
representado na Figura 3. O planejamento estratégico do processo comega na identificacdo de
um alvo relevante para a doenga almejada, cuja relevancia t€ém que ser confirmada para dar-se
inicio ao desenvolvimento do projeto. Com o alvo confirmado, inicia-se o processo de
identificagdo de um composto Ait, caracterizado como sendo um composto demonstrando
atividade in vitro contra o alvo. Varios métodos existem para a identificagdo do Aif, os mais
comuns sendo a triagem virtual, baseada em métodos in silico, e a triagem de alta eficiéncia
(HTS, high-throughput screening), explorando um ensaio in vitro previamente desenvolvido
para identificar hits contra o alvo de maneira rapida e robusta em quimiotecas de milhares a
milhdes de compostos. Esta ultima triagem encontra-se mais frequentemente na industria, cujas
quimiotecas e cujos recursos sao geralmente mais adequados para este tipo de ensaio do que
aqueles encontrados no dmbito académico. Com o Ait assim identificado, inicia-se o processo
de hit-to-lead, que almeja, a partir do hit, identificar um composto otimizado com maior
atividade e seletividade in vitro e apresentando eficacia in vivo contra o alvo (Figura 4). Para
isto, dezenas de andlogos estruturais do hit sdo geralmente planejados, sintetizados,
caracterizados e avaliados in vitro, a fim de identificar os compostos mais promissores contra
o alvo in vitro. O perfil farmacocinético destes compostos mais promissores pode também ser
avaliado, com o intuito de refinar mais ainda a selecdo de um ou varios compostos a serem
avaliados in vivo, permitindo assim a identificagdo do composto /ead da série, que € o composto
com maior eficdcia em modelos da doenga em animais infectados pelo alvo (Figura 4). Apos a
identificacdo do lead, o processo de desenvolvimento de farmacos segue com a fase de
otimizacdo do lead (lead optimization), em qual um foco maior ¢ dado para o perfil

farmacocinético dos compostos, seja ele in vitro (perfil ADME) ou in vivo (perfil DMPK), a
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seguranga dos compostos in vivo e a eficacia in vivo deles, ambas tendo que ser maximizadas.
Assim, a fase de lead optimization permite identificar um candidato clinico, que serd em seguida
avaliado em ensaios clinicos em seres humanos, e finalmente, caso tenha sucesso nestes ensaios
clinicos, sera aprovado por agéncias regulatorias e disponibilizado para uso da comunidade

médica e dos consumidores (Figura 3).

Uso pela
Pesquisa exploratdria Selegao do candidato clinico comunidade médica

Planejamento
estratégico

e 0s consumidores

Aprovagao
(agéncias Farmacovigilancia
regulatorias)

Identificagdo Identificacio Modelos Ensaios
do hit do lead em animais clinicos

Identificagdo Triagem virtual ADME in Ensaios de Fasel, Il ell
e validagdo Desenvolvimento de ensaio vitro eficdcia, (numero
HTS Otimizagao DMPK e maior de
Hit-to-lead: aperfeicoamentoda do perfil PK segurancain pacientes)
atividade, seletividade, do perfil vivo

ADME e fisico-quimico

Figura 3. Processo de descoberta de farmacos.

o J
Composto hit Hit-to-lead Composto lead
Composto com atividade in vitro contra Planejamento, sintese, Composto com eficacia in vivo em modelos da
um alvo (parasita, ...) comprovada caracterizagdo e avaliagdoinvitro ~ doenga em animais infectados pelo alvo
contra o alvo de analogos
estruturais do hit: avaliagdo da Atividade e seletividade in vitro > hit

atividade, da seletividade e do
perfil ADME dos analogos

Figura 4. Processo hit-to-lead.

Considerando as recomendacdes e os perfis de compostos Ait, lead e candidatos a
farmacos para o tratamento da doenga de Chagas e da leishmaniose visceral previamente
apresentados, foi realizado no presente trabalho a otimizagdo de hit para lead (hit-to-lead) de
uma série de pirazinilpiperazinas baseada no /it 1 contra a leishmaniose visceral, assim como
foi desenvolvido um estudo similar com uma série de tiazodis a partir do Aif 2 contra ambas a

doenga de Chagas e a leishmaniose visceral. A estratégia geral seguida nesta otimizagdo esta
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representada na Figura 5. Brevemente, a partir da estrutura de cada hit, andlogos com
modifica¢des estruturais foram planejados e, em seguida, sintetizados e caracterizados por
RMN e HRMS. Com a estrutura dos analogos confirmada, os mesmos foram avaliados in vitro
contra L. infantum em macrofagos THP-1 e/ou contra 7. cruzi em células L929. Tal avaliagao
determinou a atividade dos compostos contra cada parasita, medida através do valor de
concentracgdo inibitoria meio-maxima (ICso), os compostos mais ativos tendo valores menores
de ICso. A citotoxicidade em células sadias dos compostos também foi avaliada, por meio do
valor de concentragdo citotoxica meio-maxima (CCsp), com 0s compostos menos citotoxicos
sendo aqueles para quais o valor de CCso foi maior. O indice de seletividade (SI) de cada
composto também foi determinado, pelo quociente de CCso pelo ICso (SI = CCso/ICs0), com
valores de SI altos sendo indicativos de compostos mais seletivos e, portanto, mais seguros.
Assim, os melhores compostos em termos de atividade, citotoxicidade e seletividade foram
identificados para cada lote de derivados planejados, e serviram de base para o planejamento
dos futuros lotes de derivados. Em paralelo, seus perfis farmacocinéticos também foram
avaliados in vitro, de maneira a identificar os compostos mais indicados para ensaios in vivo.
Tais perfis incluiram propriedades essenciais para que um composto possa ter uma
biodisponibilidade adequada em seres vivos, como permeabilidade gastrointestinal,
permeabilidade hematoencefalica, lipofilicidade (calculada, exprimida como clog(P), e
experimental, exprimida como elog(D)), solubilidade aquosa, e estabilidade metabdlica,
determinada pela medida do tempo de meia-vida e do clearance intrinseco de cada composto.
Finalmente, a avaliacdo in vivo permitiu identificar novos compostos lead. A parte dedicada as
pirazinilpiperazinas inclui uma relac¢do estrutura-atividade (SAR) contra L. infantum focando
sucessivamente nos fragmentos benzoila, pirazina e linker piperazina de 1, a avaliacdo
farmacocinética dos derivados mais promissores provenientes deste SAR, e finalmente a
avaliagdo da eficécia in vivo contra L. infantum do derivado mais relevante acompanhada por
investigacdes do seu mecanismo de a¢do. A parte dos tiazois apresenta um estudo de SAR
contra 7. cruzi e L. infantum, seguido por uma apresentacao da relagdo estrutura-propriedade
(SPR) derivada do perfil farmacocinético dos derivados com maior potencial antiparasitario, e
uma secdo dedicada ao mecanismo de agdo dos tiazdis contra 7. cruzi, incluindo ensaios de

washout e inibi¢do de cruzaina (Cz), encerra o trabalho.
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mais adequados farmacocinético

Figura 5. Estratégia geral seguida para a otimizacgdo hit-to-lead das duas classes de compostos.
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IT) OBJETIVOS DO TRABALHO

O objetivo principal deste trabalho almeja otimizar uma série de pirazinilpiperazinas
contra L. infantum e uma série de tiazois contra 7. cruzi e/ou L. infantum, a partir do hit 1 para
a série das pirazinilpiperazinas e do hit 2 para os tiaz6is, idealmente otimizando as duas séries

até o status de lead contra os respectivos alvos.
Os objetivos especificos sdo:

- Sintetizar e caracterizar os hits 1 e 2 para confirmar in vitro a poténcia (ICso) deles
contra L. infantum (para 1) ou T. cruzi e L. infantum (para 2), e suas citotoxicidades (CCso) em

células hospedeiras sadias (macréfagos THP-1 para L. infantum, células 1.929 para T. cruzi).

- Planejar, sintetizar, caracterizar e avaliar in vitro a poténcia contra L. infantum e a
citotoxicidade de derivados de 1 com modificagdes nos trés fragmentos (benzoila, pirazina, e
linker piperazina), levando em consideracdo as conclusdes de cada série de modificagdes para

o planejamento dos derivados subsequentes.

- Planejar, sintetizar e caracterizar uma ou varias pirazinilpiperazinas combinando os

fragmentos mais promissores, e avaliar a poténcia e citotoxicidade in vitro dele(s).

- Planejar, sintetizar, caracterizar e avaliar in vitro a poténcia contra 7. cruzi e L.
infantum e a citotoxicidade de derivados de 2 com modificagdes nos trés fragmentos
(tiomorfolina, feniltiazol, e linker etila), levando em consideragdo as conclusdes de cada série

de modificagdes para o planejamento dos derivados subsequentes.

- Avaliar in vitro o perfil farmacocinético dos compostos mais promissores de cada série

contra os respectivos parasitas.

- Avaliar a eficécia in vivo contra o(s) respectivo(s) parasita(s) dos compostos para quais
a combinacao da atividade in vitro, do perfil farmacocinético in vitro e do perfil de toxicidade

aguda seja a mais adequada.

- Investigar o mecanismo de acdo, incluindo alvos moleculares potenciais e/ou outros
bioprocessos relevantes, dos compostos mais relevantes em cada série, usando métodos in silico

€ in vitro.
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IIT) OTIMIZACAO DA SERIE DE PIRAZINILPIPERAZINAS CONTRA
LEISHMANIOSE

Todos os derivados de pirazinilpiperazina planejados foram sintetizados, caracterizados
por ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e ’C, espectrometria de massas de alta
resolucdo (HRMS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, somente para o composto
6), e testados em modelos in vitro contra a forma amastigota de L. infantum. Adicionalmente,
os derivados com modificagdes no fragmento benzoila (hit 1 e 5 — 44) foram também testados
contra amastigotas de L. braziliensis. A citotoxicidade de todas as pirazinilpiperazinas foi
avaliada in vitro em macréfagos THP-1, e as propriedades ADME dos derivados mais ativos e
seletivos foram avaliadas in vitro. O derivado com a combinagdo de atividade, seletividade e
perfil farmacocinético mais relevante (composto 6) foi avaliado in vivo em modelos de

camundongos de leishmaniose visceral, € 0 mecanismo de agao dele foi investigado.

O planejamento para a exploragdo desta série seguiu a estratégia geral apresentada na
Figura 5, e a sequéncia do estudo de SAR est4 apresentada na Figura 6. O primeiro fragmento
de 1 a ter sido explorado foi o fragmento benzoila. O tipo de anel aromdtico e a natureza,
posicao e efeitos eletronicos dos substituintes deste anel foram as principais caracteristicas
exploradas no fragmento benzoila, que para a maioria dos compostos permaneceu ligado a
piperazina via uma funcao amida. Em seguida, mantendo na estrutura o fragmento benzoila
para qual a atividade e seletividade foram as melhores, o fragmento pirazina foi investigado,
explorando principalmente o tipo de anel azina e seus possiveis substituintes, e o linker
piperazina ficou finalmente no foco do estudo, avaliando trocas bioisostéricas da piperazina.
Derivados hibridos, combinando os fragmentos mais promissores identificados, foram também

considerados (Figura 6).

ETAPA 4:

N
N N\)
N
[ j/ Combinagéo dos
N/ ‘ » ‘ melhores fragmentos em

derivados hibridos

1
ETAPA 1: (12 derivados)
. o ETAPA 2:
41 derivados modificados no . L ETAPA 3:
P— 19 derivados modificados no . S
fragmento benzoila: tipo de anel N . . 3 derivados com bioisdsteros

fragmento pirazina: tipo de azina e

aromatico e substituintes (natureza, -
substituintes

posicéo, efeitos -I/+M/-M)

para o linker piperazina

Figura 6. Planejamento para o estudo de SAR da série de pirazinilpiperazinas.
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III) 1. Sintese e atividade biolégica do hit inicial 1 e dos derivados com modifica¢oes

no fragmento benzoila
III) 1. 1. Sintese e atividade biologica do Ait inicial 1

Primeiramente, o it 1 foi sintetizado a partir dos compostos 3 e 4, seguindo uma rota
convergente (Esquema 1). 3 foi obtido gragas a uma substitui¢do nucleofilica aromatica (SnAr)
na 2-cloropirazina com um excesso de piperazina em isopropanol, € 4 foi o produto da mono-
cloragdo do acido 4-hidroxibenzoico em metanol seguida da hidrélise do éster metilico formado
na primeira etapa. Finalmente, uma amida¢ao mediada por EDC/HOBLt entre 3 ¢ 4 deu o Ait 1

com 50% de rendimento.

) NaOH (2 M)

HCI, H,0, (33 %) ci 2 HCl 2M
————— MeO
MeOH |

(64%)

HO
(\NH o
I/\NH OH

4 (99%) (\N ¢l
" —>[ j - N
EDC, HOBt BN OH
et
N

3 (100%)

1 (50%)

Esquema 1. Sintese do Aif 1.

Reagentes e condigdes: (a) 70 °C, 3 h, 64% (b) 1) MeOH, ta, 2 h 2) 0 °C, 99% (c) Na,COs, iPrOH, 80 °C, 24 h,
95% (d) EtsN, DMF, ta, 48 h, 50%.

A estrutura de 1 foi confirmada por espectroscopia RMN de 'H e '*C, assim como por
espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS). Os trés sinais mais desblindados no
espectro de RMN de 'H (Figura 7), com deslocamentos em 8.10, 8.07 ¢ 7.85 ppm, foram
atribuidos aos trés d&tomos de hidrogénio do anel pirazina, mais desblindados que os hidrogénios
aromaticos do fragmento benzoila por conta da presenga de um dtomo de nitrogénio endociclico
na vizinhanga de cada hidrogénio do anel pirazina. Apesar da multiplicidade nao ter ficado bem
definida para esses trés sinais, o dupleto mais blindado pdde ser atribuido ao atomo de
hidrogénio em posi¢do orto em relagdo a pirazina, devido ao efeito doador de elétrons por
ressonancia exercitado pela pirazina nesta posi¢ao orto, resultando assim num sinal mais
blindado para este hidrogénio. O valor da constante de acoplamento também ¢ coerente com
uma constante de tipo J", resultante de um acoplamento com o hidrogénio em posi¢do para

em relacdo a pirazina. Os trés outros sinais na zona de deslocamento de hidrogénios aromaticos
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foram atribuidos aos trés hidrogénios do fragmento benzoila, sendo o mais desblindado deles
(7.41 ppm) atribuido ao hidrogénio orto-carbonila vizinho ao substituinte meta-cloro devido a
constante de acoplamento dele, caracteristica de um acoplamento meta (J = 1.8 Hz). O duplo
dupleto em 7.20 ppm foi atribuido ao outro hidrogénio orto-carbonila, sendo este o inico capaz
de acoplar com acoplamentos orto (J = 8.3 Hz) e meta (J= 1.8 Hz), e o sinal em 6.94 ppm foi
atribuido ao hidrogénio meta-carbonila, sendo ele mais blindado do que os outros dois
hidrogénios benzoila por conta do efeito doador de elétrons por ressonancia do substituinte
hidroxila. Finalmente, o multipleto referente a oito hidrogénios equivalentes foi atribuido aos
hidrogénios do anel piperazina. No RMN de '*C (Figura 8), o sinal mais desblindado ¢ referente
ao carbono da fun¢do amida, para quais deslocamentos entre 160 ¢ 180 ppm sao esperados. O
sinal em 154.8 ppm foi atribuido ao carbono quaternario do anel pirazina, diretamente ligado a
dois atomos de nitrogénio, mais eletronegativos e, portanto, responsaveis por este
deslocamento. O carbono sustentando o substituinte hidroxila no fragmento benzoila
apresentou deslocamento em 153.1 ppm, e os trés carbonos primarios na pirazina tiveram
deslocamentos de 141.9, 134.0 e 131.3 ppm, respectivamente, sendo o carbono meta-pirazina,
nao sujeito ao efeito doador por ressonéncia da pirazina, o mais desblindado dos trés. Os dois
carbonos orto-carbonila no fragmento benzoila tiveram deslocamentos proximos, em 128.9 e
128.0 ppm, com o mais desblindado sendo aquele mais proximo ao substituinte meta-cloro, por
conta do efeito retirador por inducao deste. O sinal em 128.6 ppm, cuja menor intensidade ¢
caracteristica de carbonos quaternarios, foi atribuido ao carbono do anel benzoila diretamente
ligado a carbonila da amida, por este carbono ser mais desblindado que o outro carbono
quaternario deste fragmento, que sustenta o substituinte meta-cloro e € sujeito a doagdo de
elétrons por ressonancia por parte da hidroxila, e cujo sinal aparece em 120.3 ppm. Por fim, o
carbono primdario meta-carbonila foi associado com o sinal mais blindado da regido aromatica,
em 116.4 ppm, e o sinal em 44.8 ppm foi atribuido aos oito carbonos da piperazina. Além destes
dados de RMN confirmando a estrutura de 1, o espectrograma de HRMS (Figura 9) deste
composto também identificou massas condizentes com a estrutura dele com erro inferior a 5
ppm, com o sinal em 341.0773 m/z sendo referente ao aduto de 1 com sddio e o sinal em
343.0745 m/z sendo caracteristico da presenca de cloro na molécula, devido a série isotopica
deste elemento. Foram também observados os sinais referentes ao cation [M+H]" de 1 em

319.0954 m/z e ao aduto com potassio em 357.0513 m/z.
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Figura 7. Espectro de RMN de 'H de 1 (400 MHz, CDCls).
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Figura 9. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 1.

Com 1 sintetizado e caracterizado, foi possivel confirmar a sua poténcia, que ficou
menor no ensaio realizado neste trabalho (ICso = 11.9 uM (L. infantum) e 11.7 pM (L.
braziliensis)) do que previamente reportado (ICso = 0.31 uM (L. donovani)).?® Esta diferenca
pode provavelmente ser devida as diferencas tanto em termos do tipo de ensaio biologico

realizado quanto em termos de espécies de parasitas Leishmania usadas nos ensaios.

III) 1. 2. Sintese e atividade bioldgica dos derivados de amida, sulfonamida e fenol

5-13

Em seguida, um primeiro lote de derivados foi planejado, para identificar os grupos
farmacoféricos no anel benzoila de 1 (compostos 5 —10, 12 e 13, Tabela 2) e avaliar a influéncia
dos efeitos eletronicos por ressonancia sobre a atividade (composto 11, Tabela 2). Os derivados
de amida §, 6, e 10 — 13 foram sintetizados com rendimentos de 25 a 56% a partir da amina (3)
e do 4cido carboxilico correspondente, usando EDC e HOBt como reagentes de acoplamento
(Esquema 2). As tinicas excec¢des foram a benzamida 10, sintetizada usando cloreto de benzoila
em condicdes basicas (24% de rendimento), e a para-trifluorometilbenzamida 11, obtida em
42% de rendimento usando HBTU como reagente de acoplamento. O derivado de sulfonamida
8 foi preparado a partir da amina 3 e de cloreto de 4-metoxibenzenosulfonila, em condigdes
basicas. A demetilagao subsequente de 8 com BBr3 permitiu isolar 9 com 99% de rendimento.
O fenol 7 foi obtido da SnAr na 2-cloropirazina com dicloridrato de 4-piperazinilfenol em

condicdes basicas (Esquema 2).
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Esquema 2. Sintese dos derivados amida, sulfonamida e fenol 5 - 13.

8 (81%) 9 (99%)

Reagentes e condigdes: (a) Para 5, 6,12 ¢ 13: EDC, HOBt, Et;N, DMF, ta, 18 — 50 h, 25 — 56% / Para 10: PhCOCI,
Et;N, DCM, atm. Ar, ta, 24 h, 24% / Para 11: HBTU, Et;N, DMF, ta, 42 h, 42% (b) iPrOH/DMF (1:2), 90 °C, 24
h, 20% (c) EtsN, DCM, ta, 24 h, 81% (d) DCM, atm. Ar, 0 °C — ta, 24 h, 99%.

Estes primeiros resultados permitiram identificar a para-hidroxila de 1 como sendo o
grupo farmacoforico, além de possibilitar a identificagdo de outras caracteristicas chave no
fragmento benzoila para a atividade anti-Leishmania. Primeiro, a presenca de um atomo de
cloro na posi¢do mefa ndao ¢ muito importante para a atividade, visto a poténcia contra L.
infantum quatro vezes maior de 6 (sem o substituinte meta-Cl) quando comparado com 1. Ligar
a piperazina e o anel benzoila com uma amida ¢ essencial para a atividade, como o mostram as
quedas de poténcia observadas quando o fenol esta diretamente ligado a piperazina (composto
7, Tabela 2) ou quando a amida estd sendo trocada por uma sulfonamida (compostos 8 e 9,
Tabela 2). Substituintes que ndo sejam um atomo de hidrogénio na benzoila também sao
requeridos, visto a perda de poténcia consequente apresentada pelo derivado benzamida 10.
Entretanto, como o evidenciam as perdas de poténcia dos derivados meta-cloro 5 e para-
trifluorometila 11 (Tabela 2), de cinco a dez vezes menos ativos que o Aif 1, substituintes que
exercitem seus efeitos eletronicos por ressondncia sao mais recomendaveis para aumentar a

poténcia antileishmanial dessa série. A posicdo para do grupo hidroxila no anel também ¢
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importante, pois a atividade decaiu progressivamente de acordo com a proximidade entre os

grupos hidroxila e carbonila (compostos 12 ¢ 13 vs 6, Tabela 2). Todas estas caracteristicas

(ligagdo com uma fun¢do amida, substituinte com efeito por ressonancia, para-hidroxila)

podem ser encontrados em 6, derivado que resultou num aumento interessante em poténcia

(duas e quatro vezes maior que 1 contra L. braziliensis e L. infantum, respectivamente) e

seletividade (trés e sete vezes maior que 1) (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade antileishmanial e seletividade in vitro do hit 1 e dos derivados 5 - 13.

(\N
N\ N\)
(J

A

L. infantum

L. braziliensis

THP-1

d
Composto Estrutura ICso (SI)* 1Cso (SI)® CCso* clog(P)
(o]
cl 11.9+22 11.7+0.7
1 \8‘\©: 46) 45) 541.6+ 1.6 1.36
OH
(o]
cl 112.7+2.1 93.4+3.0
5 662.2 + 6.1 1.77
\)k©/ (©) ™
(o]
31413 7.6+32
6 \8‘\©\ (346 (141 1074 + 4.7 0.85
OH
OH
43.6+3.9 271436
7 \(©/ > 89) G 144) >3901 1.14
\\S//0
1223+ 42 94.1+8.1
8 X Coa 1) >2990 0.97
OMe
\\s//0
156.7+2.4 113.4+ 4.6
9 X \@\ 06 Ao 2507+ 0.4 0.54
OH
(o]
63.1+1.6 247402
10 \)J\© (0 29) 716.5+ 3.4 1.26
0
84.5+ 2.4 55.7+3.1
11 4209+ 1.9 2.34
\8‘\@ ) ®)
CF

3
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OH 253+0.1 14.1+£2.6

12 (87) (156) 2201+9.2 0.84
o OH
58.8+24 85.2+29
13 (45) 31 2620+ 5.7 0.98
. 0.25+0.04 0.13+0.01
AmB - (1455) (2798) 363.8+1.6 -

2: Valor de ICso (uM) para a inibig@o do crescimento de L. infantum em macrofagos THP-1 (média de pelo menos
duas determinagdes independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs/ICso; *: Valor de ICso (uM) para a
inibicdo do crescimento de L. braziliensis em macréfagos THP-1 (média de pelo menos duas determinacdes
independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs¢/ICso; °: Valor de CCsp (uM) medido em macrofagos
THP-1 (média de pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); ¢: Valores de log(P) calculados com
a ferramenta web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php)*®; ¢: A anfotericina B (firmaco de
referéncia) foi usada como controle positivo. A determinagdo dos valores de ICso e CCso foi realizada por Me.

Mariza Gabriela Faleiro de Moura Lodi Cruz e Prof®. Dr?. Silvane Maria Fonseca Murta (FIOCRUZ Minas).

IID) 1. 3. Sintese e atividade biolégica dos derivados picolinicos e nicotinicos 14 —

24

Depois, a influéncia da incorporacdo de um atomo de nitrogénio no anel benzoila foi
avaliada, por conta dos potenciais beneficios que tal modificacdo pode trazer em termos de
estabilidade metabélica e de lipofilicidade.>’** Como a presenca de um atomo de nitrogénio
endociclico pode afetar de maneira significativa a resposta bioldgica aos compostos, esse lote
ainda apresentou uma certa diversidade nos efeitos eletronicos e na posi¢do dos substituintes
no anel heterociclico dos compostos, para verificar se as conclusdes sobre o substituinte do anel
aromatico obtidas anteriormente com anéis benzoila ainda estdo validas com anéis piridina
(Tabela 3). Os derivados picolinicos e nicotinicos 14 — 20 e 23 foram preparados por
acoplamento de amida usando EDC/HOBt como sistema de acoplamento (Esquema 3), com
rendimentos de 70 a 98%. A SnAr de 20 com a amina correspondente levou a obtencao dos
derivados nicotinicos 21 e 22, com um rendimento muito maior quando a substitui¢do foi
efetuada com uma amina secundaria, o que ¢ coerente com a maior nucleofilicidade das aminas
secunddrias vs primarias. O derivado nicotinico para-hidroxila 24 proveio da desmetilagao de

23 usando BBrs.
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Esquema 3. Sintese dos derivados picolinicos e nicotinicos 14 - 24.

Reagentes e condigdes: (a) EtsN, DMF, ta, 32 — 72 h, 70 — 98% (b) Na,COs (2 eq), DMF, 100 °C, 80 h, 40 — 84%
(c) DCM, atm. Ar, 0 °C —ta, 26 h, 22%.

Na maioria dos casos, incorporar um atomo de nitrogénio no anel aromatico levou a
uma perda significativa de poténcia, ou até a perda completa de atividade (composto 15, Tabela
3). Os derivados picolinicos tiveram o pior impacto na atividade quando comparados com os
analogos benzoicos correspondentes (16 vs 6, redugdo da atividade de mais de uma ordem de
grandeza contra L. infantum), e deveriam, portanto, serem evitados. No caso dos derivados
nicotinicos, embora alguns nao tenham apresentado uma poténcia ideal, dois anélogos
nicotinicos com um substituinte para semelhante a para-hidroxila de 6 demostraram uma
atividade semelhante contra Leishmania (compostos 19 e 23). O composto 24, andlogo
nicotinico direto de 6, mostrou uma atividade surpreendentemente baixa, fato que pode ser
explicado pelo equilibrio tautomérico entre as formas hidroxinicotinica e amida do anel
benzoila de 24, diminuindo assim a fra¢do de forma para-hidroxila disponivel. Os outros
derivados nicotinicos 21 e 22, com substituinte para tendo efeitos estereoeletronicos
comparaveis com o grupo amino de 19, foram planejados para avaliar a influéncia da restri¢cao
conformacional e da disponibilidade de um dtomo de hidrogénio no substituinte para. De modo
interessante, o derivado de pirrolidina 21, com maior restri¢do conformacional, chegou a niveis
de poténcia comparaveis com 19, enquanto a ciclopentanamina 22 ficou muito menos ativa. O
intermediario comum desses dois compostos, 20, também demonstrou uma das melhores
poténcias da série contra L. infantum, mas nao foi levado em consideragdao para os proximos

passos apesar da alta poténcia, devido a alta suscetibilidade a nucleo6filos do seu anel 2-
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halopipidina.*® Tais resultados sugerem que substituintes para com efeitos eletronicos por
ressonancia sao necessarios para manter uma poténcia alta, e que derivados nicotinicos sao
tolerados, porém ndo necessarios para melhorar a atividade. Substituintes mais volumosos
podem também ser tolerados, com uma preferéncia para grupos com restricdo conformacional,
alta torsdo de ciclo e pouca livre rotagdo em torno do atomo diretamente ligado ao anel
aromatico. Assim, o composto 6, que foi inicialmente sintetizado para determinar o grupo
farmacoforico do it inicial, foi usado para planejar os préximos derivados da série, por ter se

mantido o composto mais potente das investigacdes preliminares.

Tabela 3. Atividade antileishmanial e seletividade in vitro dos derivados picolinicos e nicotinicos 14 - 24.

(o)

Y
(Y™

L. infantum L. braziliensis THP-1 d
Composto Estrutura ICso (SI)* 1Cso (SI)® CCso* clog(P)
6 A@\ 3'(131:61)'3 7'(611:13)'2 1074 £ 4.7 0.85
OH
y B 64.8& 0.7 34.9;2[ 12 133433 0.63
® (18) (32)
B
15 No 743(5 ;:')6‘3 35% “5*)6‘3 1697 + 1.5 1.69
CF;
X 1278459 94.0+ 6.1
16 | > 3505 0.21
\ >27) >37)
Z OH
N 3524 1.1 321421 10483 =
17 AEJ\ (298) (327) 12.6 1.59
NT cF,
N 141.7+7.0 1323442
18 ® <26 Ca8) >3713 0.54
N
N 501421 119+1.1
19 m (524 (224) 2670 £ 6.0 0.14
NZ NH,
S 1914 101423
20 349.0 + 4.7 1.15
N Cl
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| 53+23 59+£32

21 2804+ 0.8 1.17
N7 D (53) (48)
N
. | 280.5+ 5.8 B74E12 Lo
= (3) )
N N
H
N 6243.0 175412
23 1434 £2.4 0.66
| (231) (82)
N OMe
X 175.8 4 4.5 18444 1.5
24 A(j\ o) o) > 3505 033
N OH
. 0.25+ 0.04 0.13 4 0.01
AmB ] ass) 2798) 363.8+ 1.6 ;

2: Valor de ICso (uM) para a inibig¢do do crescimento de L. infantum em macrofagos THP-1 (média de pelo menos
duas determinagdes independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs/ICso; *: Valor de ICso (uM) para a
inibicdo do crescimento de L. braziliensis em macréofagos THP-1 (média de pelo menos duas determinagdes
independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs¢/ICsp; ¢: Valor de CCso (uM) medido em macrofagos
THP-1 (média de pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); ¢: Valores de log(P) calculados com
a ferramenta web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php)*®; ¢: A anfotericina B (firmaco de
referéncia) foi usada como controle positivo. A determinagdo dos valores de ICso e CCso foi realizada por Me.

Mariza Gabriela Faleiro de Moura Lodi Cruz e Prof®. Dr® Silvane Maria Fonseca Murta (FIOCRUZ Minas).

III) 1. 4. Sintese e atividade biologica dos derivados para-substituidos 25 — 29

Com a importancia para a atividade da posi¢do para no fragmento benzoila confirmada,
foi dado uma atengdo particular a essa posi¢ao para a proxima etapa da investigacao (compostos
25 — 29, Tabela 4). De maneira mais especifica, este lote de compostos foi planejado com
objetivo de avaliar o impacto dos efeitos eletronicos por ressonancia do substituinte para,
mantendo o mesmo efeito retirador por indu¢do que o grupo hidroxila. Além disso, a relativa
diversidade dos grupos doadores por ressonancia incorporados nos derivados desse lote também
permitiu avaliar se a formagao de ligagdes de hidrogénio na posi¢do para tinha uma influéncia
significativa sobre a atividade. As condi¢des previamente descritas (amidacdo com EDC e
HOBt) foram usadas para a sintese dos derivados para-substituidos, a partir da amina 3 e do

acido carboxilico para-substituido adequado, com rendimentos de 45% a 79% (Esquema 4).
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o] /(
NO,

o 25 (70%)

(\NH /\ AOCF3
R N
Xy

28 (70%)

[ ]/ EDC HOBt 26 (65%) A
A N OMe
N7

N 29 (45%)

~./

N
27 (79%)
Esquema 4. Sintese dos derivados para-substituidos 25 - 29.
Reagentes e condigdes: (a) EtsN, DMF, ta, 46 — 72 h, 45 — 79%.

Os resultados apresentados na Tabela 4 sugerem que a capacidade para estabelecer
ligacdes de hidrogénio do substituinte para tem pouca relevancia para a atividade, que seja
como doador ou aceptor de ligagcdes H: 27 é um excelente aceptor de ligagcdes H gragas ao seu
fragmento tetrazol, mas a atividade dele ficou comparavel com a de 6, composto capaz tanto de
aceitar quanto de doar ligagdes de hidrogénio, e ficou também comparavel com 29, andlogo
préoximo de 6 capaz somente de aceitar ligagdes H. Conforme mostrado na Tabela 4, inverter o
efeito por ressonancia de um efeito doador para um retirador de elétrons (compostos 25 e 26)
levou a uma poténcia de 5 a 71 vezes menor que 6, tal perda de atividade ficando maior com o
aumento da intensidade do efeito retirador (26, com efeito retirador moderado, vs 25, exercendo
um efeito retirador mais forte). Os outros derivados (27 — 29) com efeito doador de elétrons por
ressonancia mantiveram uma atividade e seletividade comparaveis com 6. Portanto, esses
resultados apontam que substituintes com efeitos doadores de elétrons por ressonancia no anel

benzoila sdo cruciais para a atividade contra Leishmania dessa série de compostos.

Tabela 4. Atividade antileishmanial e seletividade in vitro dos derivados para-substituidos 25 - 29.

(o)

O
Y™

L. inf. 1Cso L. bra. ICso THP-1

d
Composto Estrutura (SIy* (S CCst clog(P)
31+£1.3 7.6+£3.2
6 (346) (141) 1074 +4.7 0.85

OH
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221.042.9 161.0 £ 1.1
25 AO\ 13y a7 2810 + 3.0 0.71
NO,

159+3.0 27+21
26 /\©\ o o 1289 + 7.0 1.03
NS
58+1.1 8.9+0.84
27 A@\N/N\\ (349) 293) 2607 £ 5.6 0.56

75+£1.0 17.5+£2.6
28 A@\ 1s) @) 8653+ 1.8 2.13
OCF,
45+0.7 10.1+28
29 A@\ 520 s, 1901 + 13 1.24
OMe

0.25 + 0.04 0.13+0.01
(1455) (2798)

2: Valor de ICso (uM) para a inibigdo do crescimento de L. infantum em macrofagos THP-1 (média de pelo menos

AmB° 363.8+£1.6 -

duas determinagdes independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs/ICso; *: Valor de ICso (uM) para a
inibicdo do crescimento de L. braziliensis em macréfagos THP-1 (média de pelo menos duas determinagdes
independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs¢/ICsp; ¢: Valor de CCso (uM) medido em macrofagos

THP-1 (média de pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); ¢ Valores de log(P) calculados com

a ferramenta web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php>’; ¢: A anfotericina B (farmaco de referéncia)

foi usada como controle positivo. A determinagio dos valores de ICso e CCs foi realizada por Me. Mariza Gabriela

Faleiro de Moura Lodi Cruz e Prof®. Dr*. Silvane Maria Fonseca Murta (FIOCRUZ Minas).

III) 1. S. Sintese e atividade biolégica dos derivados com anéis aromaticos

diversificados 30 — 34

Levando em consideragdo que todos os derivados com maior atividade sdo derivados
benzdicos ou nicotinicos, com substituintes doadores de elétrons por ressonancia na posi¢ao
para, ¢ levando também em consideragdo a poténcia similar e seletividade maior que 6
apresentadas pelo derivado de tetrazol 27, mais volumoso, foi decidido avaliar na sequéncia a
influéncia da distancia entre a carbonila e o substituinte para. Para isso, compostos mais
volumosos foram planejados, todos com um substituinte para-hidroxila, afim de avaliar a
influéncia tanto da distancia carbonila-OH quanto do volume do anel aromatico (30 — 33,
Tabela 5). A ureia de imidazol 34, de tamanho menor, também foi sintetizada como parte da
avaliacdo do volume do anel aromatico. A reacdo entre a amina 3 e o acido carboxilico

correspondente, mediada por EDC/HOBL, rendeu as amidas 30, 31 e 33, com rendimentos de
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49%, 61% e 93%, respectivamente (Esquema 5). O derivado 32 foi obtido de maneira
quantitativa apds remocao do grupo protetor Boc de 31 em condigdes acidas, e a reagdo entre o

CDI e a amina (5) em DCM permitiu isolar a ureia 34 com 69% de rendimento.

(o} (o}

A Ay
_wTR (\N
[ ]/ EDC(aI;lOBt [N\j/N\)

OH I I OH

33 (93%)

-4

S

N

(J

(\NH
C, TU T( j

I

4 (69%)

Esquema 5. Sintese dos derivados 30 - 34.

Reagentes e condigdes: (a) EtsN, DMF, ta, 20 — 50 h, 49 — 93% (b) HCI (2 M em EtOAc), MeOH, 0 °C —ta, 30 h,
100% (c¢) DCM, 0 °C — ta, 12 h, 69%.

Estes resultados permitiram concluir que a distancia entre os grupos hidroxila e
carbonila ndo ¢ um parametro chave para a atividade antileishmanial (Tabela 5). De fato, os
derivados de naftol 33 e de tirosina 32 exibiram atividades drasticamente diferentes, apesar de
manter distancias carbonila-OH comparaveis, mas em conformacdes espaciais diferentes. O
volume do anel aromatico parece também ser de menor importancia, visto as atividades no
baixo micromolar apresentadas tanto pela menor ureia de imidazol 34 quanto pelo maior naftol
33. A caracteristica que se destaca desses compostos € a presenca de substituintes maiores no
atomo em posicao a da carbonila, evidenciada pelas quedas de atividade apresentadas pelos
derivados cafeico 30 e tirosina 32 em comparagdo com seus respectivos andlogos naftol 33 e
N-Boc-tirosina 31. Entretanto, apesar da sua atividade e seletividade estarem de quatro a sete
vezes maior que 1, o intermedidrio N-Boc-tirosina 31 ndo foi mais considerado para o

planejamento de novos derivados, pois a sua atividade alta pode ser relacionada mais a sua alta
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lipofilicidade por conta do grupo Boc do que as suas propriedades estruturais intrinsecas, €
também porque esse derivado pode rapidamente perder poténcia in vivo ap6s metabolizacdo no
derivado de tirosina 32. Assim, dada a alta poténcia e seletividade exibida pelos compostos 33
e 34, a presenca de anéis no atomo a-carbonila ¢ necessaria para melhorar a atividade
antileishmanial da série, independente de se estiverem derivados benzoicos, nicotinicos ou
naftoicos, enquanto eles tiverem um substituinte doador de elétrons por ressonancia na posi¢ao

para.

Tabela 5. Atividade antileishmanial e seletividade in vitro dos derivados 30 - 34.

(o)

(\N)S/
™
Z
N
L. infantum L. braziliensis THP-1 d
1Cs0 (SD* ICs0 (SD)” cCxe  “loe®

31+13 7.6+32
6 A@\ e (4D 1074 + 4.7 0.85
OH
= OH
1052+ 1.6 74.6+3.7
30 A/\@: o) & 41) > 3064 0.84
OH

Composto Estrutura

. 29+0.6 94+23
31 i (349) (108) 1012+£2.5 1.54
Boc” OH
86.5+6.3 692+2.6
32 : 2408 + 27 0.39
Aﬁ/\@\ (28) (35)
OH
33427 26+02
33 A“\ o (306) 796.1 £5.5 1.75
OH
73+15 92+3.1
N \ -
34 \QN 438) (347) 3194 + 26 0.03
. 0.25 + 0.04 0.13+0.01
AmB - (1455) (2798) 363.8+ 1.6 -

2: Valor de ICsp (WM) para a inibi¢ao do crescimento de L. infantum em macréfagos THP-1 (média de pelo menos
duas determinagdes independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs/ICso; *: Valor de ICso (uM) para a
inibi¢do do crescimento de L. braziliensis em macréfagos THP-1 (média de pelo menos duas determinagdes
independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs¢/ICsp; ©: Valor de CCsp (uM) medido em macrofagos
THP-1 (média de pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); ¢: Valores de log(P) calculados com

a ferramenta web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php?’; ¢: A anfotericina B (farmaco de referéncia)
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foi usada como controle positivo. A determinagdo dos valores de ICso e CCs foi realizada por Me. Mariza Gabriela

Faleiro de Moura Lodi Cruz e Prof*. Dr®. Silvane Maria Fonseca Murta (FIOCRUZ Minas).

III) 1. 6. Sintese e atividade biologica dos derivados benzoicos disubstituidos 35 —

44

Apos ter identificado as caracteristicas mais importantes para o fragmento benzoila
(ligado por uma amida a piperazina, sem /linker adicional entre o anel e o grupo carbonila,
substituido em para com um substituinte -I/+M, e com uma certa tolerancia para anéis
nicotinicos e naftalenos), o SAR foi concluido com a exploragdo de anéis disubstituidos, ou
com uma hidroxila e um halogénio, de modo analogo a 1, ou com dois grupos hidroxila (Tabela
6). Os intermediarios metoxilados desses compostos disubstituidos também foram avaliados,
para providenciar uma comparagdo mais extensa dos substituintes hidroxila e metoxila, ambos
encontrados em derivados com algumas das maiores atividades antileishmaniais dentro dos
derivados para-monosubstituidos (compostos 6 ¢ 29, Tabela 4). Acoplamento de amida entre a
amina 3 ¢ o acido carboxilico disubstituido correspondente rendeu os derivados metoxilados
com rendimentos de 57 a 85% (Esquema 6). Os derivados hidroxilados foram
convenientemente sintetizados a partir dos derivados metoxilados correspondentes, usando

BBr; para realizar as mono- e di-desmetilagdes com rendimentos de 42 a 91%.
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HO X 0 0

N OH 7 (\"JS/ (1 M n BCM) (\”JS/
_— —_—
[ j EDC, HOBt [N\j/N\) (b) [N\j/N\)
N ~

(a)

P/
3 N N
OMe OH
OMe OH
| A@\F
Cl Cl
35 (75%) 37 (61%) 36 (90%) 38 (77%)
OMe OH
OMe OH
OMe OH
OMe OH
39 (83%) 41 (57%) 40 (42%) 42 (49%)
OMe OH
OMe i OH
43 (85%) 44 (91%)

Esquema 6. Sintese dos derivados disubstituidos 35 - 44.

Reagentes e condicdes: (a) EtsN, DMF, ta — 80 °C, 44 — 92 h, 57 — 85% (b) BBr3 (1 M em DCM) (5 — 10 eq),
DCM, atm. Ar, 0 °C —ta, 17 —53 h, 42 - 91%.

Os derivados com um substituinte metoxila/hidroxila e um halogénio forneceram
resultados interessantes a respeito do padrdo de substituicdo do anel e a natureza dos
substituintes. Derivados com uma metoxila na posi¢do orto (35 e 37, Tabela 6) apresentaram
uma poténcia comparavel com o it 1, e esta modificagdo até provou ser ligeiramente beneficial
para a poténcia contra L. braziliensis quando foi mantido o substituinte 5-Cl em 35. Trocar o
halogénio de um 5-Cl (kit 1 e 35) por um 4-F em 37 foi prejudicial para a atividade contra as
duas espécies de Leishmania, apesar de ter ficado em niveis compardveis com 1 contra L.
braziliensis. Desmetilar os compostos 35 € 37 levou a uma poténcia duas a trés vezes superior
para ambos compostos desmetilados (36 e 38), sugerindo que no caso de compostos
disubstituidos, o grupo hidroxila tem tendéncia a ser uma melhor opcdo que uma metoxila, e
que a presenga dessa hidroxila na posi¢ao para € menos importante em derivados disubstituidos
do que em monosubstituidos. Essas duas tendéncias foram confirmadas pelos derivados
dimetoxilados 39 e 41, cuja poténcia foi drasticamente inferior aquela da maioria dos compostos
do SAR, enquanto seus analogos desmetilados 40 e 42 exibiram uma poténcia antileishmanial
alta. Em especifico, o derivado 2,3-dihidroxila 40 apresentou uma poténcia semelhante a 6 e

quatro vezes maior que 1 contra L. infantum e uma poténcia contra L. braziliensis melhorada
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38 vezes quando comparado com 6 ¢ 58 vezes quando comparando com 1, chegando a niveis
de poténcia nanomolar contra L. braziliensis (ICso = 0.2 uM). A alta atividade de 40 pode
sugerir algumas pistas para a elucidagdo de um possivel mecanismo de a¢do desse composto,
em qual a carbonila e o orfo-OH possibilitam uma quelacdo ou uma ligacao de hidrogénio
parecida com um anel de 6 membros, o que poderia aumentar a afinidade de 40 para o seu alvo
biolodgico enquanto deixaria livre o substituinte 3-hidroxila para se envolver na interagdo
composto/alvo responsavel pela atividade antileishmanial, aumentando assim a poténcia de 40
quando comparado com os compostos 6, 33 ¢ 42. Esses trés compostos possuem o mesmo grupo
hidroxila que 40, livre para interagir com o possivel alvo e causar seu efeito anti-Leishmania,
porém eles ndo beneficiam do aumento na afinidade pelo alvo possivelmente causado pela
presenca do orto-OH adicional de 40, o que pode ter tendéncia a deixar 6, 33 ¢ 42 ligeiramente
menos potentes que o derivado 2,3-dihidroxila 40. Um detalhe importante ¢ que a atividade
nanomolar de 40 foi observada somente contra L. braziliensis, enquanto se manteve no baixo
micromolar contra L. infantum. O sequenciamento ¢ a comparacao dos genomas de Leishmania
major, L. infantum ¢ L. braziliensis mostrou que L. braziliensis possui 47 genes especificos a
sua espécie e que aproximadamente o mesmo numero de genes esté faltando ou degenerado em
L. braziliensis, quando comparado com as duas outras espécies. Dentro dessas variagdes, o gene
responsavel pela oxoreductase é encontrado como o pseudogene LbrM23 V2.0770 em L.
braziliensis*!, e essa espécie também possui diversas copias do gene encodado pela enzima
NADH-dependente fumarate reductase.*” Tais particularidades genéticas podem contribuir a
explicar a poténcia de 40 14 vezes maior contra L. braziliensis do que contra L. infantum.
Entretanto, o fragmento catecol de 40 ¢ classificado como PAINS (Pan-Assay Interference
Compounds), devido a possibilidade dos catecdis sofrerem oxidagiio enzimética em quinonas.*’
Assim, o composto 44 e seu intermedidrio 43 foram planejados, para combinar as interessantes
orto-hidroxila de 40 e para-hidroxila de 6 sem provocar alertas PAINS relacionadas a catecdis.
Infelizmente, a poténcia de 43 e ultimamente de 44 contra ambas as espécies de Leishmania
permaneceu mediana, apesar de confirmar a maior poténcia dos derivados di-hidroxilados

quando comparados com di-metoxilados.
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Tabela 6. Atividade antileishmanial e seletividade in vitro dos compostos disubstituidos 35 - 44.

(\N
N\ N\)
(J

L

L. infantum

L. braziliensis

THP-1

d
Composto Estrutura ICs0 (SI)® 1Cso (SI)® CCso* clog(P)
Cl
11.9+22 11.7+0.7
1 AC[ e (46) 5416+ 1.6 1.36
OH
31+13 7.6+32
6 A@\ e (4D 1074 £ 4.7 0.85
OH
OMe
275+08 78+0.5
35 A@ 37) (130) 1011+5.9 1.75
Cl
OH
108+ 1.0 45+2.1
36 A@ (149) (357) 1605 + 25 1.54
Cl
OMe
343+2.4 13.1+2.8
37 A@\ ) (100 1357+ 0.9 1.54
F
OH
142+1.1 258+2.1
38 A@\ 0 ) 1129 + 8.7 1.24
F
OMe
OMe 112.5+1.2 82.1+£28
39 A@/ (1) (24) 1999 + 0.6 1.16
OH
OH 28+1.1 02+0.2
40 A@/ & 1189) & 16630) > 3330 0.63
OMe 553+ 0.8 33.6+43
41 13) o 721.0+ 6.2 1.23
OMe
OH 3.5+0.8 9.4+2.8
42 407) (151) 1423 + 11 0.49
OH
OMe
26.4+08 30.6+3.3
43 A@\ s 16 482.5+9.7 1.24

OMe
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OH

21.9+1.0 19.1+£2.6
44 (20) (23) 4432+ 1.4 0.64
OH
. 0.25+0.04 0.13+0.01
AmB - (1455) (2798) 363.8+1.6 -

: Valor de ICso (uM) para a inibig¢@o do crescimento de L. infantum em macrofagos THP-1 (média de pelo menos
duas determinagdes independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs/ICso; *: Valor de ICso (uM) para a
inibi¢do do crescimento de L. braziliensis em macroéfagos THP-1 (média de pelo menos duas determinagdes
independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs¢/ICso; ¢: Valor de CCsp (WM) medido em macrofagos
THP-1 (média de pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); ¢: Valores de log(P) calculados com
a ferramenta web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php)®®; ¢: A anfotericina B (farmaco de
referéncia) foi usada como controle positivo. A determinagdo dos valores de ICso e CCso foi realizada por Me.

Mariza Gabriela Faleiro de Moura Lodi Cruz e Prof®. Dr®. Silvane Maria Fonseca Murta (FIOCRUZ Minas).

III) 1. 7. Influéncia da lipofilicidade na atividade antileishmanial

Devido a tendéncia dos compostos mais lipofilicos a apresentarem atividades maiores
gracas a uma maior permeabilidade da membrana celular, o Ligand Lipophilic Efficiency (LLE)
de todos os compostos foi determinado, para avaliar a influéncia da lipofilicidade na atividade

antileishmanial deles (Figura 10).**

Os compostos mais ativos apresentaram valores de LLE
principalmente entre 4 e 5 contra ambas espécies de Leishmania (compostos 6, 19, 27, 33, 34,
e 42 contra ambos L. infantum e L. braziliensis; e adicionalmente compostos 20, 23, 29, e 40
contra s6 L. infantum) e 40 até demonstrou um LLE de 5.85 contra L. braziliensis, o que indica
que a atividade antileishmanial desses compostos pode ser ligada as suas propriedades
estruturais intrinsecas, e nio a uma interacdo hidrofobica ndo-seletiva.***¢ Esses resultados sdo
promissores para o futuro desta classe de compostos, pois tais valores de LLE podem ser
geralmente encontrados em compostos lead, leads otimizados, candidatos clinicos, e até em

alguns fArmacos com administragdo por via oral.*647
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Figura 10. Ligand Lipophilic Efficiency (LLE) de todos os compostos avaliados contra a) L. infantum e b) L.
braziliensis. LLE = pICso - clog(P).

III) 2. Sintese e atividade biologica dos derivados com modificacdes no fragmento

pirazina e no linker

III) 2. 1. Sintese e atividade biolégica dos derivados com modificacdes no anel

pirazina

A sintese dos derivados com modificagdes no fragmento arila 53 — 61 descrita no
Esquema 7 deu-se seguindo a mesma rota sintética que aquela previamente usada para a sintese
dos derivados com modificagdes no fragmento benzoila. Primeiro, os fragmentos arila
contemplados para este lote de derivados foram instalados por SxAr entre a piperazina e o
cloreto de arila correspondente, levando a obtengdo dos intermediarios arilpiperazina (45 — 52)
em rendimentos de 54 a 100%. Subsequentemente, uma reacio de acoplamento de amida com
o acido para-hidroxibenzoico rendeu os compostos desejados, apds uma rota simples em duas
etapas. Os derivados N-Boc (composto 56), piperazina (composto 62), 2-cloropirimidin-4-ila
(composto 63) e cloropiridin-4-ila (composto 64), portanto, requereram uma rota diferente e
ligeiramente mais longa (quatro etapas para chegar na instalacdo do fragmento arila em 63,
Esquema 7). Ao invés de comegar por uma reagdo de SxAr, a primeira etapa consistiu na mono-
protecdo com grupo Boc da piperazina, que foi conseguida seletivamente frente a possibilidade
de uma prote¢cdo dos dois nitrogénios da piperazina gragas a adi¢do lenta (gota-a-gota) do
reagente de prote¢do (Boc)2O a um excesso (3 equivalentes) de piperazina. A N-Boc-piperazina
assim obtida em rendimento de 68% foi em seguida submetida & uma reagdo de amida¢do com
o acido para-hidroxibenzdico, levando a obtencdo de 56. Obteve-se o derivado 62 de maneira
quantitativa ap6s desproteg¢do de 56 em meio acido, e a reagdo de SnAr subsequente com 2,4-
dicloropirimidina rendeu 63 seletivamente, devido a maior reatividade da posi¢do 4 em relagdo

a posicdo 2 deste cloreto de arila.*® Finalmente, isolou-se o derivado 64 apos hidrogendlise do
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substituinte 2-Cl de 63. Notavelmente, esta rota em quatro etapas até 63 foi inicialmente
considerada para a sintese de todos os derivados com modificacdes no fragmento arila, pois
teria permitido realizar a derivatizagdo destes derivados na ultima etapa da rota, a partir de um
intermediario comum (o composto 62, Esquema 8). Porém, tal rota somente obteve sucesso
para a sintese de 64 (Esquema 8), explicando assim o recurso a rota em duas etapas
SnAr/amidagdo, mais consistente, para a sintese dos outros derivados com modificagdes no

fragmento arila.

o
Para 45, 46 HO o
e 48 - 52:
ArcCi
(\NH (a) (\NH OH (\N
—_—— _—m
HN\) N\) N \)
Fara s R EDC, HOBt R OH
(b) © 53 - 61
45 -52
45 (54%) 9 (86%) 53 (63%) 56 (39%) 9 (81%)
46 (74%) (100%) 54 (35%) 57 (73% 0 (48%)
7 (68%) (95%) : m j)\

[J\)\ j)\ 55 (14% 58 (79%) (42%)

48 (63%) 52 96%
cl
H, Pd/C
(\ Et3N
—>
56 —> CI \)
62 (100%) 3 (79%) 4 (42%)

Esquema 7. Sintese dos derivados com modificagdes no fragmento arila 53 - 64.

Reagentes e condigdes: (a) Na,COs, iPrOH ou PrOH, 80 — 120 °C, 4 — 120 h, 54 — 100% (para 45, 46 ¢ 48 — 52);
(b) EtsN, DCM, 0 °C —ta, 16 h, 68% (para 47); (c) EtsN, DMF, ta, 15— 120 h, 14 — 81%; (d) HCI (2 M em EtOAc),
DCM/MeOH (1:1), 0 °C — ta, 24 h, 100%; (e) Na>COs, iPrOH, ta, 41 h, 79%; (f) EtOAc/MeOH (1:1), ta, 90 h,
42%.
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HO on RKN(\N OH
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Esquema 8. Tentativas de derivatizagdo por SNAr e acoplamento de amida a partir de 62.

Reagentes e condicdes: (a) Cloreto de arila correspondente, Na,COs, iPrOH, 80 °C, 65 — 120 h; (b) acido 5-
cloropirazin-2-carboxilico, EDC, HOBt, Et;N, DMF, ta — 120 °C, 144 h.

Considerando que a derivatizacao a partir de 62 teve pouco sucesso, uma rota alternativa
teve que ser considerada para a sintese do derivado diamida 67 (Esquema 9). A partir da N-
Boc-piperazina 47, um acoplamento de amida com o acido 5-cloropirazin-2-carboxilico
mediado por EDC/HOBt rendeu a cloropirazina 65, que foi submetida a desclorina¢do por
hidrogendlise para formar a pirazinamida 66. Para esta ultima etapa, a presenga de uma base
como a trietilamina provou-se necessdria para que a reagdo prosseguisse, provavelmente
capturando o HCI formado para impedir reacdes paralelas indesejadas. De fato, condigdes
padrdo de hidrogendlise (10% m/m Pd/C, H> borbulhando) apenas resultaram na degradacao
lenta de 65 apos 48 h de reacao, enquanto a mesma reacdo em presenca de EtsN formou 66 em
apenas 1 h com um rendimento de 87%. A desprotegdo de 66, seguida por um acoplamento de
amida com acido para-metoxibenzoico finalmente levou a obtengdo de 67, num rendimento

global de 11% nas 4 etapas a partir de 47.

): j)l\onCI _Boc H, Pd/C _Boc 1)HCI
_Boc Et3N (c)
i S, [
HN\) EDC HOBt
47
0, 0, 0,
(45%) (67%) EDC HOBt 67 (20%)

(c)

Esquema 9. Sintese do derivado diamida 67.

Reagentes e condicdes: (a) EtsN, DMF, ta, 44 h, 65%; (b) EtOAc/MeOH (1:1), ta, 1 h, 87%; (c) 1) HC1 (2 M em
EtOAc), DCM/MeOH (1:1), 0 °C —ta, 24 h, 100%, 2) EtsN, DMF, ta, 86 h, 20%.

A exploracao de SAR no fragmento pirazina de 6 comecou com analogos aromaticos
sem substituintes, focando na avaliagdo do impacto do numero e da posi¢ao relativa dos atomos
de nitrogénio endociclicos no anel, assim como no impacto da presenga de um anel aromatico
e no tipo de conexdo com o nucleo piperazina. Para isto, os derivados de pirimidina 53 e 64

foram planejados primeiro, permitindo uma avaliacdo da influéncia da posi¢do do segundo
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atomo de nitrogénio no fragmento pirazina, enquanto manteve-se um atomo de nitrogénio na
posicao 2 do anel. Apesar de ndo ter alcangado os mesmos niveis de poténcia que 6 (Tabela 7),
a atividade do derivado 2-pirimidinila 53 apenas caiu por um fator 5, queda de atividade muito
menor que a queda por um fator 24 apresentada por 64, sugerindo que a posicao relativa dos
atomos de nitrogénio endociclicos tenha um impacto critico sobre a atividade antileishmanial,

pelo menos quando se trata de diazinas sem substituintes.

O planejamento do analogo 2-piridinila 54 seguiu o mesmo raciocinio que para 53 ¢ 64,
almejando avaliar o impacto de um segundo nitrogénio no anel aromatico. A atividade deste
derivado, no entanto, ficou 18 vezes menor que a atividade observada com 6 e trés vezes menor
que aquela apresentada por 53 (Tabela 7), destacando entdo a superioridade das diazinas para
heterociclos sem substituintes. O tipo de heterociclo também foi investigado, com a fenila 55,
facilmente obtida a partir da N-fenilpiperazina comercial, porém sua atividade antiparasitaria
permaneceu inferior a aquela de 6 por quase uma ordem de grandeza (Tabela 7). Portanto,
derivados do tipo N-fenila ndo foram considerados para o resto do trabalho, principalmente por
razdes sintéticas, ja que esses derivados iriam requerer reagcdes de acoplamento metal-
catalisadas do tipo Chan-Evans-Lam ou Buchwald-Hartwig para serem sintetizados, reagdes
cujo custo e sensibilidade sdo bem maiores do que as reagdes de tipo SxAr usadas neste trabalho
para a sintese dos derivados azina, e que levariam a compostos para quais espera-se uma menor

atividade.

Enfim, a necessidade de um anel aromatico foi evidenciada pela atividade dos derivados
N-Boc 56 e piperazina 62, que foram 100 e 50 vezes menor que a atividade de 6,
respectivamente (Tabela 7). Por razdes sintéticas, o anidlogo diamida de 6 apresentou um
substituinte para-metoxila no lugar da para-hidroxila no fragmento benzoico, porém este
composto nao deixa de ser relevante para o estudo, ja que o trabalho de SAR desenvolvido no
fragmento benzoila detalhado na se¢do anterior mostrou que o andlogo para-metoxila de 6 tem
atividade similar a 6 (6: ICso = 3.1 uM; para-metoxila 29: ICso = 4.5 uM). Entretanto, a queda
de atividade entre 6 e a diamida 67 foi importante, o segundo mostrando uma poténcia 50 vezes
menor que o primeiro (Tabela 7), o que sugere que uma ligagdo direta N-arila entre o nucleo
piperazina e o fragmento aromatico seja preferida a outros tipos de ligagdao, como por exemplo

uma ligacao do tipo amida encontrada em 67.
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Tabela 7. Atividade antileishmanial in vitro e seletividade dos derivados de arila ndo substituidos 53 — 56, 62, 64

e 67.
(0]
N
R
Ry \) 0~ 2
L. infantum THP-1 CCso
Composto Ri R: SI* clog(P)¢
ICso (nM)® (HM)"
N\
6 [ H 31413 1074+ 4.7 346 0.85
~
N
N
53 | N H 17.140.3 >3517 > 206 1.08
~N
N
54 | N H 56.1+52 1262 + 8.0 22 1.54
z
55 H 208+49  467.0+8.8 22 2.12
(o]
56 X H >326.4 > 3624 > 10 1.66
o
62 H)\ H 1567450  1180+8.9 8 0.65
N
64 M H 745+ 13 1015+3.5 7 1.03
N =~
N
g
67 [\Nj\(\ Me 1544+45 101535 7 0.84
(o]
AmB® - - 0254004 3638+ 1.6 1455 -

2: Valor de ICso (uM) para a inibigdo do crescimento de L. infantum em macrofagos THP-1 (média de pelo menos

duas determinagdes independentes, P < 0.05); ®: Valor de CCsy (uM) medido em macrofagos THP-1 (média de
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pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); ¢:indice de seletividade = CCs¢/ICso; ¢: Valores de log(P)
calculados com a ferramenta web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php)*®; ¢ A anfotericina B
(farmaco de referéncia) foi usada como controle positivo. A determinagdo dos valores de ICso ¢ CCs foi realizada
por Me. Mariza Gabriela Faleiro de Moura Lodi Cruz e Prof*. Dr®. Silvane Maria Fonseca Murta (FIOCRUZ
Minas).

Ap6s ter demonstrado que o scaffold preferencial foi a N-pirazinilpiperazina para
derivados aromaticos sem substituintes, o proximo lote de andlogos foi planejado para
investigar os efeitos da introdu¢do de substituintes no anel pirazina. Uma pequena variedade de
substituintes carboxilicos, incluindo ésteres, acidos e amidas, foi entdo incorporada na posi¢ao
5 do anel pirazinico dos derivados 70 — 75. O raciocinio por trazer um foco em substituintes
carboxilicos foi providenciar um centro de derivatiza¢do facil e rapida para gerar derivados
amida, e assim acrescentar um fragmento que poderia ser envolvido em novas interacdes com

o0 parasita e potencialmente impactar o perfil ADME dos derivados resultantes.

Uma rota sintética que permita derivatizacdo na ultima etapa e ainda fornecesse
intermedidrios relevantes para o SAR pdde ser implementada para a sintese dos derivados de
pirazina com substituintes carboxilicos (Esquema 10). A prote¢do inicial do acido 5-
cloropirazina-2-carboxilico com éster propilico teve que ser realizada via um cloreto de acila
para render 68 em rendimento quase-quantitativo, ja que condi¢des de Steglich ndo ativaram a
carbonila do 4cido o suficiente para que ndo haja competi¢ao entre esterificagdo e SNAr no cloro
em posicdo 5. Com a carboxila assim protegida, a SNAr desejada na posigdo 5, com piperazina,
levou a obtengdo de 69 com 86% de rendimento. Outro acoplamento de amida, com o acido
para-hidroxibenzoico, permitiu a formacao do derivado éster propilico 70, porém com
rendimento de apenas 36%. Em seguida, a hidrolise em meio basico do éster providenciou o
acido carboxilico 71 quantitativamente. Com 71 em maos, as amidas 72 — 75 foram obtidas via

acoplamento de amida, no entanto com rendimentos de apenas 13 a 58%.
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N SocCl, (\NH
S ClomF (cat.)
| PrOH NS
HO — —»Pro —> | OH
N EDC HoBt
o (c)
68 (98%) O 69 (86%) 70 (36%)

1) NaOH (2 M)
2) HCI (2 M) l @

o/\ H
SN R
k/")/ |73 13% Y /’I':" (\N
72 (58%) (13%) ‘R’ NS N\) OH

]/ OH EDC, HOBt | j/
v Y _ Y R,R4N (e) HO N7

(54%) (16%) 72-75 o 71 (100%)

Esquema 10. Sintese das pirazinas com substituintes carboxilicos 70 - 75.

Reagentes e condigdes: (a) 80 °C, 2 h depois 50 °C, 2 h, 98%; (b) Na,COs3, DMF, 110 °C, 96 h, 86%; (c) EtsN,
DMF, ta, 72 h, 36%; (d) 1) MeOH/THF (1:1), 4 h, ta, 2) 0 °C, 100%; (e) Et;N, DMF, ta, 21 — 65 h, 13 — 58%.

Infelizmente, o acréscimo de um substituinte carboxilico adicional no anel pirazina nao
trouxe melhorias na atividade contra L. infantum, evidenciado pelas poténcias demonstrada por

70 — 75, que foram de 6 a 45 menores que a poténcia de 6 contra o parasita (Tabela 8).

Tabela 8. Atividade antileishmanial in vitro e seletividade das pirazinas com substituintes carboxilicos 70 - 75.

reast

L. infantum THP-1 CCso

Composto Ru SI¢ clog(P)¢
ICso (uM)* (nM)
6 - 3.1+1.3 1074 £ 4.7 346 0.85
70 /\/°7’ 21.0+12 306.8+2.1 15 1.57
HO
71 Y 89.2+0.5 2094+ 7.8 23 0.49

o/\
72 k/ 28.0+3.7 936.0 = 4.3 33 0.53
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H
73 \N/\/Ny 139.0+ 1.3 1077+ 3.5 8 0.65

H
74 vNy 198427 669.8+5.8 34 0.99

75 /Ny 109.3+0.9 1024 £ 7.6 9 0.71

AmB* - 0.25+0.04 363.8+ 1.6 1455 -

2: Valor de ICso (uM) para a inibigdo do crescimento de L. infantum em macrofagos THP-1 (média de pelo menos
duas determinagdes independentes, P < 0.05); ®: Valor de CCso (uM) medido em macréfagos THP-1 (média de
pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); ©:indice de seletividade = CCs¢/ICs; ¢: Valores de log(P)
calculados com a ferramenta web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php)®; °: A anfotericina B
(farmaco de referéncia) foi usada como controle positivo. A determinagdo dos valores de ICso e CCs foi realizada
por Me. Mariza Gabriela Faleiro de Moura Lodi Cruz e Prof*. Dr®. Silvane Maria Fonseca Murta (FIOCRUZ
Minas).

A relativa falta de sucesso dos derivados carboxilicos provou ser um motivo para
reconsiderar o tipo de anel aromatico para uma exploracdo mais aprofundada de heterociclos
substituidos. Assim, ndo foram incluidas apenas pirazinas substituidas no proximo lote de
derivados, mas também piridinas, pirimidinas, e até uma piridazina. A natureza retiradora de
elétrons dos substituintes foi mantida, apesar do tipo e da posi¢do dos grupos retiradores de
elétrons terem sido alterados, trocando grupos -M na posicdo para (para em relagdo a
piperazina) por grupos -I nas posi¢des orto, meta € para (compostos 57, 58 e 63) e grupos -I/-
M na posicao para (composto 59). Anéis aromaticos fundidos incluindo uma piridazina ou uma
pirazina também foram incluidos (compostos 60 e 61), pois a extensdo da ressonancia pode ser
assimilada a um grupo retirador de elétrons de tipo -M, permitindo assim também a avaliagao
de sistemas aromaticos mais volumosos. Estes dois ultimos derivados levaram a uma perda de
poténcia por um fator 9 em comparacao com 6, sugerindo que, da mesma maneira que pdde ser
observado com os derivados carboxilicos (compostos 70 — 75), um aumento no volume tende a
ser desfavordvel para a atividade antileishmanial. A respeito dos outros grupos retiradores de
elétrons, substituintes do tipo -I tiveram tendéncia a serem preferidos aos substituintes -1/-M,
evidenciado pelo fato que a atividade do derivado para-NO> 59 foi 7 vezes menor que 6,

enquanto 58, o andlogo CF3 direto de 59, chegou a uma poténcia comparavel com 6, o que
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também foi o caso com a 2-cloropirimidina 63. Enquanto as posi¢des meta € para apareceram
equivalentes a respeito da atividade contra L. infantum (compostos 63 e 58, Tabela 9), a
introdugdo de um substituinte na posi¢do orfo levou a uma perda completa de atividade quando
comparado a ambos 6 e seu equivalente para-substituido, além de uma perda completa de

seletividade (compostos 57 vs 58, Tabela 9).

Tabela 9. Atividade antileishmanial in vitro e seletividade dos derivados de arila com substituintes 57 — 61 e 63.

N

)
R \) OH

L. infantum THP-1 CCso

Composto Ri SI¢ clog(P)¢
ICso (uM)* (uM)®
AN
6 [ 3.1+1.3 1074 +£4.7 346 0.85
P
N
NS
57 >284.6 364.0+3.2 <13 2.63
N
S
58 69+1.6 932.9+7.8 137 2.63
FsC =
N
S
59 23.1+1.2 > 1523 > 66 0.82
=

60 28.7+2.1 229.8+12.9 8 1.24
61 293+3.7 172+117 4 1.96
Cl N
63 3OS 45£2.0 612.1£3.5 136 1.66
N A

69



AmB* - 0.25+0.04 363.8+ 1.6 1455 -

2: Valor de ICso (uM) para a inibigdo do crescimento de L. infantum em macrofagos THP-1 (média de pelo menos
duas determinagdes independentes, P < 0.05); ®: Valor de CCsp (uM) medido em macréfagos THP-1 (média de
pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); ¢:indice de seletividade = CCs/ICso; ¢: Valores de log(P)
calculados com a ferramenta web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php)*®; ¢ A anfotericina B
(farmaco de referéncia) foi usada como controle positivo. A determinagdo dos valores de ICso e CCs foi realizada
por Me. Mariza Gabriela Faleiro de Moura Lodi Cruz e Prof*. Dr®. Silvane Maria Fonseca Murta (FIOCRUZ
Minas).

Resultando desta investigacdo no fragmento pirazina de 6, duas tendéncias apareceram
arespeito do anel aromatico no LE. Quando este anel ndo possui nenhum substituinte, a pirazina
presente em 6 permanece o heterociclo preferencial, apresentando poténcia cinco vezes maior
que 53, o derivado arila com a segunda melhor poténcia. Quando substituintes estdo
introduzidos no anel, no entanto, a pirazina nao esta mais a melhor opgao, abrindo espago para
os anéis S-trifluorometilpiridina e 2-cloropirimidina, cuja poténcia ¢ comparavel com 6. Porém,
e apesar de 58 e 63 apresentarem poténcia antileishmanial comparavel com 6, a troca da pirazina
ndo substituida por esses dois heterociclos ndo levou de modo geral a um aumento da poténcia
em relagdo a 6, j4 que 58 e 63 estdo comparaveis mas ndo superiores em termos de poténcia.

Portanto, o anel pirazina foi mantido para a exploragdo do /inker, por ser o melhor LE.
I1I) 2. 2. Sintese e atividade biologica dos derivados com modificag¢des no linker

O estudo de SAR no linker foi planejado para incorporar bioisosteros de piperazina,
selecionados para avaliar uma grande diversidade de caracteristicas dentro de um relativamente
baixo niimero de compostos ciclicos ou lineares. Todos os derivados com modifica¢cdes no
linker apresentaram algum grau de relaxagdo conformacional, sendo todos mais flexiveis que
6. Como uma desetilagao foi sugerida como um possivel mecanismo de metabolizagdo para
farmacos contendo o fragmento piperazina®®, essa foi simulada pelo derivado etilenodiamina

81.

Como a natureza das modificagdes realizadas no /inker dos derivados 79 — 81 implicou
que todos tenham um fragmento central (“nticleo”) diferente, ndo foi possivel incluir nenhum
intermediario comum que possa servir de scaffold a ser derivatizado na sintese deles. Por isto,
tais derivados foram sintetizados a partir das diaminas apropriadas na mesma maneira que 6

(Esquema 11).
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2\ HO o
NH Raw
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N/ (a) | EDC(,bI;IOBt [ \]/ OH
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N" 76.78 N 79 - 81

r"%' A A
\(N\/)Y;:%)T \(\)Y\/\T

76 (69%) 79 (72%

80 (33%)

78 (90%) 81 (30%)

Esquema 11. Sintese dos derivados com modificagdes no linker 79 - 81.
Reagentes e condigoes: (a) Na,COs, PrOH, 80 °C, 24 — 48 h, 34 — 90%; (b) Et;N, DMF, ta, 20 — 40 h, 30 — 72%.
A substitui¢do do /inker piperazina por bioisdsteros mais flexiveis revelou ser altamente
desfavoravel para a atividade de 79 — 81 contra L. infantum, que despencou em comparagao
com 6 (Tabela 10). O derivado heterociclico 79 apresentou melhores resultados que os seus
equivalentes lineares 80 ¢ 81, sendo aproximadamente 5 vezes mais ativo que ambos os
derivados lineares, assim sugerindo que diaminas ciclicas sejam preferidas frente a lineares para
juntar o LE aromaético com o lado direito (LD) benzoila. No entanto, 79 ainda apresentou uma
queda de atividade por um fator 11 em relagdo a 6, indicando que diaminas ciclicas mais rigidas
e com maior restricdo conformacional podem ser ligadas a uma maior atividade, conforme
observado no caso de 6 com o /inker piperazina. Uma possivel explicagdo para a perda de
poténcia observada com 79 — 81 seria que a maior flexibilidade e menor restricao
conformacional impeca esses derivados de encaixar adequadamente no sitio ativo do possivel
alvo, explicag¢do sustentada pelo fato que o decaimento na atividade dos compostos segue o
aumento na flexibilidade dos novos linkers. A identificacdo do alvo de série e estudos de
mecanismo de agao (MoA), no entanto, ainda sdo necessarios para poder plenamente confirmar

ou infirmar tal hipdtese.
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Tabela 10. Atividade antileishmanial in vitro e seletividade dos derivados com modificagdes no linker 79 - 81.

L. infantum THP-1 CCso
Composto Linker SI¢ clog(P)¢
ICso (uM)* (uM)”

%
6 \) 31+1.3 1074 £ 4.7 346 0.85

79 ‘.—N\\) 349+3.5 1381+£5.2 40 1.12

80 N\/\N)\ 1693 £33 1540+2.0 9 1.11
|
H
81 \(N\/\N)\ 1829+2.5 1159+19.2 6 0.79
H
AmB*® - 0.25+0.04 363.8+ 1.6 1455 -

2: Valor de ICso (uM) para a inibigdo do crescimento de L. infantum em macrofagos THP-1 (média de pelo menos
duas determinagdes independentes, P < 0.05); ®: Valor de CCsy (uM) medido em macrofagos THP-1 (média de
pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); ©:indice de seletividade = CCs/ICso; ¢: Valores de log(P)
calculados com a ferramenta web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php)*; °: A anfotericina B
(farmaco de referéncia) foi usada como controle positivo. A determinagdo dos valores de ICso e CCs foi realizada
por Me. Mariza Gabriela Faleiro de Moura Lodi Cruz e Prof*. Dr*. Silvane Maria Fonseca Murta (FIOCRUZ
Minas).

III) 2. 3. Sintese e atividade biologica dos derivados hibridos

Apesar da grande diversidade de compostos planejados, sintetizados e avaliados contra
L. infantum para o estudo de SAR nos fragmentos pirazina e /inker, nenhum conseguiu alcancar
uma poténcia maior que 6 contra o parasita. Apenas dois compostos, 58 e 63, chegaram a niveis

de atividade compardveis com 6, porém ainda permaneceram inferiores neste quesito € em
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termos de seletividade, que foi meramente metade do SI de 6. Entre esses dois derivados com
modificacdes no LE, 58 foi aquele que apresentou maior lipofilicidade, o que pode resultar
numa maior poténcia devido a uma permeabilidade maior das membranas, além de ser o
derivado para qual a rota sintética foi a mais simples e curta (duas etapas a menos comparando
com 63). Por essas razdes, ¢ porque 49 oferece um scaffold confiavel para uma derivatizagao
facil e rapida, 58 foi selecionado para o planejamento de um ultimo lote de derivados por
hibridiza¢do molecular. Como o objetivo permaneceu ser a identificagdo de um analogo com
poténcia maior que 6 contra L. infantum, 58 foi hibridizado com os fragmentos benzoila
presentes nos derivados com ICso < 5 uM contra qualquer espécie de Leishmania provenientes
do estudo de SAR no fragmento benzoila descrito na primeira parte deste trabalho. Um tltimo
hibrido também foi planejado, devido ao fato que o fragmento N,N-dimetilaminoetoxila
revelou-se essencial para a atividade antileishmanial de uma outra série de derivados do grupo
de pesquisa, levando tal série a niveis de poténcia sub-micromolares (Figura 11).°° Portanto, a
alquilacdo de 6 foi realizada para incluir este fragmento, numa tentativa de levar sua atividade

para niveis sub-micromolares também (composto 93, Tabela 11).
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N N\)
[ \j/ OH
=
N
6
IC5 (L. infantum) = 3.1 uM (S| = 346) l/\N I
CCso (THP-1) = 1074 pM N\)
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cl
(\N | N
\©\3/N\) o NN N

/7 \
)

Freitas de Lima Hercos et. al., 2024
ICs (L. infantum) = 0.9 uM (S| > 2458)
CCsp (THP-1) > 1000 uM

Figura 11. Planejamento do derivado 93 a partir de 6 € de um composto com similaridade estrutural.>

Todos os hibridos para-trifluorometilpiridina foram sintetizados a partir da
arilpiperazina 49 seguindo os mesmos passos que para a sintese dos derivados de pirazina
correspondentes descrita na parte dedicada ao fragmento benzoila. Resumidamente, todos os
fragmentos benzoila foram introduzidos por acoplamento de amida entre 49 e o &cido

carboxilico adequado, e a 6-cloronicotinamida 84 foi derivatizada na 6-pirrolinonicotinamida
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85 por SnAr, enquanto a desmetilagdo dos derivados metoxilados 87, 89 e 91 rendeu os

compostos hidroxilados correspondentes 88, 90 e 92, respectivamente (Esquema 12).

o o)
(\NH )l\ J&
N
N N\) HO” R (\
I N —_— N\ N\)
EDC, HOBt
F (a) |
F3C /
49 F3C
DA
A A |
I I Z
Z = (b) N N
OMe N NH2 N cl
82 (71%) 3 (79%) 4 (45%) 5 (83%)
86 (96%) R= Me 87 (40%) 89 (79%) (87%)
BBI'3
(c)
R=H:88(39%) 90 (33%) 92 (24%)

Esquema 12. Sintese dos hibridos para-trifluorometilpiridina 82 - 92.

Reagentes e condigdes: (a) EtsN, DMF, ta, 12 — 24 h, 40 — 96%; (b) Na,COs3, DMF, 90 °C, 84 h, 83%; (c) DCM,
Ar atm., 0 °C —ta, 13 — 48 h, 24 — 39%.

O hibrido de N,N-dimetilaminoetoxila 93 foi sintetizado por substitui¢do nucleofilica
do cloridrato de 2-cloro-N,N-dimetiletan-1-amina com 6 (Esquema 13), no entanto com
rendimento baixo (29%) apesar da adi¢cdo de iodeto de potassio (KI) para promover uma reagao
de Finkelstein in situ, levando a formac¢ao da 2-iodo-N,N-dimetiletan-1-amina mais reativa que
o cloreto de alquila correspondente em reagdes de substitui¢do nucleofilica com 6.

o I (o}

C|/\/N£cI (\N
|
— S

N
N_ _N N_ _N
| A \) OH 'BUONa, KI | A
= (a) =
N N
6

Esquema 13. Sintese do hibrido de N,N-dimetilaminoetoxila 93.

93 (29%)

Reagentes e condigodes: (a) DMF, 120 °C, 120 h, 29%.
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Nenhum dos hibridos 82 — 93 conseguiu apresentar uma poténcia contra o parasita
proxima aquela apresentada por 6. De fato, a maior atividade dentro dos hibridos foi alcangada
pelo derivado 2-metoxi-5-cloro 87, que ainda permaneceu 4 vezes menos ativo que 6.
Surpreendentemente, tendéncias radicalmente diferentes foram observadas na relagao estrutura-
atividade no fragmento benzoila dentro deste lote de hibridos, quando comparadas com as
tendéncias previamente destacadas com um anel pirazina no LE. Por exemplo, com uma
pirazina no LE, a tendéncia geral era que derivados hidroxilados fossem mais favoraveis para
a atividade antiparasitaria que seus equivalentes metoxilados, enquanto o oposto foi observado
com esse lote apresentando uma 5-(trifluorometil)piridina no LE, levando a uma perda de
atividade por um fator 4 a 12 apos desmetilagdo (compostos 87, 89 ¢ 91 vs 88, 90 ¢ 92,
respectivamente). Assim, mesmo que esses hibridos ndo tenham conseguido entregar um
composto cuja poténcia seja maior que 6, esse lote e sua atividade relativamente inferior estdo
de prima importancia para o entendimento do SAR da série. De fato, a falta de atividade
apresentada pelos hibridos combinando fragmentos provenientes de compostos com atividades
no baixo micromolar sugere que a atividade seja dependente da estrutura como um todo quando
mais de um fragmento estd modificado de uma vez, e que tal dependéncia seja muito mais
complexa e intricada que quando apenas um fragmento esta sendo alterado. De modo mais
geral, e de relativo interesse para a comunidade cientifica da area, uma conclusdo estabelecida
no estudo de SAR de uma série de compostos pode nao levar aos mesmos resultados, ou até
levar a resultados radicalmente opostos, quando aplicada a uma série diferente, mesmo que os
fragmentos e/ou séries envolvidos apresentem similaridades (exemplificado pelos compostos 6
e 93). Um resumo grafico do estudo de SAR com a integralidade da série de pirazinilpiperazinas

estd disponivel na Figura 12.

Tabela 11. Atividade antileishmanial in vitro e seletividade dos derivados hibridos 82 - 93.
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OMe
N\ "
91 LJ/\ OMe 23.9+12 350452 2 2.93
F,C %

N OH
N OH
92 103.8+5.5 ND ND 2.32
F1C 7
N\
93 [ | 69.0 + 3.1 ND ND 1.36
N 0 V2N
AmBf - - 0.25 + 0.04 363.8+1.6 1455 -

2: Valor de ICso (uM) para a inibigdo do crescimento de L. infantum em macrofagos THP-1 (média de pelo menos
duas determinagdes independentes, P < 0.05); ®: Valor de CCso (uM) medido em macréfagos THP-1 (média de
pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); ©:indice de seletividade = CCs/ICso; ¢: Valores de log(P)
calculados com a ferramenta web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php)®®; ©: Ndo determinado; f: A
anfotericina B (farmaco de referéncia) foi usada como controle positivo. A determinacdo dos valores de ICso e
CCs foi realizada por Me. Mariza Gabriela Faleiro de Moura Lodi Cruz e Prof*. Dr®. Silvane Maria Fonseca Murta

(FIOCRUZ Minas).

Diaminas ciclicas > lineares
Maior rigidez = maior atividade
Piperazina: linker ideal para-hidroxibenzoila ideal,
melhor compromisso
atividade/seletividade/ADME

N X g
Pirazina: maior atividade e Q | Outros substituintes para -I/+M

seletividade N\ N X/ OH tolerados
Piridina: tolerada, equipotente |
com substituinte para-CF3 ~
N

Pirazina com substituintes X = CH: ideal
carboxilicos para: desfavoravel Ligacéo X = N: tolerado
azina/piperazina Anel naftéico
direta necessaria tolerado

Figura 12. Resumo do estudo de SAR da série de pirazinilpiperazinas contra L. infantum.

III) 3. Perfil ADMET in vitro dos compostos com maior atividade antileishmanial

Para identificar o composto mais adequado para estudos in vivo em camundongos, foi
avaliado o perfil ADME in vitro do hit inicial 1 e dos compostos mais ativos (ICso < 5 pM)
contra L. infantum. Alguns compostos encaixando neste critério de poténcia foram
deliberadamente desconsiderados para essa avaliagdo, por apresentarem fragmentos
classificados como PAINS ou outros grupos labeis, como por exemplo o grupo protetor N-Boc
que resultaria ap6s clivagem em meio acido numa amina pouco ativa (ICso aumentando de 2.9

pM com 31 para 86.5 uM com 32). O derivado 2-cloropirimidina 63 também foi
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desconsiderado, devido a sua seletividade nitidamente inferior (SI = 136) aos compostos retidos
para determinacao do perfil ADME (SI>240). Apesar de ter excluido a maioria dos compostos
com caracteristicas estruturais problematicas (fragmentos PAINS ou grupos labeis), o composto
40 ainda foi selecionado para estudos ADME in vitro devido a sua poténcia e seletividade contra
ambos L. infantum e L. braziliensis, embora o fragmento catecol seja considerado como

PAINS.®

As propriedades ADME a serem avaliadas in vitro para os candidatos selecionados 1, 6, 19,
29, 33 ¢ 40 foram determinadas de maneira a proporcionar uma estimativa relevante tanto da
biodisponibilidade quanto da estabilidade metabdlica dos compostos. Assim, a permeabilidade
na barreira hematoencefalica (BBB) e gastrointestinal (GI) foi avaliada por ensaio de
permeabilidade em membrana artificial paralela (PAMPA). O tempo de meia-vida e o
clearance intrinseco microssomais de todos os compostos foram avaliados em microssomas de
figado de rato (MLM), na presenca de um sistema gerador de NADPH. Os perfis ADME in

vitro assim determinados estdo resumidos na Tabela 12.

Tabela 12. Poténcia antileishmanial, seletividade e propriedades ADME in vitro dos candidatos a estudos in vivo.

o
(\N JJ\Ar
N_ _N \)
| AN
~
N
L. infantum L. braziliensis P.BBB P.CI
a e Fu.(% Clip
Ar 1Cs (uM) ICso (uM)” clog(P) (10 cm/s) oy ty (min)? '
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Cl
11.9+£22 11.7+£0.7 0.52 99.26
1.36 12.92 141.43 1.225
OH (46) (46) CNS- Absorgao alta
62.71
31+1.3 7.6+32 0.55
0.85 2.59 Absorcio 315.00 0.550
OH (346) (141) CNS-

intermediaria
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5.1+2.1 11.9+1.1 1.02 99.91
18.41 256.66 0.675
NH; (524) (224) CNS- Absorcio alta
19
45+0.7 10.1+2.8 221 99.90
1.24 18.16 187.30 0.925
OMe (422) (188) CNS+/- Absorgao alta
29
45.70
33+27 26+02 0.96
1.75 1.61 Absorgio 216.56 0.800
OH (241) (306) CNS-
intermediaria
33
OH
OH 28+1.1 0202 451 86.26
0.63 5.22 41.25 4200
(>1189) (> 16650) CNS+ Absorgio alta

40

2: Valor de ICso (uM) para a inibigdo do crescimento de L. infantum em macrofagos THP-1 (média de pelo menos
duas determinagdes independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs¢/ICso; *: Valor de ICso (uM) para a
inibicdo do crescimento de L. braziliensis em macrofagos THP-1 (média de pelo menos duas determinagdes
independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCso/ICso; °: Valores de log(P) calculados com a ferramenta
web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php)%; ¢: permeabilidade hematoencefalica. CNS-: baixa
permeabilidade na BBB, P, (10" cm/s) < 2.0. CNS+/-: permeabilidade na BBB incerta, 2.0 < P, (10 cm/s) <4.0.
CNS+: alta permeabilidade na BBB, P, (10°° cm/s) > 4.03"32; ¢: permeabilidade gastrointestinal; : Fragdo absorvida
(GI). Absorgdo alta: F, > 70%, absorc¢do intermediaria: 30% < F, < 70%, absorc¢do baixa: F, < 30%>; & Meia-
vida microssomal determinada em microssomas de figado de rato (MLM), na presenca do cofator NADPH;
Clearance intrinseco determinado em MLM, na presenca do cofator NADPH. Os ensaios de ADME in vitro foram

realizados por Dr*. Gisele Barbosa e Prof®. Dr?. Lidia Moreira Lima (LASSBio ®).

De modo geral, o kit 1 e todos os candidatos para in vivo apresentaram perfis ADME

satisfatorios para serem avaliados em camundongos.?®324

Com a excegdo de 29 e 40, todos os derivados exibiram uma baixa permeabilidade
hematoencefalica e foram entdo classificados com CNS- (Tabela 12). O analogo para-
metoxifenil 29 apresentou uma permeabilidade dentro da faixa de incerteza do ensaio (CNS+/-
), impedindo-o de ser claramente classificado como CNS positivo (CNS+) ou negativo (CNS-
), € foi demonstrado que 40 permeava facilmente a BBB (CNS+). Portanto, pode-se especular

que os compostos 1, 6, 19 e 33 possam apresentar poucas interagdes fora de alvo com o sistema
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nervoso central e outros possiveis efeitos colaterais associados com a permeacao da barreira

hematoencefalica.

Sobre a permeagao no trato gastrointestinal, o kit j& demonstrou boa permeabilidade
com altos valores de P, e fragdo absorvida (F,) (1, Tabela 12), e ambos os derivados para-
metoxibenzoico e 6-aminonicotinico conseguiram melhord-la, em comparagdo com 1
(compostos 19 e 29, Tabela 12). De modo surpreendente, 19 levou a maior absorcao
gastrointestinal do lote de candidatos a estudos in vivo, apesar de ser o composto com a menor
lipofilicidade do lote (clog(P) = 0.14, Tabela 12). Em contraste com isto, a remog¢ao do cloro
em 6 ¢ a troca do anel 3-cloro-4-hidroxibenzdico de 1 por um 2-naftol em 33 levou a valores
de absor¢do gastrointestinal medianas para 6 ¢ 33, o ultimo até chegando a exibir uma F, <
50%. Tal decaimento na permeabilidade GI, ao comparar com 1, pode ser esperado e explicado
por uma lipofilicidade menor em 6, porém tal raciocinio nao se aplica para o derivado naftdico
33, cujo clog(P) foi o maior de todos os candidatos a lead. A menor permeabilidade GI deste
ultimo composto poderia entdo ser devida a simples presenga do seu substituinte para-hidroxila,
0 que pode também contribuir a explicacio da menor permeabilidade GI de 6 além da
lipofilicidade j4 mencionada. O substituinte para-hidroxila sendo um aceptor e doador de
ligagdes de hidrogénio encontrado livre de impedimento estérico nesses dois compostos, isso
pode contribuir para uma diminui¢ao nao so da lipofilicidade de 6 e 33, quando comparados
com seus equivalentes 3-cloro-4-hidroxila, mas também da habilidade desses dois derivados a
atravessar membranas celulares, permitindo o estabelecimento de liga¢des de hidrogénio com
tais membranas mais facilmente sem o impedimento estérico induzido pelo cloro na vizinhanga
da hidroxila. Diferente dos dois derivados monohidroxilados, o catecol 40 exibiu uma absor¢ao
gastrointestinal relativamente alta (F, = 86.26%, Tabela 12), isso apesar do grupo hidroxila
adicional na estrutura dele e da sua lipofilicidade ligeiramente menor (clog(P) = 0.63). Tal
absor¢do gastrointestinal, maior do que aquela observada com 6 e 33, poderia ser causada por
ligacdes de hidrogénio intramoleculares no fragmento catecol de 40. De fato, ligacdes de
hidrogénio intramoleculares podem contribuir significativamente ao aumento da
permeabilidade em membranas de moléculas pequenas, ao simular a remocao de um aceptor e
de um doador de ligacdes de hidrogénio na molécula e entdo “blindar” a polaridade da molécula,
0 que resulta numa maior permeabilidade.’ >’ Por isto, pode ser que a permeabilidade e a
absor¢do gastrointestinal das pirazinilpiperazinas nao dependa exclusivamente da natureza dos
substituintes presentes no fragmento benzoila, mas também do nimero e das posi¢des relativas

deles, como foi exemplificado pela comparagdo entre 6, 33 e 40.
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Satisfatoriamente, a grande maioria dos candidatos a estudos in vivo apresentou
melhorias na estabilidade metabolica em relagcdo a 1. A unica excecdo foi observada com o
catecol 40, para qual o clearance intrinseco foi trés vezes maior que o Aif e a meia-vida
microssomal foi diminuida pelo mesmo fator. Tais resultados podem se esperar com compostos
contendo o fragmento catecol igual 40, pois este fragmento foi reportado como propenso a
metabolismo oxidativo por enzimas CYP gerando metabdlitos quinoides altamente reativos, o
que levou a classificagio do fragmento como PAINS.**3® Essa queda na estabilidade
metabolica, além da classificagdo CNS+, levaram 40 a ser desconsiderado para um potencial
estudo in vivo contra L. infantum, apesar da poténcia e seletividade in vitro superiores
demonstradas por esse derivado. A remocdo do meta-Cl em 6 provou ser a modificacdao
estrutural mais eficiente para o aumento da estabilidade metabdlica, diminuindo o clearance
intrinseco por mais da metade e levando a uma meia-vida microssomal 2.2 vezes maior, quando
comparado com 1, o que pode ser uma consequéncia da redugdo substancial de lipofilicidade
de 1 para 6 (Tabela 12). Em contraste, o equivalente metoxila de 6 (composto 29) teve seu
clearance reduzido por um fator apenas 1.3 quando comparado a 1, enquanto o andlogo 6-
aminonicotinico 19, outro equivalente proximo de 6, apresentou resultados similares a 6 em
termos de estabilidade metabodlica. Perfis metabodlicos tao diferentes dentro de compostos tao
similares podem ser explicados pelo fato que derivados metoxilados podem ser facilmente
metabolizados por desmetilag¢do, sugerindo que o grupo metoxila de 29 seja responsavel por
sua estabilidade metabdlica inferior aos analogos proximos 6 € 19.° No entanto, e apesar desta
estabilidade microsomal inferior a 6, a metabolizagdo in vivo de 29 ¢é susceptivel de render
principalmente 6 por desmetilacdo, o que resultaria na liberacdo de um composto mais ativo

como metabolito principal.

Considerando os resultados apresentados acima, o derivado para-hidroxila 6 foi
identificado como o candidato a estudos in vivo mais promissor, por apresentar o melhor perfil
ADME e uma das maiores poténcias antileishmaniais do lote de candidatos. Apesar de uma
permeabilidade e absor¢do gastrointestinal relativamente inferior a 19, 6 se destacou como o
composto com a menor permeabilidade hematoencefalica e a maior estabilidade metabolica
microssomal, o que poderia contrabalancear a menor absor¢do gastrointestinal para garantir
uma biodisponibilidade satisfatoria. Além disto, 6 demonstrou uma citotoxicidade baixa em
células HepG2 (CCso > 64 uM), sugerindo que esse composto ndo seja hepatotoxico. Diante
disto, 6 foi considerado o mais apropriado para ensaios in vivo e foi entdo selecionado para a

avaliacdo da sua eficacia antileishmanial e da sua toxicidade em camundongos.
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III) 4. Avaliacio da eficacia antileishmanial de 6 in vivo em camundongos BALB/c

Antes da avaliacdo de 6 em modelos de leishmaniose visceral em camundongos, a dose
maxima tolerada (DMT) dele foi determinada em camundongos BALB/c, seguindo os critérios
recomendados para selegio de compostos lead contra Leishmania.®® Dois camundongos
BALB/c sadios (um macho, uma fémea) receberam de modo intraperitoneal doses incrementais
de 6 (emulsdo em polietileno glicol) a cada 2 horas, até¢ uma dose final acumulada de 100 mg/kg.
Os camundongos foram inspetados para eventuais manifestacdes clinicas 24 horas apos
administracao da ultima dose de 6, e a observacao nao revelou nenhum sinal de toxicidade
aguda em ambos os animais. Portanto, a avaliacdo in vivo da atividade antileishmanial de 6 em

camundongos BALB/c foi realizada usando doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg.

Para tal avaliagdo in vivo, 6 teve que ser sintetizado em maior escala, devido as doses
selecionadas para a realizagdo do estudo. Porém, ao aumentar a escala para a sintese de 6 a
partir de 3 ¢ do acido para-hidroxibenzoico conforme descrito no Esquema 2, o rendimento
caiu por aproximadamente 20%, de um rendimento de 56% numa escala de 20 mg para um
rendimento de 37% numa escala de 400 mg. Portanto, uma rota alternativa foi planejada para a
sintese de 6 em escalas maiores, focada no uso de um cloreto de acila para o acoplamento de
amida entre 3 e o acido carboxilico, considerando que cloretos de acila apresentam uma
reatividade maior que os ésteres ativados de EDC/HOBt neste tipo de reacdes (Esquema 14).
Inicialmente, uma tentativa de amidagao direta via formagao de cloreto de acila entre o acido
para-hidroxibenzoico e 3 foi realizada, porém ndo obteve sucesso, provavelmente devido a
reacoes paralelas envolvendo o grupo para-hidroxila do 4cido carboxilico (troca hidroxi-cloro
e/ou esterificacdo, principalmente). O acido para-hidroxibenzoico foi entdao protegido com um
grupo acetila para impedir tais reagdes paralelas na etapa subsequente, rendendo o acido para-
acetoxibenzoico de maneira quantitativa. Em seguida, o acoplamento de amida entre 3 e o acido
para-acetoxibenzoico formou o derivado acetilado desejado com 67% de rendimento numa
escala de 170 mg, via a formagdo do intermediario cloreto de acila a partir de acido para-
acetoxibenzoico usando cloreto de oxalila. Finalmente, o grupo protetor acetila foi removido
por hidrolise em condigdes basicas com 99% de rendimento, rendendo assim 6 em 66% de
rendimento global para as trés etapas a partir de acido para-hidroxibenzoico, o que levou a uma
melhoria significativa comparando com o rendimento de 37% obtido usando o sistema

EDC/HOBt.
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depois 3, Et3N
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(100%) R = OAc (67%)
1) NaOH (2 M)
2) HCI (2 M) |:

(c)
6: R = OH (99%) (66% para as 3 etapas)

Esquema 14. Sintese otimizada de 6 em maior escala.

Reagentes e condigdes: (a) HSO4 (96%) (cat.), 80 °C, 100%; (b) DCM, atm. Ar, 0 °C, 2 h depois DCM, atm. Ar,
0°C—ta, 3 h, 67%; (c) 1) MeOH/THF (3:1), ta, 3 h, 2) 0 °C, 99%.

Relatos prévios reportaram que a transfe¢do de L. infantum com o gene tdTomato nado
alterava nem a infetividade do parasita, nem a eficdcia do antimoniato de meglumina para o
tratamento de animais infetados com parasitas transfectados L. infantum::tdTomato.*! Portanto,
a eficacia de 6 em modelos de leishmaniose visceral em camundongos BALB/c foi avaliada em
camundongos infetados com linhagens de L. infantum mutantes (transfetados com tdTomato),

usando antimoniato de meglumina como controle positivo.

Camundongos BALB/c machos infetados com parasitas L. infantum foram tratados de
modo intraperitoneal com 6 (um grupo recebendo uma dose de 50 mg/kg/dia e outro grupo uma
dose de 100 mg/kg/dia), antimoniato de meglumina (500 mg/kg/dia), ou foram deixados sem
tratamento (grupo de controle). Deu-se inicio ao tratamento 7 dias depois da infe¢do (dpi) e
teve uma duracdo de 10 dias consecutivos. Apos 20 dpi (3 dias depois do fim do tratamento), a
determinagdo da carga parasitaria em ambos o baco e o figado mostrou que o tratamento com
6 numa dose de 50 mg/kg/dia reduziu a parasitemia por 80.0% (P < 0.05) e 44.4% (ndo
significativo de acordo com a analise estatistica), respectivamente, ao comparar com o controle
ndo tratado (Figura 13). Um aumento da dose de 6 para 100 mg/kg/dia promoveu uma melhoria
significativa na reducdo da carga parasitaria, especialmente no figado, chegando a uma reducao
da parasitemia por 91.1% (P < 0.01) € 90.0% (P < 0.01) no bago e no figado, respectivamente.
Conforme esperado, o tratamento com 500 mg/kg/dia de antimoniato de meglumina (controle
positivo) levou a uma erradicagdo quase-completa de L. infantum em ambos os 6rgaos. Nenhum
sinal de toxicidade aguda (irritacdo da pele, comportamento abnormal, irritagdo nos olhos, ...)
foi observado em ambos os grupos tratados com 6 durante e depois o periodo do tratamento,
sugerindo que 6 ndo apresente toxicidade aguda in vivo quando for usado em doses iguais ou

inferiores a 100 mg/kg/dia durante periodos intermediarios. Além disso, nenhuma morte foi
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reportada dentro dos grupos tratados com 6 em ambas as doses, destacando assim seu perfil de
baixa toxicidade como relevante para o tratamento ndo s6 da leishmaniose visceral, mas
também de possivelmente outras doengas parasitarias, considerando que esses resultados foram
obtidos ap6s um tratamento relativamente longo (10 dias) usando uma dose didria relativamente
alta (100 mg/kg). Portanto, regimes de tratamento com doses maiores em 6 poderiam ser
consideradas em estudos futuros, almejando reduzir o prazo de tratamento e¢/ou completamente
eliminar a carga parasitaria no bago e figado de camundongos infetados por L. infantum. Desses
resultados, confirmando 6 como um Jead eficaz contra leishmaniose visceral, e considerando
que a permeabilidade maior de 29 deveria melhorar sua biodisponibilidade enquanto reteria
atividade anti-L. infantum equivalente a 6, o derivado metoxilado 29 aparece como um
candidato promissor para uma futura avaliagdo in vivo, potencialmente atuando como um pro-

farmaco de 6 em metabolismo de fase 1.
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Figura 13. Eficacia in vivo de 6 (50 mg/kg/dia e 100 mg/kg/dia) em modelo de leishmaniose visceral em
camundongos BALB/c (tratamento de 10 dias).

Antimoniato de meglumina (500 mg/kg/dia) foi usado como controle positivo, € um grupo foi deixado sem
tratamento como controle negativo. A eficacia antileishmanial foi avaliada pelo nimero de parasitas viaveis
recuperados do bago (A) e do figado (B) dos camundongos tratados com 6 e antimoniato de meglumina,
comparando com o controle ndo tratado (uma escala logaritmica foi usada para a representagdo grafica). Barras
horizontais representam o nimero médio de parasitas viaveis. Os grupos recebendo um tratamento foram
comparados com o controle negativo usando uma analise da varidncia com o teste de Bonferroni post hoc.
Astériscos (*) representam diferencas significativas em relagdo ao grupo nao tratado (* P <0.05; ** P <0.01; ***
P < 0.001; **** p < (0.0001). GLU: Antimoniato de meglumina. Li:tdT: parasitas transfetados L.
infantum::tdTomato. Os ensaios in vivo foram realizados por Me. Mariza Gabriela Faleiro de Moura Lodi Cruz e
Prof®. Dr Silvane Maria Fonseca Murta (FIOCRUZ Minas).
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III) 5. Investigacio do mecanismo de aciao de 6
III) 5. 1. Sinergismo entre 6 e firmacos antimoniais

O sinergismo caracteriza-se pela combina¢do de dois fArmacos resultando num maior
efeito que aquele esperado baseando-se na simples aditividade das suas atividades individuais.®?
Uma estratégia para combater a emergéncia de cepas de Leishmania resistentes a firmacos ¢ o
uso da terapia combinatdria, que se aproveita, pelo menos parcialmente, dos efeitos sinergéticos
de dois formacos com diferentes mecanismos de agdo.! Portanto, a avaliagdo de possiveis
efeitos sinergéticos durante o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos contra a

leishmaniose constitua uma etapa relevante do processo a respeito da terapia combinatoria.'*'®

Antimoniais pentavalentes supostamente atuam como pro-farmacos, sofrendo redugio
in vivo para seus equivalentes antimoniais trivalentes, que sao responsaveis pela toxicidade dos
antimoniais contra ambos o parasita e o hospede humano.®>** Por isso, antiménio trivalente
(Sb'™) foi usado para a avaliacio in vitro de um possivel sinergismo entre 6 e antimoniais. O
valor de ICso contra amastigotas intracelulares de L. infantum foi usado para tal avaliagdo,
usando cinco concentra¢des aumentando gradativamente em 6 (ICso = 3.1+ 1.3 pM), Sb (ICs
=2.4+0.5 uM), e a combinagdo de ambos. A normaliza¢do dos dados como resposta fracional
permitiu a realiza¢io dos cilculos usando um modelo Bayesiano.®® A interferéncia Bayesiana
permite determinar se uma combinacdo de compostos resulta em efeitos sinergéticos,
antagonicos ou aditivos, levando em consideracdo parametros tais como a variabilidade entre
diferentes experimentos, a variabilidade dentro do mesmo experimento (ou seja, a variabilidade
entre os replicatos), e a variabilidade dentro das respostas observadas em experimentos de
controle.®> Aplicando este modelo aos dados coletados com 6, Sb'' e a combinacio deles
mostrou que 6 e Sb'™! nio exibiram um efeito sinergético in vitro contra L. infantum, mas ao
invés exibiram uma leve tendéncia antagonica. De fato, a combinagdo deles resultou numa
resposta fracional menor do que ambas as respostas resultando de 6 € Sb'" quando avaliados

separadamente contra L. infantum (Figura 14).
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Figura 14. Atividade antileishmanial in vitro de 6, Sb™ e da combinagio deles.

Os valores de ICso foram determinados por regressdo ndo-linear usando um modelo variable slope com o software
GraphPadPrism v8.2.0 (CA, USA). Os dados foram normalizados como resposta fractional ¢ um modelo
Bayesiano foi aplicado para sugerir se ocorria sinergismo, aditividade ou antagonismo entre os dois compostos.
(A) Resposta fractional contra L. infantum::tdTomato. (B) Quantificagdo fluorimétrica (RFU) da inibi¢do de
amastigotas intracelulares. Os resultados sdo representativos de trés experimentos independentes, cada realizado
em duplicado. A investigagao in vitro do sinergismo foi realizada por Me. Mariza Gabriela Faleiro de Moura Lodi
Cruz e Prof®. Dr?. Silvane Maria Fonseca Murta (FIOCRUZ Minas).

III) 5. 2. Mecanismo de a¢ao

Devido a atividade antileishmanial in vivo satisfatoria apresentada por 6 (> 90% de
redugio da parasitemia)®’, seu potencial mecanismo de agdo foi investigado por andlise de
citometria de fluxo, para examinar tanto os efeitos deste composto nas fungdes celulares de
promastigotas de L. infantum quanto a sua habilidade para gerar espécies reativas de oxigénio

(ROS) no ambiente intracelular.

Primeiro, a atividade antileishmanial do /ead 6 contra a forma promastigota de L.
infantum foi avaliada, revelando um valor de 1Cso de 7.9 uM contra promastigotas, o que
corresponde a uma poténcia aproximadamente 2.5 vezes menor que contra a forma amastigota

do parasita (ICso = 3.1 uM, Tabela 12).

A citometria de fluxo ¢ uma técnica poderosa para a caracterizagdo dos efeitos de
farmacos nas fungdes celulares de organismos unicelulares ou de células. O ensaio de ciclo
celular ¢ uma das técnicas englobadas na citometria de fluxo, e almeja identificar fases
especificas do ciclo celular perturbadas por candidatos a firmacos em tripanossomatideos. Este

ensaio mede se as c€lulas pararam o processo de divisdo através da avaliagdo da taxa de sintese
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do DNA. Além disto, esse também permite a identificacdao do tipo de morte celular, que pode
ser por apoptose ou por necrose.*®®’ Para avaliar os efeitos de 6 e da miltefosina (usada como
controle positivo) no progresso normal do ciclo celular de promastigotas de L. infantum, o DNA
contido em células tratadas e nao tratadas foi analisado ap6s 24 horas de incubagdo. As células
foram tratadas com concentragdes em compostos de 4.0 uM (metade do ICso de 6), 8.0 uM
(ICso de 6) e 16.0 uM (2 x ICs0), e manchadas com iodeto de propidio (PI) antes da analise por

citometria de fluxo.

A andlise do DNA contido nas cé€lulas tratadas e nao tratadas (Figura 15) revelou uma
reducdo no nimero de células, sem alteragdo nas fases do ciclo celular em compara¢do com o
parasita sem tratamento. Uma parada notavel na fase G0/G1 foi observada, em qual a maioria
das células permaneceu, indicando um aumento do tamanho das organelas celulares, o que
caracteriza esta fase. Como essas organelas duplicam-se uma vez por ciclo celular, foi
concluido que a extrusdo da flagela filha em promastigotas precede a mitose, como visto em
citocinese. Portanto, tal parada do ciclo celular durante a fase GO/G1 pode contribuir a queda
observada da populacdo de parasitas, como estd refletido nos graficos de cinética de
crescimento. Assim, pode ser sugerido que 6 promova a parada do ciclo celular na fase G0/G1,
resultando num crescimento alterado e uma falta de proliferagdo do parasita. Isto também

sugere que 6 possa exibir efeitos citostaticos e ndo citocidais.®®%
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Figura 15. Progressdo do ciclo celular de células de L. infantum tratadas com 6 e miltefosina.

Histogramas de citometria de fluxo de 6 ¢ da miltefosina. Os parasitas foram cultivados com os compostos por 24
horas. Células de promastigotas ndo tratadas foram usadas como controle negativo. As percentagens correspondem
a quantificacdo das células em cada fase do ciclo celular. As contagens de células em cada pogo tratado foram
comparadas com aquelas em pocgos nao tratados usando teste de Dunnet, e a relevancia estatistica foi definida
como *P < 0.01, **P < (0.003, ***P < 0.0001 e ****P < 0.0001. Os dados apresentados sdo representativos de
trés experimentos independentes. Os ensaios de citometria de fluxo para investigagcdo do mecanismo de acdo de 6
foram realizados por Dr®. Gisele Barbosa, Dr?. Analu R. Costa, Prof. Dr. Leonardo L. G. Ferreira e Prof. Dr.
Adriano D. Andricopulo (IFSC — USP).

Tal parada do ciclo na fase G0/G1, e particularmente na fase GO, € caracteristico de
células apoptoticas. Ambos 6 € a miltefosina (usada como farmaco de referéncia) apresentaram
este mesmo padrao de parada do ciclo celular, permitindo a observacdao de células tanto em
estado de apoptose precoce quanto de apoptose tardia (Figura 16). Slater et al. sugeriram que a
perda de glutationa citoplasmica (GSH) seja um evento chave na apoptose, influenciando assim

o equilibrio redox das células e as deixando mais susceptiveis a danos oxidativos.”” Uma
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redu¢do nos niveis de GSH mitocondriais pode prejudicar a produgdo de energia, levando a

morte da célula e a progressao para apoptose tardia (Figura 16).

h
-1

Leishmania Infatum

T a3 2] a3 tF T a3 “
1% 1,0% 1.2% LN 10,3 2
2] 3 a9 3 15
% 5 %y %
= = 3 10
5 e 3 34 g
=1 - A : = iL < s
1 1 kT | ®
1 Q2 Q2 =¥ 1 a2
B e e s I S A B Rt
Wl W2 W A o R R R D W W W W S B J2 0
A3A A2A — Control3 M 6 ,M 12 M
Untreated Compound (6) Compound (6) Compound (6) —
4uM 8 uM 16 uM Compound (6)
Leishmania Infatum
:l 4 @3 :‘ 4 [*k] :‘ 4 k] :‘ 4 | Q3 ]
3% 4% M3 1.5% Bs% 32 Biss | L . .
& "! * e ? 20
4 ol 9 i -
£ | <% <% <% i 2
9, - 5.3 4 3 g _3 210
o q =1y Sy g S i .%
LY " 44 | 14 44 = 5
E Q E 3 |
+ T Pt Bl b 4 N 1 I
i B e B R i e e P M R % g Y e e o | oA o ah W gl g 0
FL2A FLzA FL2A FLZA Control 4 yM 8 uM 16 \M
Untreated Miltefosine Miltefosine Miltefosine Mitefosing
3uM 6 uM 12 uM

Figura 16. Histogramas de citometria de fluxo de 6 e da miltefosina.

As taxas de apoptose foram medidas e analisadas por citometria de fluxo usando Annexin V-FITC/PI para manchar
células de L. infantum tratadas. Os parasitas foram cultivados com os compostos por 24 horas. Células de
promastigotas ndo tratadas foram usadas como controle negativo. As percentagens correspondem a quantificagdo
das células em cada fase do ciclo celular. As contagens de células em cada pogo tratado foram comparadas com
aquelas em pogos ndo tratados usando teste de Dunnet, ¢ a relevancia estatistica foi definida como *P < 0.01, **P
< 0.003, ***P < 0.0001 e ****P < (0.0001. Os dados apresentados sdo representativos de trés experimentos
independentes. Os ensaios de citometria de fluxo para investigacdo do mecanismo de agdo de 6 foram realizados
por Dr?. Gisele Barbosa, Dr?. Analu R. Costa, Prof. Dr. Leonardo L. G. Ferreira e Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo
(IFSC — USP).

Esta afirmacao ¢ suportada pelos resultados do ensaio de produgdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS). Uma disfuncdo mitocondrial, causada por perturbagdes no potencial da
transmembrana mitocondrial e niveis reduzidos de ATP, promove a geracao de ROS, que tem
uma fungio critica em acionar a apoptose tardia.”! Conforme mostrado na Figura 17, 6 induziu
uma producao de ROS compardvel com aquela do padrao H>O», sugerindo que a geragao de
ROS possa ser um mecanismo chave para a acdo antileishmanial de 6 e a inibicdo da

proliferacdo celular observada.
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Figura 17. Efeito de 6 sobre a gerag@o de espécies reativas de oxigénio (ROS) em L. infantum.
Os ensaios de geracdo de ROS para investigagdo do mecanismo de agdo de 6 foram realizados por Dr®. Gisele
Barbosa, Dr®. Analu R. Costa, Prof. Dr. Leonardo L. G. Ferreira e Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo (IFSC — USP).

Considerando os resultados apresentados nesta se¢do, € possivel sugerir que 6 tenha um
efeito citostatico em promastigotas de L. infantum, promovendo uma parada do ciclo celular na

fase GO/G1 e levando a um aumento na producdo de ROS.

III) 5. 3. Investigacao do alvo
IID) 5. 3. 1. Ensaios de target-fishing in silico

Esforcos iniciais atras da identificacao do alvo molecular de 6 foram realizados in silico,
com o objetivo de providenciar orientagdes para estudos futuros de otimizacdo (lead
optimization) envolvendo a classe das piperazinas, assim como para outros esforcos de

descoberta de farmacos contra a leishmaniose baseados no alvo.

A estrutura de 6 foi examinada com varias ferramentas bioinformaticas para avaliar
ambos sua rota de metabolizagdo e seu alvo molecular em L. infantum e L. braziliensis. Os
servidores SwissTarget, SEA, PharmMapper e SuperPred, que utilizam as semelhancas
quimicas para encontrar proteinas com ligantes conhecidos, encontraram 100, 48, 305 e 138
alvos moleculares humanos, respectivamente, enquanto somente 38 apresentaram resultados

em duplicado para mais de dois servidores (Anexo 1A). Ao analisar a sequéncias homologas
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nos proteomas de L. infantum e L. braziliensis, usando o programa BLASTp, foi observado que
71 e 120 sequéncias, respectivamente, exibiram valores além do valor de corte. As sequéncias
resultantes foram baixadas na plataforma Cytoscape para analise por enriquecimento funcional
(Anexo 1B), onde o termo o mais enriquecido para ambas as espécies de parasita foi
GO:0004674, que representa a “atividade de proteina quinase serina/treonina” (Anexo 1C e
Anexo 1D). De maneira similar, tanto o segundo quanto o terceiro termo mais enriquecido
GO:0016773 e GO:0016301 sao associados com a atividade de uma quinase. Os quinomas de
L. infantum e L. braziliensis foram definidos e comparados recentemente usando um pipeline
bioinformatico’?, resultando na identificacdo de 29 quinases com ortologia entre as duas
espécies de parasita. As sequéncias destes alvos foram alinhadas para a visualizacdo dos
motivos conservados (Anexo 1E) e em seguida avaliados para a interacdo com 6 (Anexo 1F).
Os resultados mostraram que 6 ligou com nove quinases alvos acima do valor de corte, sendo

uma proteina quinase serina/treonina (Uniprot ID: A4IAZS8) aquela que apresentou a maior

afinidade de ligacao (-6.68 kcal/mol).

Assim, estas predicdes in silico sugerem que a atividade de 6 contra L. infantum possa
resultar da inibicdo de uma proteina quinase serina/treonina nado-especifica no parasita,
perturbando a fixag¢do de ATP e a atividade fosforiltransferase em L. infantum.”® No entanto,
tais resultados in silico precisam ser confirmados por experimentos in vitro, pois a natureza
deste tipo de resultado de target-fishing in silico é mais preditiva do que afirmativa. Por esta
razao, ensaios de inibicdo com 6 contra quinases de Leishmania foram planejados, para
providenciar elementos conclusivos sobre as predigdes in silico. Notavelmente, um estudo
prévio de triagem de inibidores potenciais de quinase glicogénio sintase 3 (GSK-3) dentro dos
compostos da Leishbox mostrou que o #4it inicial 1 ndo inibia esta proteina GSK-3, que foi
descrita como uma quinase serina/treonina multitarefa em células mamiferas com equivalentes
proximos encontrados em espécies de Leishmania.”* Essas conclusdes aparentemente opostas
entre as predicdes in silico para 6 e as investigagdes prévias envolvendo 1 motivaram entdo a
avaliacdo in vitro da atividade inibitoéria de 6 contra dois isoformas de GSK-3 encontrados em
L. infantum, antes de considerar outras quinases de Leishmania. Além disto, devido a relativa
falta de conhecimento da biologia do parasita e a falta geral de estruturas cristalinas confirmadas
para a grande maioria de suas proteinas®>, potenciais alvos podem ter sido omitidos no farget-
fishing in silico, o que levou outras enzimas de Leishmania a serem consideradas para os ensaios
de inibi¢do in vitro detalhados na proxima se¢cdo. Uma destas, a proteina de choque térmico 83

(Hsp83, heat shock protein 83), apesar de ndo ser uma quinase em si, foi associada com a
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atividade de proteina quinase A em parasitas Leishmania.”” Considerando que as predi¢des in
silico associaram a atividade de proteinas quinase com um potencial alvo, a Hsp83 foi entao
incluida no painel de proteinas ndo-quinases de Leishmania para a avaliagdo da atividade

inibitoria de 6.

III) 5. 3. 2. Ensaios enzimaticos in vitro

Um estudo anterior de validacdo genética estabeleceu que ambos os isoformas A (GSK-
3A) e B (GSK-3B) da proteina GSK-3 sdo essenciais em parasitas Leishmania.’® Para avaliar o
efeito de 6 contra GSK-3A e GSK-3B de L. infantum, a atividade das enzimas produzidas por
recombinacdo foi monitorada usando um ensaio comercial baseado em TR-FRET (LANCE®
TR-FRET, PerkinElmer). O composto 6 (0 — 30 uM) foi titulado com concentragdes fixadas
em proteina (50 nM de L. infantum GSK-3A ou 10 nM de L. infantum GSK-3B) e em substrato
peptidico (50 nM). Os dados obtidos nesses ensaios de atividade enzimatica mostraram que 6
ndo teve atividade inibitoria em ambas as enzimas GSK-3A ¢ GSK-3B em concentragoes até

30 uM.

Além disto, 6 foi submetido a ensaios bioquimicos e biofisicos contra um painel de
proteinas de Leishmania para identificar alvos potenciais. As proteinas Hsp83, superdxido
dismutase (SOD), e diidroorotato desidrogenase (DHODH) de L. braziliensis foram
selecionadas para a avalia¢do da atividade inibitoria de 6. As proteinas Hsp83 sdo proteinas
ATP-dependentes desenvolvendo uma fungdo crucial na estabilizagdo de diversas proteinas
clientes, muitas delas sendo vitais para a sinaliza¢do celular e as respostas adaptativas ao
estresse celular.””’® A expressdo das Hsp é crucial para a sobrevivéncia e a protegio do parasita
em ambas as etapas do seu ciclo de vida, pois essas proteinas o conferem tolerancia térmica,
viruléncia aumentada, e adaptabilidade as mudangas de pH, temperatura, estresse oxidativo, e
manipulagio enzimatica.” Consequentemente, inibir a proteina Hsp83 em Leishmania pode
perturbar a sobrevivéncia em todas as etapas do ciclo de vida e limitar a progressao da doenga.
Espécies reativas de oxigénio (ROS) desenvolvem sua fun¢do na sinalizacdo intercelular e na
sintese de biomoléculas importantes.®®¥! Parasitas protozodrios como as Leishmania spp.
desenvolveram mecanismos de protecdo eficientes contra ROS, envolvendo na primeira linha
de defesa a proteina SOD (E.C. 1.15.1.1). Esta enzima ¢ responsavel para a conversao do
superéxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular.’? A atividade de FeSOD é critica

para a sobrevivéncia dos parasitas Leishmania dentro do hospede. A superdxido dismutase em
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L. braziliensis contém o ferro como grupo metalico prostético (FeSOD), enquanto a versao
humana utiliza cobre e zinco (Cu/ZnSOD).%*#* Esta diferenca, junta com a baixa similaridade
de sequéncia entre as versdes parasitaria ¢ humana, sugere que a inibi¢do seletiva de FeSOD
em tripanosomatideos ¢ uma estratégia terapéutica viavel.*>% A DHODH ¢é uma flavoenzima
catalisando a oxidagdo estereoseletiva do (S)-diidroorotato (DHO) para o orotato (ORO) na
quarta etapa da biossintese de novo de pirimidina. Estudos anteriores mostraram que a
desativacdo do gene DHODH em 7. cruzi resultava em inviabilidade celular®’, e que silenciar

a expressdo de DHODH em 7. brucei inibia o crescimento do parasita.’®

Geralmente, a fluorimetria de varredura diferencial (DSF) ¢ usada para identificar as
condicdes e as moléculas que possam afetar a estabilidade de proteinas.®® Este ensaio baseia-se
na interacdo de um fluoroforo com as regides hidrofobicas da proteina, que ficam expostas
durante a desnaturagio térmica.”® A mudanga de fluorescéncia corresponde a um aumento na
temperatura e, consequentemente, ao desdobramento da proteina. Assim, o ponto médio de
transi¢ao térmica (Tm) pode ser calculado, o que permite observar como os ligantes podem
influenciar a proteina.”! A interacio entre 6 e L. braziliensis Hsp83 ou L. braziliensis SOD foi
monitorada pela medida do valor de Tm para cada proteina, quando exposta ao composto 6
(100 uM), usando a DSF. Porém, 6 ndo conseguiu exibir efeitos significativos, sugerindo uma

interacdo fraca com esses alvos (Anexo 2).

Os ensaios de inibicdo de DHODH também resultaram em menos de 25% de inibigao
da enzima por 6 numa concentracdo de 100 uM, o que sugere uma interagdo fraca com este

alvo, da mesma maneira que previamente observado com Hsp83 e SOD.
III) 6. Conclusoes

O estudo da relagdo estrutura-atividade realizado com a série das pirazinilpiperazinas
contra L. infantum permitiu identificar as principais caracteristicas estruturais responsaveis pela
atividade da série contra o parasita, a maioria das quais encontraram-se ao investigar o
fragmento benzoila. De fato, a primeira fase da otimizagdo da classe focalizou-se neste mesmo
fragmento do Ait inicial 1, e levou a obtengdo de varios derivados apresentando melhorias em
relagdo a 1, tanto em termos de poténcia antiparasitaria quanto em termos de seletividade. A
caracteristica mais notavel compartilhada por estes derivados foi a presenga de substituintes
com efeitos indutivos retiradores de elétrons e efeitos doadores de elétrons por ressonancia
como grupos hidroxila, metoxila, ou amino, no anel aromatico, que, além de um anel benzoico,

tolerou anéis nicotinicos e nafténicos. A posicao para, no caso de derivados monossubstituidos,
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revelou-se crucial para a atividade antiparasitaria dos compostos, enquanto andlogos
dissubstituidos toleraram mais flexibilidade em relagao a posigdo relativa dos substituintes no
fragmento benzoila. Assim, os derivados para-monosubstituidos 6, 19, 29 e 33, e o catecol 40,
dissubstituido, destacaram-se como otimizag¢des em cima do #4it 1, e o derivado para-hidroxila
6, devido a sua alta poténcia contra L. infantum e por razdes de praticidade sintética e economia
de etapas, foi selecionado como referéncia para prosseguir com a exploragcdo dos fragmentos
pirazina e linker piperazina. Tal exploragcdo, no entanto, ndo levou ao sucesso esperado,
resultando em apenas dois compostos (58 € 63) com atividade da mesma ordem de grandeza

que 6, porém ainda inferiores em termos de ambas poténcia e seletividade.

Portanto, a determinagao in vitro do perfil farmacocinético das pirazinilpiperazinas mais
promissores foi realizada com o 4it 1 e os cinco candidatos a estudos in vivo 6, 19, 29, 33 ¢ 40.
O estudo farmacocinético identificou uma fraca estabilidade metabolica para 40, comparando
com 0s outros cinco compostos, resultando neste composto sendo desconsiderado para estudos
in vivo. O hit e os outros candidatos para estudos in vivo apresentaram perfis ADME
satisfatorios, com permeabilidade gastrointestinal razoidvel e baixa permeabilidade
hematoencefalica, alto tempo de meia-vida microssomal e baixos valores de clearance
intrinseco. O derivado para-hidroxila 6, por sua maior poténcia e seletividade in vitro contra L.
infantum e sua superioridade em termos de estabilidade metabolica, foi considerado o mais
adequado para avaliacdo in vivo num modelo de leishmaniose visceral em camundongos
BALBY/c. 6 revelou-se eficiente nesta avaliag@o in vivo, reduzindo a carga parasitaria por mais
de 90% no bago e figado sem apresentar nenhum sinal de toxicidade aguda, ap6s um tratamento

de 7 dias a 100 mg/kg/dia.

Apesar dos experimentos in silico e in vitro nao terem conseguido identificar o alvo
molecular de 6 em L. infantum, uma investigacdo complementar do mecanismo de agdo de 6
evidenciou que esse composto levava a parada do ciclo celular do parasita na fase GO/GI e
induzia um aumento na producao de espécies reativas de oxigénio. Diante disto, aparece que a
otimizagdo da série das pirazinilpiperazinas a partir do 4it 1 identificou com sucesso o derivado
para-hidroxila 6 como um novo lead contra leishmaniose visceral, a partir de qual novos
estudos de otimiza¢ao de /ead poderdo ser desenvolvidos, focando tanto em aumentar a
permeabilidade gastrointestinal enquanto mantém-se adequado o resto do perfil ADME e a
excelente eficacia in vivo quanto na identificacdo do alvo molecular de 6 e dos possiveis

compostos /ead otimizados
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IV) OTIMIZACAO DA SERIE DE TIAZOIS CONTRA A DOENCA DE
CHAGAS E LEISHMANIOSE

De maneira andloga a série de pirazinilpiperazinas, todos os derivados de tiazol
planejados foram sintetizados, caracterizados por ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H
e 13C, e espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS), e testados em modelos in vitro
contra a forma amastigota de 7. cruzi e de L. infantum. A citotoxicidade de todos os tiazdis foi
avaliada in vitro em células L929 e em macréfagos THP-1, e as propriedades ADME dos

derivados mais ativos e seletivos contra cada parasita foram avaliadas in vitro.

O planejamento geral do estudo de SAR desta série também seguiu a estratégia geral
apresentada na Figura 5. O primeiro fragmento considerado para modifica¢des estruturais foi o
fragmento tiomorfolina de 2, em qual uma grande diversidade quimica pode ser implementada
a partir do carbamoilimidazol 107, para gerar ureias com diversas aminas, principalmente
alifaticas, explorando assim o carater ciclico ou aciclico destas, o nimero de 4&tomos no ciclo e
a presenca de substituintes, principalmente. Em seguida, e numa tentativa de melhorar a
estabilidade metabolica da série, os dois fragmentos /inker etila e feniltiazol foram explorados
em paralelo, investigando a substituicao do anel 4-feniltiazol por sistemas aromaticos fundidos

com o anel tiazol e a inclusdo de uma fungdo amida no /inker ou a remocgao dele (Figura 18).
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Figura 18. Planejamento do estudo de SAR para a série de tiazois.
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IV) 1. Sintese do Ait inicial 2 e de derivados
IV) 1. 1. Sintese do Ait e dos derivados com modificacoes no fragmento 2-etiltiazol

O hit e todos os derivados 2-etiltiazol foram sintetizados em uma ou duas etapas a partir
de cloridrato de 2-(4-feniltizaol-2-il)etan-1-amina comercial (Esquema 15). Primeiramente, o
cloridrato de etilamina foi reagido com CDI para render com rendimento de 87% o
carbamoilimidazol 107, que revelou ser um intermedidrio chave para a sintese de maioria dos
derivados de ureia. De fato, os carbamoilimidazois sdo substitutos relevantes para cloretos de
N-carbonila e/ou isocianatos para a sintese de ureias assimétricas em quais o imidazol constitui
um excelente grupo abandonador, da mesma maneira que o atomo de cloro nos cloretos de N-
carbonila usados para a mesma finalidade.’>”® Em seguida, transferéncia de carbamoila entre
107 e as aminas primarias ou secundarias correspondentes rendeu o 4it inicial 2 e os derivados
2-etiltioureia 94 — 106 em rendimentos de 55 a 86%. Notavelmente, enquanto todas as reacdes
envolvendo aminas alifaticas foram relativamente rapidas (16 — 20 h), a sintese do derivado de
anilina 106 revelou ser extremamente lenta (120 h) e necessitou um excesso substancial de
anilina para ser completada, o que pode ser explicado pela menor reatividade da anilina e de
outras aminas aromaticas devido a deslocaliza¢do do par de elétrons do nitrogénio nucleofilico
por ressonancia. Finalmente, o derivado de ciclopentilamida 108 foi sintetizado por
acoplamento de amida mediado por EDC/HOBLt a partir do cloridrato de 2-(4-feniltizaol-2-

il)etan-1-amina e de 4cido ciclopentanoico em 71% de rendimento.
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Esquema 15. Sintese do kit 2 e dos derivados com modificagdes no lado direito (LD) 94 - 108.
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Reagentes e condigdes: (a) EtsN, DCM, 0 °C —ta, 16 h, 87%; (b) EtsN, DCM, 0 °C —ta, 15— 120 h, 55 — 86%; (c)
EtsN, DMF, ta, 24 h, 71%.

IV) 1. 2. Sintese dos derivados com modificacoes no linker

Os derivados com modificacdes no /inker necessitaram mais etapas para serem
sintetizados, conforme destacado no Esquema 16. Primeiramente, o intermedidrio 4-feniltiazol-
2-amina 110 foi sintetizado em duas etapas a partir de acetofenona, via brominacao quantitativa
da acetofenona resultando na formagao da alfa-bromocetona 109 correspondente seguida por
uma sintese de tiazois de Hantzsch com tioureia, formando 110 com um rendimento de 93%
para as duas etapas. Depois, a sintese dos derivados glicinamida comegou com a protecdo com
grupo Boc da glicina, e o acoplamento da amida subsequente entre a N-Boc-glicina 111 ¢ a
tiazol-2-amina 110 rendeu a glicinamida protegida 112 com 57% de rendimento nas duas
etapas. 112 foi entdo desprotegido em condigdes acidas, € a amina primaria 114 obtida foi
convertida na ureia desejada 117 via sintese de ureia one-pot, reagindo primeiro com CDI antes
de converter o carbamoilimidazol formado in situ em ureia gracas a adigdo de tiomorfolina,
assim levando a formagao da ureia almejada com rendimento global de 23% para as 4 etapas a
partir da glicina. A sintese do derivado de benzotiazol 118 foi conseguida com rendimento
global de 37% seguindo a mesma rota, usando benzo[d]tiazol-2-amina comercial no lugar de
110 para a amidagdo com a N-Boc-glicina 111. Inesperadamente, a 4-feniltiazol-2-amina 110
provou menos reativa que a benzo[d]tiazol-2-amina, apesar de apresentar uma ressonancia
menos extensa que o seu equivalente benzotiazol, o que foi evidenciado pelo rendimento menor
obtido na sintese de 112 comparando com a sintese de 113. Portanto, a menor reatividade de
110 poderia ser explicada pelo impedimento estérico, provavelmente devido a uma rotagao
impedida em volta da ligagdo ¢ entre o anel fenila e o anel tiazol. Os derivados sem linker 119
e 120, para quais a sintese também fica descrita no Esquema 16, precisaram de menos etapas
para serem sintetizados, devido a estrutura mais simples deles. De fato, o benzotiazol sem linker
119 foi sintetizado em uma etapa so6 a partir de benzo[d]tiazol-2-amina, seguindo o mesmo
procedimento de sintese de ureias one-pot que aquele usado para a Gltima etapa da sintese de
117 e 118, formando o composto-alvo num rendimento de 47%. Tal procedimento one-pot foi
tentado inicialmente para a sintese de 120 a partir de 110, porém revelou-se sem sucesso devido
a reatividade menor de 110 previamente destacada. Portanto, para superar esta limitagao, a rota
sintética para 120 envolveu primeiro a sintese do carbamoilimidazol 116 a partir de
tiomorfolina e de CDI, de maneira similar a sintese de 107, seguida por uma transferéncia de

carbamoila entre 116 ¢ 110 rendendo 120 com rendimento de apenas 15%, apesar das tentativas
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de aumentar a nucleofilicidade de 110 tanto aquecendo quanto usando uma base mais forte para

gerar o amideto correspondente.
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Esquema 16. Sintese do intermediario 4-feniltiazol-2-amina 110 ¢ dos derivados aminotiazolamida com
modifica¢des no linker 117 - 120.

Reagentes e condi¢des: (a) DCM, ta, 24 h, 100%; (b) EtOH, 70 °C, 15 h, 93%; (c) NaOH, 1,4-dioxano/H,O (1:1),
0 °C —ta, 24 h, 88%; (d) 110 (para 112) ou benzo[d]tiazol-2-amina (para 113), DMF, ta, 40 — 48 h, 65 — 85%; (¢)

DCM, ta, 16 h, 98 — 100%; (f) EtsN, DCM depois tiomorfolina, 0 °C — ta, 20 — 70 h, 41 — 50%; (g) EtsN, DCM, 0
°C —ta, 14 h, 75%; (h) DMF, 0 — 70 °C, 72 h, 15%.

IV) 2. Atividade biolégica dos tiazdis contra 7. cruzi e L. infantum
IV) 2. 1. Relacao estrutura-atividade contra 7. cruzi

De acordo com recomendacdes e orientagdes padrao para campanhas de otimizagao Ait-
to-lead de compostos antitripanossomais, 2 foi primeiramente sintetizado, caracterizado e

avaliado in vitro contra T, cruzi.*®
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A estrutura de 2 foi confirmada por RMN de 'H e '3C (APT), e por espectrometria de
massas de alta resolugdo. O sinal em 7.85 ppm no espectro de RMN de 'H (Figura 19) foi
atribuido aos dois hidrogénios da fenila em posi¢do orfo em relagdo ao anel tiazol, por serem
os Ginicos a poder apresentar o padrdo de acoplamento orto/meta (J”" = 8.3 Hz, J"" = 1.2 Hz)
observado com este sinal. O multipleto em 7.45 — 7.32 ppm integrando para quatro hidrogénios
foi atribuido aos trés outros hidrogénios da fenila (meta-tiazol e para-tiazol) e ao hidrogénio
presente no anel tiazol. O hidrogénio NH da ureia foi observavel, e o sinal dele foi o Unico a
integrar por um hidrogénio s0, aparecendo como um singleto em 5.88 ppm. Os sinais referentes
aos hidrogénios do CH> do linker etila ligado ao nitrogénio da ureia e aos hidrogénios da
tiomorfolina vizinhos ao nitrogénio deste anel apresentaram deslocamentos proximos, levando-
os a serem parcialmente sobrepostos e resultando num multipleto integrando por seis
hidrogénios (3.75 — 3.65 ppm). O sinal correspondente aos dois outros hidrogénios do /linker
etila foi observado em 3.28 — 3.20 ppm, na forma de um tripleto resultando do acoplamento
com os dois hidrogénios vizinhos da etila. Finalmente, os quatro hidrogénios dos CH; da
tiomorfolina ligados ao enxofre deste anel apareceram como um multipleto, em 2.58 — 2.53
ppm. No espectro de '*C (APT) (Figura 20), os quatro sinais mais desblindados corresponderam
aos quatro carbonos quaternarios de 2, devido ao fato destes sinais apontar para baixo da linha
de base ¢ deles terem baixa intensidade, caracteristica dos sinais de carbonos quaternarios.
Assim, o carbono quaternario do anel tiazol ligado a ambos o nitrogénio e o enxofre deste anel
ficou o mais desblindado, por ser ligado a dois atomos mais eletronegativos, com um sinal em
168.8 ppm. O carbono da ureia, cujo deslocamento ¢ esperado ser menor que carbonos de
amida, apareceu em 157.1 ppm, e o sinal referente ao segundo carbono quaternario do anel
tiazol, que sustenta a fenila, teve deslocamento de 155.4 ppm. Por fim, o Gltimo carbono
quaternario, do anel fenila, apresentou um sinal em 134.4 ppm. Os trés sinais apontando para
cima entre 126 e 129 ppm foram atribuidos aos cinco carbonos primarios da fenila, sendo o
sinal de menor intensidade em 128.4 ppm atribuido ao carbono para-tiazol e os de maior
intensidade atribuidos aos carbonos orto-tiazol (128.9 ppm) e meta-tiazol (126.3 ppm). O
ultimo sinal de carbono aromadtico, mais blindado (112.4 ppm), foi atribuido ao carbono
primario do anel tiazol. Enfim, os quatro sinais de carbonos alifaticos foram atribuidos aos
carbonos secundarios do linker etila e da tiomorfolina, sendo os dois sinais mais intensos
atribuidos aos carbonos da tiomorfilina (dois carbonos equivalentes por sinal) e os dois de
menor intensidade aos carbonos do linker. Por conta da maior eletronegatividade do nitrogénio
em relagdo ao enxoftre, o sinal em 46.7 ppm foi atribuido aos carbonos ligados ao nitrogénio da

tiomorfolina, enquanto o sinal dos dois outros carbonos da tiomorfolina, ligados ao enxofre, foi
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observado em 27.0 ppm. O mesmo raciocinio, baseado na eletrofilicidade do nitrogénio,

permitiu atribuir os sinais dos dois carbonos do /inker etila, sendo o mais desblindado deles

(40.1 ppm) referente ao carbono ligado ao nitrogénio da ureia e o menos desblindado (33.0 pm)

referente ao carbono ligado ao anel tiazol. Além destes dados de RMN terem confirmado a

estrutura de 2, a espectrometria de HRMS (Figura 21) permitiu identificar os sinais referentes

ao aduto de 2 com sodio (em 356.0861 m/z, erro = 0.00 ppm), sendo este o sinal mais intenso

observado no espectrograma, ao cation [M+H]" em 334.1041 m/z ¢ ao aduto com potassio em

372.0599 m/z.
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Figura 21. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 2.

Agradavelmente, 2 apresentou uma excelente poténcia antitripanossomal assim como
alta seletividade, com um valor de ICso muito abaixo do valor de corte recomendado para Aits
antitripanossomais (ICso < 10 uM) e um indice de seletividade muito acima do recomendado
(SI > 10) (Tabela 13). Portanto, 2 foi validado como #it contra 7. cruzi, permitindo entdo dar
continuidade aos esforgos de relagdo estrutura-atividade (SAR). O perfil ADME de 2 também

foi determinado in vitro para identificar potenciais limitagdes farmacocinéticas, considerando
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que estudos anteriores com a classe de compostos identificaram uma instabilidade metabdlica
notavel para compostos altamente similares a 2.272 De acordo com os valores de clog(P)
preditos (Tabela 13), a lipofilicidade experimental de 2 também ficou bastante alta, quase meia-
unidade acima da predigao, apesar de ainda respeitar as regras de Lipinski (Tabela 14 e Tabela
17).°* 2 também demonstrou boa solubilidade aquosa tanto em meio 4cido quanto em meio
neutro, e permeabilidade gastrointestinal relativamente alta. Mais preocupante, as expectativas
a respeito da estabilidade metabdlica provaram-se veridicas, com 2 apresentando uma meia-
vida microssomal criticamente baixa, apenas acima de 3 minutos, associada com um alto
clearance intrinseco de 872.80 pL/min/mg, expondo assim uma grande limitagdo metabolica a
ser superada. Dentro das possiveis razdes para esta baixa estabilidade metabdlica, as primeiras
hipoteses incluiram a lipofilicidade relativamente alta de 2, assim como a presenga de pontes
etila em ambos o /inker e o fragmento tiomorfolina, que poderiam ser susceptiveis a desetilagdo

metabolica.**%

Apesar das limitacdes metabolicas, 2 ainda revelou ser um excelente ponto de partida
em termos de poténcia antitripanossomal, € o estudo de SAR comecou com foco no fragmento
tiomorfolina, com o objetivo de avaliar a relevancia deste fragmento como um possivel grupo
farmacoforico e a sua potencial influéncia na baixa estabilidade de 2. Para isso, 15 analogos
com modificacdes no lado direito (LD) foram planejados, em quais a tiomorfolina foi
substituida por uma variedade de aminas, com a intengao de contemplar uma larga diversidade
de caracteristicas estruturais. Aminas primdrias e secundarias, ou lineares ou ciclicas,
aromaticas ou alifaticas, com ou sem substituintes ou outros heteroatomos, foram consideradas
para esta etapa inicial. Os derivados também cobriram uma larga faixa de valores de clog(P),
menores ou maiores que o valor de clog(P) de 2, para sondar a hipotese ligando a alta

lipofilicidade de 2 com sua baixa estabilidade metabdlica.

De modo geral, aminas secundarias com exce¢do dos derivados de piperazina levaram
aos melhores resultados, com dois compostos apresentando atividade sub-micromolar contra o
parasita, o hit tiomorfolina 2 (ICso = 0.2 uM) e o analogo de pirrolidina 96 (ICso = 0.5 uM), e
com o0 quarto composto mais potente da série (94). Além de apresentar alta poténcia, ambos os
derivados 2 ¢ 96 foram altamente seletivos (SI = 622 e 277, respectivamente, Tabela 13),
tornando 2 quase 20 vezes mais potente que o farmaco de referéncia benznidazol com uma
seletividade similar. A unica excecdo a tendéncia geral observada com este lote de aminas
secunddarias foi o derivado de 4-hidroxipiperidina 95, para qual a atividade contra 7. cruzi

permaneceu quase 9 vezes menor que o seu equivalente endociclico 94 e 22 vezes menor que
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2. Portanto, tais resultados sugerem que aminas secundarias ciclicas sem substituintes sejam

mais indicadas que as mesmas com substituintes para uma maior atividade antiparasitaria.

Trocar o fragmento tiomorfolina por diaminas, que sejam primarias ou secundarias, foi
desfavoravel a respeito da atividade, exemplificado pela poténcia dos derivados de piperazina
97 ¢ 98 pelo menos 595 vezes menor que 2 (Tabela 13). As diaminas 99 e 100, que incorporam
uma amina secundaria no lugar da amina tercidria presente nos fragmentos N-metil- e N-
fenilpiperazina de 97 e 98, apresentaram resultados semelhantes aos derivados piperazinicos,

independente do fato deles serem ciclicos (composto 99) ou lineares (composto 100).

Ao contrario, o analogo N,N-dimetilamina 101 resultou na maior atividade de todas as
ureias aciclicas, sendo quase 5 vezes mais potente que 100, mesmo que ainda tenha

permanecido mais de cem vezes menos ativo que 2 (Tabela 13).

Passar de aminas alifaticas secundarias para primarias também revelou-se desfavoravel
para a atividade (Tabela 13). De fato, a ciclopentilamina 103 exibiu a maior atividade dentro
dos derivados de aminas primadrias, que ainda permaneceu 50 vezes menor que 2 e 20 vezes
menor que o seu direto equivalente de amina secundéaria 96, apesar de ter atividade
relativamente boa (ICso < 10 uM). A mesma tendéncia foi observada ao comparar o derivado
tetrahidropiran-4-amina 104 com a morfolina 94, com 94 ficando 21 vezes mais potente contra

T. cruzi que 104.

Ureias de aminas aromadticas também nao levaram a melhorias na poténcia, ja que ambos
a fenilureia 106 e o carbamoilimidazol 107 apresentaram uma brusca queda de atividade

antitripanossomal comparando com 2, por um fator 348 e 1284, respectivamente (Tabela 13).

Assim, aminas ciclicas com anéis de 5 ou 6 membros apresentaram os melhores
resultados no geral, com uma tolerancia para heterodtomos na posi¢ao 4 do ciclo, apesar de que
a poténcia provou altamente dependente da natureza de tal heterodtomo, o enxofre sendo
preferido ao oxigénio e, de acordo com a baixa atividade dos derivados de piperazina, o
nitrogénio tendo que ser evitado. Derivados de amida também sdo tolerados, levando a analogos
com atividade contra 7. cruzi no baixo micromolar (108, ICso = 3.4 uM, Tabela 13), porém
menos potentes que as ureias correspondentes, devido a queda de atividade de 96 para 108 por

um fator 6.
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Tabela 13. Atividade e seletividade in vitro do Ait 2 e dos derivados 2-etiltiazol 94 - 108 contra 7. cruzi e L.
infantum.

N
D
s NH
r
(o]
T. cruzi ICso L. infantum
Cpd Ri L929 CCs® THP-1 CCs?  clog(P)*
(SD? ICso (SD)*
02+0.0 49+1.6
2 ‘——N/—’-\ S 124.3 £ NDf ND 2.90
—/ (622) (ND)
54+1.6 532462
94 N/——\O 2473+82 646.8 £ 12.5 232
—/ (46) (12)
43.1+10.9 35.0+2.6
95 \__NQ’W 375.2+ ND ND 2.34
) (ND)
0.5+0.2 187.1+5.1
96 \—-NO 1385+ 1.6 ND 2.90
(277) (ND)
283.1+ND 153.8+ 4.7
97 ‘.—N/—_\ N— ND ND 2.30
—/ (ND) (ND)
119.3+0.0 14.6+3.0
98 \___N/’\N 509.5 + ND ND 3.44
/ @) (ND)
NH 141.1 + ND 6.0+3.5
99 \.—NQ ND ND 2.22
(ND) (ND)
N/ 118.3 + ND 38+1.1
100 \ ND ND 2.36
HN— (ND) (ND)
/ 25.1+1.8 328.0+ 6.6
101 \—N 278.4+ ND ND 2.51
\ (11) (ND)
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NH 122+38 61112
102 b 206.8 + ND 607.9 + 8.4 2.72
(17) (10)
‘—-NH 9.8+4.28 2222 +7.1

103 69.2 + ND ND 3.22
™ (ND)

111.5+ND 345+£2.2
ND 404.3 +10.7 2.68
(ND) (12)

104

44,0+ 10.3 49+14

®
H
105 498.7+ ND ND 3.59
an (ND)
D

69.6+ 6.8 82+17
106 4513 +ND ND 3.53
(6) (ND)
/=N 256.8 + ND 402+ 1.0
107 ‘——N \) ND 466.4 +5.9 2.44
(ND) (12)
34402 16.8+3.1
108 ‘—O 107.8 + ND ND 3.52
(32) (ND)
3.8 £+ ND
Bzn® - 2381 + ND ND ND -
(627)
0.25 + 0.04
AmB" - ND ND 3638+ 1.6 -
(1455)

2: Valor de ICso (uM) para a inibi¢do do crescimento de 7. cruzi (cepa Tulahuen) em células L929 (média de pelo
menos duas determinagdes independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs¢/ICso; : Valor de CCso (uM)
medido em células L929 (média de pelo menos duas determinag¢des independentes, P < 0.05); ©: Valor de ICso
(uM) para a inibicdo do crescimento de L. infantum em macrofagos THP-1 (média de pelo menos duas
determinagdes independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCso/ICsp; ¢: Valor de CCsp (uM) medido em
macrofagos THP-1 (média de pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); ¢: Valores de log(P)
calculados com a ferramenta web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php)*¢; : Ndo determinado; & O
benznidazol (farmaco de referéncia) foi usado como controle positivo contra T. cruzi; ": A anfotericina B (farmaco

de referéncia) foi usada como controle positivo contra L. infantum. A determinagdo dos valores de ICso e CCsg foi
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realizada por Me. Mariza Gabriela Faleiro de Moura Lodi Cruz, Dr*. Daniela de Melo Rezende e Prof®. Dr®. Silvane

Maria Fonseca Murta (FIOCRUZ Minas).

Devido a limitagdo metabolica identificada para 2, as propriedades ADME de todos os
derivados com atividade aceitavel contra 7. cruzi (ICso < 15 pM) foram determinadas in vitro,
com o objetivo de validar as hipoteses feitas sobre as causas de tal limitacdo e as possiveis
solucdes. Porém, comparar a estabilidade metabodlica de 2 com aquela dos outros derivados
selecionados para os ensaios de ADME tem tendéncia a invalidar a hipdtese ligando a baixa
estabilidade de 2 com a alta lipofilicidade dele, pois compostos com um elog(D) (lipofilicidade
experimental) ligeiramente maior ou menor foram mais estaveis que 2 em MLM, embora que
tenha sido por uma margem fina (compostos 96 ¢ 103, Tabela 14). A desetilagdo sugerida no
fragmento tiomorfolina também foi descartada, pois substituir este fragmento por um anel
morfolina levou a um aumento da estabilidade metabolica por um fator 7, apesar de que ambos
os fragmentos tiomorfolina e morfolina apresentem pontes etila propensas a desetilagao. Alterar
a natureza do grupo funcional entre o /inker etila e o LD teve pouco impacto em termos tanto
de meia-vida quanto de clearance, embora a func¢ao ureia tenha permanecido preferida frente a
funcdo amida (compostos 96 vs 108, Tabela 14), a segunda sendo encontrada no composto o
menos estavel da série (108). De modo geral, e apesar de 94 ¢ 102 apresentarem leves melhorias
em relagdo a 2, todos os compostos com uma substancial atividade antitripanossomal exibiram
uma estabilidade metabodlica relativamente baixa. Notavelmente, esses compostos
compartilham duas caracteristicas estruturais em comum, o /inker etila e o anel 4-feniltiazol no

lado esquerdo (LE), o que pode ser o foco para outras modificagdes estruturais nessa série.

Tabela 14. Propriedades ADME in vitro do hit 2 e dos derivados com ICsyp < 15 uM contra T. cruzi.

KSP P.GI t12 (min)® Clint (uL/min/mg)*
elog(D)
Composto (PH 7.4 (10" cm/s) e
pEL 7. pH2.0 pH74 e~ . MLM HLM MLM HLM
classificaciao
2 3.37 18.68 19.75 28.86 3.18 NDf 872.80 ND
94 2.71 18.34 18.93 18.20 22.00 ND 126.00 ND
926 3.18 18.14 18.97 26.30 3.87 ND 717.20 ND
102 2.88 38.36 > 53.87 21.95 23.90 47.15 116.00 58.80
103 3.67 >2426 >40.19 31.20 5.39 25.67  514.80 108.00
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108 3.75 17.61 19.18 47.12 2.59 ND 1068.80 ND

2 Lipofilicidade experimental, determinada em pH = 7.4; ®: Solubilidade cinética (ug/mL); : Permeabilidade
gastrointestinal. P, < 1.5.10°° cm/s: baixa permeabilidade, P, > 1.5.10°° cm/s: alta permeabilidade; ¢: Meia-vida
microssomal determinada em microssomas de figado de rato (MLM) e microssomas de figado humano (HLM), na
presenca do cofator NADPH; ©: Clearance intrinseco determinado em MLM e HLM, na presenca do cofator
NADPH; f: Nio determinado. A determinagio das propriedades ADME in vitro foi realizada por Dr. Rafael
Consolin Chelucci, Prof. Dr. Leonardo L. G. Ferreira e Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo (IFSC — USP).

A exploragdo inicial do SAR destacou 2 € 96 como os derivados com maior poténcia e
seletividade dentro dos derivados 2-etiltiazol, porém com uma importante limitagdo ligada a
estabilidade metabolica (Tabela 14 e Tabela 17). Por esta razdo, andlogos adicionais foram
planejados, baseando-se em investigacdes e resultados previamente publicados com uma outra
classe®®, mantendo a ureia de tiomorfolina encontrada na estrutura de 2 enquanto modificacdes
em ambos o linker e o heterociclo tiazol foram incorporadas, almejando assim melhorar a

estabilidade metabolica e manter a poténcia contra 7. cruzi comparavel com 2.

Conforme discutido na se¢do dedicada ao perfil ADME dos derivados desta série, a
estabilidade metabdlica de 117, cuja estrutura incorpora um /inker glicinamida ao invés de uma
etila, melhorou drasticamente em relagao a 2, apesar de ainda nao ser ideal (Tabela 17). No
entanto, ¢ apesar de parcialmente alcangar o objetivo sobre a estabilidade metabolica, a inclusdo
do linker glicinamida em 117 também fez despencar a poténcia deste composto, que foi mais
de 300 vezes menor que o equivalente etila 2 (Tabela 15). Substituir o fragmento 4-feniltiazol
no LE por um anel aromatico fundido provou mais desfavoravel ainda para a atividade
antitripanossomal, independente da natureza do /inker, visto que ambos benzotiazdis 118 e 119
foram aproximadamente trés vezes menos potentes que os 4-feniltiazois correspondentes 117 e
120, respectivamente (Tabela 15). De modo geral, o comprimento do /inker se revelou pouco
influente na atividade, pois derivados sem linker apresentaram poténcia comparavel aos seus
equivalentes glicinamida (compostos 119 e 120 vs 118 e 117, respectivamente, Tabela 15).
Portanto, ¢ possivel sugerir que a perda de atividade observada em 117 — 120 seja devida a
presenca de um atomo de nitrogénio na posi¢ao 2 do anel tiazol, e ndo a natureza do /inker em
si. No entanto, e apesar da menor atividade apresentada pelos derivados com modificagdes no
linker, esse lote de derivados permitiu a identificacdo do fragmento 4-feniltiazol como sendo
necessario, porém nao suficiente, para a atividade contra 7. cruzi da série, considerando as
perdas de poténcia observadas apds sua substitui¢do por seu equivalente fundido. A Figura 22

apresenta um resumo grafico das principais conclusdes deste estudo de SAR contra 7. cruzi.
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Etila = alta poténcia mas baixa estabilidade metabdlica
Glicinamida = menor poténcia mas estabilidade melhorada
Sem linker = menor poténcia

S~
NH X

LE: 4-feniltiazol necessario = S: preferencial
mas nao suficiente para a S N X X =0:tolerado
atividade antitripanossomal » X = N: desfavoravel

Ureia preferencial,
amida tolerada

Figura 22. Resumo grafico do estudo de SAR contra 7. cruzi.

Tabela 15. Atividade e seletividade in vitro dos derivados com modificagdes no linker 117 - 120 contra T. cruzi e
L. infantum.

Ar—NH

I =
(o)

19 - 20
T. cruzi ICso L. infantum
Cpd Ar L929 CCso® THP-1 CCs?  clog(P)*
(Sp? ICso (SD)®
63.3 + ND' 142+02
117 N\ ND ND 2.01
| s?’\ (ND) (ND)
N > 148.6 152402
118 @ \H ND ND 1.70
S (ND) (ND)
N >179.0 356+14
119 @ \H ND ND 232
s (ND) (ND)
59.5+ ND 842+ 4.6
120 N\ ND ND 2.62
| SH (ND) (ND)
3.8+ ND
Bzn® - 2381 £ ND ND ND -
(627)
AmB" - ND ND 0.25+0.04 363.8+ 1.6 -
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(1455)

2: Valor de ICso (uM) para a inibi¢do do crescimento de 7. cruzi (cepa Tulahuen) em células L.929 (média de pelo
menos duas determinacdes independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs¢/ICso;*: Valor de CCso (uM)
medido em células 1929 (média de pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); ©: Valor de ICsg
(uM) para a inibigdo do crescimento de L. infantum em macrofagos THP-1 (média de pelo menos duas
determinagdes independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCso/ICsp; 4 Valor de CCso (uM) medido em
macrofagos THP-1 (média de pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); ¢: Valores de log(P)
calculados com a ferramenta web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php)*®; f: Ndo determinado; &: O
benznidazol (farmaco de referéncia) foi usado como controle positivo contra T. cruzi; ': A anfotericina B (firmaco
de referéncia) foi usada como controle positivo contra L. infantum. A determinagdo dos valores de ICso ¢ CCsg foi
realizada por Me. Mariza Gabriela Faleiro de Moura Lodi Cruz, Dr*. Daniela de Melo Rezende e Prof®. Dr®. Silvane

Maria Fonseca Murta (FIOCRUZ Minas).

IV) 2. 2. Relacio estrutura-atividade contra L. infantum

Como os parasitas dos géneros Trypanosoma e Leishmania pertencem a classe dos
kinetoplastidas e apresentam alto grau de similaridade no ciclo de vida deles, 2 foi também
avaliado in vitro contra L. infantum, para determinar a capacidade da série a estender sua
atividade antitripanossomal para uma atividade anti-kinetoplastida mais ampla. Apesar de ter
uma poténcia antileishmanial bem menor que a antitripanossomal (ICsol @ = 4.9 uM vs
ICso” % = 0.2 uM, Tabela 13), 2 ainda conseguiu apresentar uma atividade satisfatoria contra
L. infantum, de acordo com orientagdes sobre hits contra o parasita.’® Portanto, seu status de it
antitripanossomal foi estendido para ficar um de Ait anti-kinetoplastidas, e os compostos
previamente testados contra 7. cruzi foram também avaliados contra L. infantum (Tabela 13 e

Tabela 15).

De maneira surpreendente, tendéncias radicalmente diferentes daquelas previamente
observadas com 7. cruzi surgiram ao avaliar os compostos contra L. infantum. Primeiro, todos
os compostos que tinham sido destacados como tendo atividade satisfatoria contra 7. cruzi, tais
como a maioria dos derivados de amina secundaria ou alguns andlogos de aminas primarias
ciclicas, perderam poténcia de modo drastico contra L. infantum, com 2 e, em certa medida, 16

sendo as excecdes (compostos 94, 96, 102 e 103, Tabela 13).

Ao contrario, e agradavelmente, a maioria dos compostos com atividade subdtima
contra 7. cruzi apresentaram melhorias de grau variavel contra L. infantum, comparando com a

performance deles contra 7. cruzi. Para algumas aminas ciclicas com anéis de 6 membros,
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apesar de permanecerem medianas ou sub-medianas, a atividade antileishmanial foi melhorada

comparando com a antitripanossomal (compostos 95, 97 ¢ 104, Tabela 13).

A inclusao de aromaticidade no LD se revelou altamente benéfica contra L. infantum,
com todas as aminas aromaticas sendo de 6 a 9 vezes mais ativas contra este parasita do que
contra 7. cruzi, a fenilureia 106 até chegando a uma poténcia da mesma ordem de grandeza que

2.

Apesar deste surto na poténcia antileishmanial das aminas aromaticas, as alifaticas
permaneceram, no entanto, a escolha mais favoravel contra L. infantum. Manter um anel de 6
membros na mesma maneira que o fragmento tiomorfolina em 2, porém com um nitrogénio
exociclico ao invés de endociclico e sem nenhum outro heteroatomo neste fragmento, deixou a
ciclohexilaminoureia 105 equipotente a 2 contra L. infantum. Diaminas nao-piperazinicas se
mostraram os melhores analogos no geral em termos de potencial antileishmanial. Elas ndo s6
solucionaram o problema de estabilidade metabolica da série (vide proxima secao) mas também
foram eficazes contra o parasita, sendo ou ligeiramente menos ativas (composto 99, 1.2 vezes
menos ativo, Tabela 13) ou ligeiramente mais ativas (composto 100, 1.3 vezes mais ativo,

Tabela 13) que 2.

Os derivados com modificagdes no /linker 117 — 120 também demonstraram uma
mudanca interessante de atividade contra L. infantum, ao comparar com 7. cruzi.
Primeiramente, apesar de serem menos potentes que 2, as quedas de atividade comparando com
este composto foram muito menores contra L. infantum (de 3 a 17 vezes menos potentes) do
que contra 7. cruzi (pelo menos 300 menos potentes), resultando em derivados com atividade
antileishmanial mediana, porém aceitavel (compostos 117 e 118, ICso ~ 15 uM, Tabela 15).
Além disto, as caracteristicas estruturais influenciando a atividade antiparasitiria foram
radicalmente diferentes, ao comparar os resultados dos compostos 117 — 120 contra cada um
dos dois kinetoplastidas. Conforme mencionado na se¢do anterior, foi considerado que uma
maior atividade antitripanossomal fosse ligada a presenga do fragmento 4-feniltiazol no LE,
enquanto a natureza do linker tinha pouca influéncia contra 7. cruzi. Contra L. infantum, no
entanto, essas conclusdes foram basicamente invertidas: os resultados apresentados por esses
compostos indicam que a natureza do fragmento aromatico no LE tem agora pouca influéncia
na atividade antileishmanial, considerando que ambos os 4-feniltiazois 117 e 120 apresentaram
uma atividade similar aos seus equivalentes 118 e 119, respectivamente (Tabela 15). Também,
a natureza do linker ficou agora prevalente na modulacao da atividade contra L. infantum, ja
que ambas as glicinamidas 117 e 118 ficaram pelo menos duas vezes mais ativas que o mais
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potente dos derivados sem [inker 119 (Tabela 15). De modo geral, e apesar de serem
ligeiramente menos ativos que 2 e outros derivados com modificagdes no LD previamente
destacados, os compostos com modificagdes no /linker ainda conseguiram providenciar
conclusdes interessantes sobre o potencial antileishmanial e as caracteristicas estruturais chave
desta classe de compostos, € entregaram, com 117 e 118, derivados com poténcia respeitavel

contra L. infantum e maior estabilidade metabolica que 2.

Da mesma maneira que com os derivados mais potentes contra 7. cruzi, todos os
compostos mais ativos (ICso < 15 uM) contra L. infantum tiveram suas propriedades ADME
avaliadas in vitro, devido a falta de estabilidade metabdlica dos primeiros (Tabela 76).
Agradavelmente, todos os derivados anti-Leishmania apresentaram uma maior estabilidade
metabolica que 2, por pelo menos um fator 1.8 (composto 106, Tabela 16), embora algumas
discrepancias tenham sido observadas dentro deste lote de compostos a respeito da extensao da
melhoria. Os derivados com a maior similaridade estrutural com 2 levaram as menores
melhorias na meia-vida e no clearance intrinseco, por fatores 2.1 e 1.8, respectivamente
(compostos 105 ¢ 106, Tabela 16). Considerando as hipoteses € conclusoes feitas a respeito da
farmacocinética dos derivados antitripanossomais, esses dois compostos tendem a segui-las no
assunto da lipofilicidade, com a estabilidade metabdlica deles aumentando apesar de serem
mais lipofilicos que 2, sendo que eles nem foram os mais lipofilicos do lote. Os compostos 98
e 117 providenciaram mais elementos a favor da auséncia de alguma ligagdo direta entre a
lipofilicidade alta de 2 e sua baixa estabilidade metabolica, os dois derivados sendo
respectivamente 7 € 15 vezes mais estaveis que 2 apesar de apresentarem ou o maior elog(D)
da série (composto 98), ou um elog(D) similar ao de 2 (composto 117). No entanto, a
lipofilicidade ndo pode ser completamente desconectada da estabilidade metabolica, e pode
parcialmente contribuir a falta desta apresentada por 2, considerando que as diaminas 99 e 100,
que se destacam pela lipofilicidade deles relativamente baixa comparando com o resto da série,
resultaram no aumento mais pronunciado da estabilidade. Conforme inicialmente sugerido na
discussdo sobre compostos antitripanossomais, a presenca do /inker etila poderia ser envolvida
de alguma maneira na limitacdo metabolica observada com a maioria da série, considerando o
aumento na estabilidade resultando da substituicdo da etila por um [linker glicinamida
(compostos 117 vs 2, Tabela 16). Entretanto, a tnica presenca do linker etila ndo € suficiente
para explicar sozinha a limitagdo metabodlica de 2, ja que os dois compostos mais estaveis deste
lote e da série ambos possuem tal /inker (compostos 99 e 100, Tabela 16), o que deixa os fatores

influenciando a estabilidade metabdlica da série sendo apenas parcialmente entendidos. Enfim,
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considerando a alta poténcia antileishmanial desses dois mesmos compostos, € considerando
que eles superaram os problemas de estabilidade metabodlica apresentados por 2, ambos 0s
derivados 99 e 100 surgem como candidatos promissores para a identificacdo de novos Aits de
2-etiltiazol contra L. infantum, o que ainda precisa ser confirmado ao confrontar o perfil ADME
deles com o desempenho farmacocinético de toda a série. A Figura 23 apresenta um resumo

das principais conclusdes deste estudo de SAR contra L. infantum.

Linker etila preferencial,
mas glicinamida tolerada.
Sem linker: desfavoravel
N
o \ \>-—\_
LE: anéis fundidos

L s NH
tolerados, atividade N X
similar ao anel 4-feniltiazol ;7

o

X = NH: preferencial

Ureia preferencial,
X = N-Ar ou S: tolerado

amida tolerada

Figura 23. Resumo grafico do estudo de SAR contra L. infantum.

Tabela 16. Propriedades ADME in vitro do hit 2 e dos derivados com ICso < 15 uM contra L. infantum.

KSP P.GI t12 (min)¢ Clin¢ (nL/min/mg)*
elog(D)
Composto (pH 7.4)° (10" cm/s) e
pEL 7. pH2.0 pH74 . ~ ¢ MLM HLM MLM HLM
classificacio
2 3.37 18.68 19.75 28.86 3.18 NDf 872.80 ND
98 4.13 0.03 32.26 28.02 21.13  11.55  131.20 240.00
99 2.16 5291 48.70 0.52 301.37 27726 <12.00 <12.00
100 2.18 >4272 >19.78 0.19 231.05 84.53 12.00 32.80
105 3.94 >1598 >36.14 26.73 6.78 21.94  408.80 126.40
106 3.82 0.04 32.01 24.75 5.58 17.59  497.20 157.60
117 3.39 1.57 1.62 7.00 48.47  78.77 57.20 35.20

3 Lipofilicidade experimental, determinada em pH = 7.4; ®: Solubilidade cinética (ug/mL); ©: Permeabilidade
gastrointestinal. P, < 1.5.10°° cm/s: baixa permeabilidade, P. > 1.5.10% cm/s: alta permeabilidade; ¢: Meia-vida
microssomal determinada em microssomas de figado de rato (MLM) e microssomas de figado humano (HLM), na
presenca do cofator NADPH; ©: Clearance intrinseco determinado em MLM e HLM, na presenca do cofator
NADPH; f: Nio determinado. A determinacdo das propriedades ADME in vitro foi realizada por Dr. Rafael
Consolin Chelucci, Prof. Dr. Leonardo L. G. Ferreira e Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo (IFSC — USP).

112



IV) 3. Perfil ADME in vitro dos compostos com maior atividade (ICso < 15 pM) contra

cada parasita

Além do estudo de SAR contra cada um dos parasitas detalhado nas se¢des respectivas, o
perfil ADME dos compostos com atividade antiparasitaria razoavel (ICso < 15 uM) contra T.
cruzi, L. infantum, ou ambos, foi determinado, assim proporcionando um breve estudo de
relacdo estrutura-propriedades (SPR) para a série. Notavelmente, em estudos anteriores
realizados por outros grupos de pesquisa e focando em 7rypanosoma brucei, incluindo
estruturas altamente semelhantes as deste trabalho e até os compostos 94 e 96, foi destacada
uma instabilidade metabolica marcada para a maioria dos derivados de 2-etiltiazol considerados
pelos respectivos autores.?’2° Tais relatos contribuiram a incentivar a realizagdo da avaliagdo
farmacocinética in vitro com os derivados apresentados neste trabalho, pois uma limitacao

metabolica poderia influenciar de maneira critica os desenvolvimentos futuros desta série.

A respeito da lipofilicidade, os valores experimentais foram maiores que os valores de
clog(P) preditos, apesar de que os valores experimentais e preditos variaram de acordo com as
mesmas tendéncias, com os valores experimentais sendo apenas deslocados por
aproximadamente uma unidade (elog(D), Tabela 17). De modo geral, a maioria dos compostos
foi bastante lipofilica, conforme o esperado devido a prevaléncia de fragmentos alifaticos e
aromaticos hidrocarbonados na estrutura deles. Comparando com 2, a remoc¢do de um
heterodtomo endociclico ou a adi¢do de um grupo fenila no LD levou a um aumento esperado
da lipofilicidade, com a adi¢cdo do grupo fenila tendo o efeito mais notavel neste quesito
(composto 98, Tabela 17). A maior queda na lipofilicidade veio das diaminas 99 e 100, cujo
LD inclui em ambos os casos uma amina secundaria que pode ser envolvida em ligagdes de
hidrogénio tanto como doador de ligagao de hidrogénio quanto como aceptor. Sendo assim mais
propensos a formacdo de ligacdes de hidrogénio, isto resultou nos derivados 99 e 100

demonstrando uma menor lipofilicidade.

Esta menor lipofilicidade, combinada com o fato de que a amina secundaria deles também
proporciona um sitio de ionizacdo, levou 99 e 100 a apresentarem uma das maiores
solubilidades aquosas da série, embora a maioria dos derivados tenha também demonstrado
uma solubilidade muito aceitavel, e isto independentemente do valor de pH considerado (Tabela
17). No entanto, duas excecdes notaveis foram observadas, a primeira sendo que a inclusdo de

um anel fenila no LD (compostos 98 e 106) resultou numa brusca queda de solubilidade em pH
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acido, comparando com a solubilidade aquosa observada com os mesmos derivados em pH
neutro. A segunda exce¢do foi o derivado 117, incorporando uma amida no /linker, para qual
esperar-se-ia um aumento na solubilidade gragas ao sitio adicional de ionizagdo (via o NH-
amida) e de ligagao de hidrogénio. Porém, 117 apresentou uma solubilidade aquosa pelo menos
10 vezes menor que os outros derivados, tanto em pH acido quanto em pH neutro (Tabela 17).
Um detalhe interessante a respeito da absor¢ao oral e da biodisponibilidade foi observado com
as diaminas 99 e 100, para quais houve um aumento da solubilidade em pH 4&cido,

provavelmente devido a formagao de um cation amoénio secundario no LD delas.

Sobre a permeabilidade gastrointestinal, no entanto, 99 e 100 foram a excec¢ao, apresentando
uma permeabilidade criticamente baixa em comparagdo com o resto da série, o que
contrabalanceia imediatamente os beneficios para a biodisponibilidade trazidos pela maior
solubilidade destas diaminas em pH acido. De fato, a amina secundaria de ambos compostos ¢
bastante livre de impedimento estérico, o que contribui, portanto, ndo s6 para a diminuig¢ao da
lipofilicidade delas mas também para limitar a habilidade delas para atravessar membranas,
principalmente através de ligacdes de hidrogénio com as membranas da parede gastrointestinal,
que podem efetuar-se sem restri¢des estéricas. Apesar desta exce¢ao, a maioria dos compostos
demonstraram uma alta permeabilidade gastrointestinal, com valores de P. na maioria
constantes dentro da série (Tabela 17). O derivado de morfolina 94 permaneceu ligeiramente
abaixo da média, o que pode ser explicado da mesma maneira que para 99 e 100, devido a
propensao do 4tomo de oxigénio no LD dele a formar ligagdes de hidrogénio, embora isto leve

a consequéncias menores.

Considerando que investigagdes anteriores reportaram uma fragilidade de ordem
metabolica para 94, 96, e outros derivados com estruturas parecidas, a estabilidade metabolica
in vitro dos derivados mais potentes foi avaliada em microssomas de figado de rato (MLM) e
humano (HLM). Infelizmente, a baixa estabilidade metabdlica de 94 e 96 foi confirmada nestes
ensaios, com 96 exibindo uma meia-vida de meramente 3.87 minutos e alto clearance (717.20
pL/min/mg), deixando este composto completamente inelegivel para estudos in vivo apesar da
atividade antitripanossomal sub-micromolar dele (ICso = 0.5 uM). Pior ainda, substituir o &tomo
de oxigénio de 94 por um enxofre em 2 levou a uma estabilidade metabdlica ainda menor,
tornando assim o hit e composto mais potente contra 7. cruzi completamente inviavel para
avaliagdo in vivo. A substitui¢do da ureia no LD por uma amida também diminuiu a estabilidade
(compostos 96 vs 108, Tabela 17), cuja menor da série foi observada com o derivado 108. De

modo geral, a maioria dos compostos com modificacdes no LD apresentaram baixa estabilidade
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metabolica em MLM e HLM, sugerindo que ou o linker etila, ou o LE 4-feniltiazol, ou a
combina¢do dos dois possa ser ligada a baixa estabilidade metabolica da série, ao menos
parcialmente. Isto também ¢ refor¢ado pelo forte aumento na estabilidade demonstrado pelo
derivado glicinamida 117, para qual o clearance ficou 15 vezes menor que o seu equivalente
etila 2, com uma meia-vida também melhorada pelo mesmo fator, apesar de permanecer
relativamente pouco estavel no absoluto (Tabela 17). No entanto, a baixa estabilidade ndo pode
ser exclusivamente atribuida ao /inker etila, o que os resultados obtidos com 117 sugeriam,
desde que derivados incorporando tal /inker na estrutura deles revelaram ser a excegao da série
neste quesito. De fato, as duas diaminas 99 e 100 foram extremamente estdveis em MLM em
comparagdo com o resto da série, apresentando uma meia-vida 95 e 73 vezes maior que 2,
respectivamente, ¢ diminuindo o clearance microssomal pelos mesmos fatores (Tabela 17).
Tais resultados provavelmente podem ser atribuidos a menor lipofilicidade dessas diaminas e,
consequentemente, a presen¢a de uma amina secundaria na estrutura delas, ja que o sitio ativo
das enzimas CYP responsaveis pela metabolizagdo de farmacos tende a ser mais lipofilico, e
entdo terd interagdes mais restritas via ligagao hidrofobica ndo-especifica com substratos menos
lipofilicos.?”*° De maneira conveniente, 99 ¢ 100 também foram previamente destacadas como
compostos antileishmaniais promissores, sendo respectivamente o quarto mais potente € o0 mais
potente da série neste assunto. Portanto, tal destaque do resto da série em termos de estabilidade
metabolica, combinado com o potencial deles contra L. infantum e o restante do perfil ADME
deles aceitavel, destaca estes dois compostos, € principalmente 100, como novos hifts para a

otimizagao da série contra L. infantum.

Tabela 17. Propriedades ADME in vitro do hit 2, do analogo 4-feniltiazol com modificagdo no linker 117, e de
derivados selecionados com ICsp < 15 pM.

KSP P. GI t12 (min)¢ Clint (uL/min/mg)®
elog(D)
Composto (pH 7.4)° (106 cm/s) e
pEL 7. pH 2.0 pH 7.4 . = MLM HLM MLM HLM
classificaciao
2 3.37 18.68 19.75 28.86 3.18 NDf 872.80 ND
94 2.71 18.34 18.93 18.20 22.00 ND 126.00 ND
926 3.18 18.14 18.97 26.30 3.87 ND 717.20 ND
98 4.13 0.03 32.26 28.02 21.13 11.55 131.20 240.00
99 2.16 5291 48.70 0.52 301.37 277.26 <12.00 <12.00
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100 2.18 >42.72  >19.78 0.19 231.05 84.53 12.00 32.80

102 2.88 38.36 > 53.87 21.95 2390 47.15 116.00 58.80
103 3.67 >2426  >40.19 31.20 5.39 25.67  514.80 108.00
105 3.94 >1598 >36.14 26.73 6.78 21.94  408.80 126.40
106 3.82 0.04 32.01 24.75 5.58 17.59  497.20 157.60
108 3.75 17.61 19.18 47.12 2.59 ND 1068.80 ND

117 3.39 1.57 1.62 7.00 48.47  78.77 57.20 35.20

a: Lipofilicidade experimental, determinada em pH = 7.4; ®: Solubilidade cinética (ug/mL); ¢: Permeabilidade
gastrointestinal. P, < 1.5.10°° cm/s: baixa permeabilidade, P, > 1.5.10°° cm/s: alta permeabilidade; ¢: Meia-vida
microssomal determinada em microssomas de figado de rato (MLM) e microssomas de figado humano (HLM), na
presenca do cofator NADPH; ©: Clearance intrinseco determinado em MLM e HLM, na presenca do cofator
NADPH; f: Nao determinado. A determinacdo das propriedades ADME in vitro foi realizada por Dr. Rafael
Consolin Chelucci, Prof. Dr. Leonardo L. G. Ferreira e Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo (IFSC — USP).

IV) 4. Investigacido do mecanismo de aciio antitripanosomal da série
IV) 4. 1. Ensaios de washout in vitro

Ensaios de washout sdo de prima importancia para o descobrimento de farmacos contra
tripanossomas, por eles providenciarem informagdes do mecanismo de agdo (estatico ou cidal)
dos candidatos a farmacos e, consequentemente, no potencial deles conseguirem uma cura
estéril nas etapas subsequentes do desenvolvimento.!””® Como dois compostos da série
chegaram a niveis nanomolares de poténcia contra 7. cruzi, ensaios de washout in vitro foram
realizados com todos os compostos com ICso < 15 uM contra 7. cruzi, desta vez usando a cepa
Dm28c-Luc em células Vero. Além dos resultados do ensaio de washout de 3 dias em si, os
valores de ICso e ICoo de 2, 94, 96, 102, 103 e 108 contra a cepa Dm28c-Luc e os CCsp e CCao

também foram reportados na Tabela 18.

Agradavelmente, os valores de ICso foram consistentes entre as duas cepas, exceto para
102, que apresentou uma atividade contra 7. cruzi Dm28c-Luc duas vezes menor do que contra
a cepa Tulahuen (Tabela 18). Os dois derivados com ICsp nanomolares conseguiram manter
seus ICoo no baixo micromolar (< 5 uM), enquanto 108 também apresentou um ICoo de um
digito, porém nao tao baixo quanto 2 e 96. Notavelmente, todos os compostos se revelaram nao

citotoxicos em células Vero (CCso > 300 pM), resultando em melhorias no indice de
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seletividade comparando com a avaliagdo precedente deles contra a cepa Tulahuen em células
L.929 (Tabela 18). A respeito dos ensaios de washout de 3 dias em si, todos os compostos com
a excecao de 103 apresentaram uma excelente inibi¢ao de 7. cruzi em ambas as concentragdes
(IC90 € CCx0), sendo mais eficientes que o farmaco de referéncia (Bzn) na maioria dos casos.
De forma satisfatoria, os dois derivados com as maiores atividades antitripanossomais contra
ambas as cepas (compostos 2 e 96) também resultaram na maior inibi¢do de 7. cruzi 3 dias
depois do washout (~ 95% nos respectivos ICoo € > 99% nos respectivos CCap), conseguindo
tal resultado apesar de terem sido usados em concentragdes substancialmente menores que a
maioria dos outros compostos considerados neste lote. Portanto, considerando que a maioria
dos 2-etiltiazodis conseguiu reter mais de 90% de inibi¢do neste ensaio de washout de 3 dias,
esses resultados suportam que o mecanismo de agdo desta série, e especialmente dos compostos
2 ¢ 96, seja tripanocida e ndo tripanostatico. Tal mecanismo de acdo ¢ de tremenda importancia
para a relevancia dessa classe e dos derivados previamente destacados 2 e 96 dentro da area do
descobrimento de farmacos contra a doenca de Chagas, pois muitas falhas de compostos
antitripanossomais promissores em estagios mais avancados de desenvolvimento podem ser

atribuidas a0 mecanismo de ac3o tripanostatico deles.?+%%-101

Tabela 18. Atividade in vitro contra T. cruzi (cepa Dm28c-Luc) de compostos selecionados e ensaios de washout
de 3 dias.

T cruzi T. cruzi T. cruzi 3-day 3-day
Cod Tu.lahui:n Dm28c- Dm28c- Vero Vero washout @ washout @
P ICo (s ueICs LuclCu  CCsf CCxt ICo (% CC (%
3 (SDP (SD* inibicio) inibi¢o)®
0.2+0.0 02+0.08 2.1+ND
2 > 300 125 9447 +£142  99.77+0.01
(622) > 1304) > 145)
54+1.6 49+0.70 35.6+ND
94 >300 125 92.61£2.39 95214091
(46) >61) >9)
05+02 05+035 4.8+ND
96 >300 125 9533+0.91  99.77 +0.02
(277) (> 566) > 63)
122+3.8  21.1+298 153.1+ND
102 >300 125 93.72+ 435  95.07+0.30
17) >14) >2)
98+48 6.9+1.56 623+ND 9044
103 >300 125 0.78 £ 6.87 1504
(7 (>43) >3 '
108 34+02 1.1£0.28  59+ND > 300 125 92.43+£2.70  99.29 +0.51
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(32) (> 268) 51)

38+ND'  23+120 245+ND
Bzn® >300 125 8721+162 99.56+0.01
(627) > 128) G 12)

2: Valor de ICso (uM) para a inibi¢do do crescimento de 7. cruzi (cepa Tulahuen) em células L.929 (média de pelo
menos duas determinagdes independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs¢“>%/I1Cs; ®: Valor de ICso
(uM) para a inibicdo do crescimento de 7. cruzi (cepa Dm28c-Luc) em células Vero (média de pelo menos duas
determinagdes independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs¢V*™/ICs; ©: Valor de ICqp (uM) para a
inibicdo do crescimento de 7. cruzi (cepa Dm28c-Luc) em células Vero (média de pelo menos duas determinacdes
independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCsy¥™*/IC0; 9: Valor de CCsp (uM) medido em células
Vero (média de pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); ©: Valor de CCsyp (uM) medido em
células Vero (média de pelo menos duas determinagdes independentes, P < 0.05); f: Percentagem de inibi¢do do
crescimento de 7. cruzi (cepa Dm28c-Luc) 3 dias apds o washout do composto subsequente a exposicdo a uma
concentragdo em cada composto igual aos respectivos ICoo contra T. cruzi Dm28c-Luc (média de duas
determinagdes independentes); &: Percentagem de inibi¢do do crescimento de 7. cruzi (cepa Dm28c-Luc) 3 dias
apos o washout do composto subsequente a exposi¢ao a uma concentragdo em cada composto igual aos respectivos
CCy contra células Vero (média de duas determinagdes independentes); *: O benznidazol (farmaco de referéncia)
foi usado como controle positivo; ': Ndo determinado. A determinagio in vitro dos valores de ICso € CCsp e 0s

ensaios de washout foram realizados por Prof*. Dr®. Claudia Magalhdes Calvet Alvarez (FIOCRUZ — RJ)

IV) 4. 2. Avaliacao in vitro da inibi¢ao de Cruzaina (Cz)

Numa tentativa de trazer uma explicacdo mecanistica para as discrepancias observadas
na atividade antitripanossomal dentro da série, e para confirmar ou infirmar um potencial alvo
molecular para os derivados mais potentes contra 7. cruzi, os compostos 2 ¢ 94 — 108 foram
submetidos a ensaios in vitro de inibi¢do de cruzaina (Cz). A escolha da Cz antes de outras

proteinas como potencial alvo a ser investigado foi motivada por relatos de séries com estruturas
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similares como inibidores de Cz (Figura 24).76:102-104
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ICs50 (Cz) = 0.8 uyM ICs50 (Cz) =0.12 yM

Pauli et al., 2022 Laureano de Souza et al., 2020

Figura 24. Similaridades estruturais entre 2 e os inibidores de Cz reportados. 02103

Primeiro, a percentagem de inibi¢ao de Cz de todos os compostos foi determinada numa
concentracdo de 100 uM com pré-incubagdo de 10 minutos, sendo isso uma triagem preliminar
dos possiveis inibidores de Cz. Os resultados foram bastante discrepantes dentro da série, sem
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relagdo clara surgindo entre as caracteristicas estruturais dos derivados e a inibi¢ao de Cz deles.
De fato, andlogos proximos como 102 e 103, que também exibiram atividades similares contra
T. cruzi, apresentaram resultados relativamente diferentes contra Cz, o primeiro chegando
proximo de 95% de inibi¢cdo enquanto o segundo apenas inibiu Cz por 24.7% (Tabela 19). Os
compostos 104 e 105, que apenas diferem por um atomo de oxigénio endociclico no LD deles,
mostraram uma discrepancia semelhante, com o derivado oxigenado 104 demonstrando uma
inibicdo 10 vezes maior que 105 contra Cz, embora outros derivados com heteroatomos
endociclicos no LD deles, como 2 ou 94, foram mais préximos de 105 em termos de inibi¢ao
de Cz (Tabela 19). Além disto, nenhuma correlagdo clara entre poténcia contra 7. cruzi e
inibi¢do de Cz pode ser evidenciada, considerando que os dois compostos com poténcia sub-
micromolar apenas inibiram Cz por um mero 14.1% e 12.0%, respectivamente (compostos 2 ¢
96, Tabela 19), enquanto o composto com a segunda menor atividade contra o parasita chegou
a uma inibicdo de Cz surpreendentemente alta de 98.1% (composto 107, Tabela 19). No geral,
e com a excegdo dos compostos 102, 104 e 107, todos os derivados tiveram um desempenho
fraco ao inibir Cz, sugerindo que esta proteina possa nao ser o alvo molecular da série, e

especialmente nao aquele dos derivados antitripanossomais mais promissores da série, 2 ¢ 96.

Apesar de ter desconsiderado Cz como um potencial alvo da série, a triagem preliminar
ainda identificou trés derivados com inibicao alta de Cz, acima de 80%. Uma avaliacao
complementar da inibi¢do de Cz foi entdo realizada, nas mesmas condi¢gdes mas sem pré-
incubacdo desta vez, almejando avaliar se tal inibigdo fosse tempo-dependente. Enquanto uma
inibicao de Cz similar foi observada para 104 e 107, 102 apenas inibiu Cz por 26.1% sem pré-
incubacdo, sugerindo que este composto possa ser um inibidor tempo-dependente. Depois,
considerando os resultados da triagem preliminar, o valor de ICso de 102 (94.8% de inibicao a
100 uM), 104 (99.4% de inibicao a 100 uM) e 107 (98.1% de inibicdo a 100 pM) foram
determinados in vitro contra Cz. Conforme o esperado, 102 apresentou o maior ICso contra Cz,
quase fora do baixo micromolar (9.63 uM, Tabela 19). Os outros dois, no entanto, chegaram a
atividades sub-micromolares contra Cz, com 104 exibindo um ICsg respeitavel de 0.51 pM e
107 brilhando por seu nivel nanomolar de poténcias (8.9 nM, Tabela 19). De novo, nenhuma
correlagdo entre poténcia antitripanossomal e inibi¢ao de Cz foi observada, pois o derivado com
a menor poténcia dos trés contra 7. cruzi apresentou atividade nanomolar contra Cz (composto
107), enquanto aquele com a maior atividade contra o parasita teve uma atividade contra Cz

trés ordens de grandeza menor.
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Tabela 19. Inibic¢éo de cruzaina (Cz) in vitro e ICso contra Cz dos derivados 2 ¢ 94 - 108.

T. cruzi ICso Inibicao de Cz

Composto . Cz ICs*
(SD @ 100 uM (%)"
0.2+0.0
2 14.1 ND¢
(622)
54+1.6
94 29.3 ND
(46)
43.1+10.9
95 7.4 ND
)
0.5+0.2
96 12.0 ND
(277)
283.1 +ND
97 63.7 ND
(ND)
119.3+£0.0
98 0.6 ND
4
141.1 £ ND
929 1.6 ND
(ND)
118.3 £ ND
100 12.4 ND
(ND)
251+1.8
101 56.7 ND
a1
122+3.8
102 94.8 9.63
a7
9.8+4.38
103 24.7 ND
(7
104 111.5+ND 99.4 0.51
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(ND)

44.0+10.3
105 9.0 ND
(In
69.6 6.8
106 15.9 ND
(6)
256.8 = ND
107 98.1 0.0089
(ND)
3.4+02
108 6.7 ND
(32)

2: Valor de ICso (uM) para a inibi¢do do crescimento de 7. cruzi (cepa Tulahuen) em células L.929 (média de pelo
menos duas determinacgdes independentes, P < 0.05), SI: indice de seletividade = CCs¢/ICso; ®: Percentagem de
inibicdo de Cz apds exposi¢do a uma concentragdo de 100 uM em cada composto ap6s 10 minutos de incubag@o
(média de duas determinagdes independentes); °: Valor de ICso (uM) para a inibi¢cdo da atividade enzimatica de
Cz (média de pelo menos duas determinagdes independentes); ¢: Ndo determinado. Os ensaios de inibigdo de

cruzaina in vitro foram realizados por BSc. Lucas Abreu Diniz e Prof®. Dr*. Rafaela Salgado Ferreira (UFMG).

Enfim, tendo identificado 102, 104 ¢ 107 como inibidores de Cz, o modo de inibig¢ao
deles foi investigado, para providenciar detalhes adicionais para o planejamento de futuros
derivados tendo a mesma proteina como alvo. Primeiro, os valores de ICso de ambos 102 e 107
foram determinados mais duas vezes, uma apos pré-incubag¢do com albumina de sérum bovino
(BSA) e uma na presenca de concentragdes variaveis em Triton X-100, pois ambos a BSA e o
Triton X-100 afetam a formagao de agregados coloidais. A adi¢do de Triton X-100 resultou em
valores semelhantes aos da Tabela 19, no entanto a adi¢ao de BSA levou a valores de ICso 10 e
4 vezes maiores para 107 e 102, respectivamente, sugerindo que 107 esteja sujeito a formagao
de agregados. Para 104, a percentagem de inibigdo de Cz numa concentragao de 0.5 uM em
104 ndo foi alterada de maneira significativa nem com pré-incubagdo com BSA, nem na
presenca de Triton X-100, sugerindo que nao ocorra formagao de agregados com 104 (Tabela
20). Ensaios adicionais permitiram a determinagdo dos valores de K, € Vi para a inibicao de
Cz com diferentes concentragdes em 107, usando uma regressao nao-linear aplicada ao modelo
de Michaelis-Menten, para propor um mecanismo de inibi¢do para este composto (Tabela 21).
Esses valores tiveram tendéncia a diminuir quando a concentragao de 107 aumentou, apontando
que 107 nado seja um inibidor competitivo, pois esses tém tendéncia a apresentar um aumento

nos valores de K, e valores de V. estaveis quando aumenta a concentragdo. Isto foi
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confirmado pela auséncia de correlacdo linear entre o Ky 4pp € a concentracdo de 107, o que
seria de se esperar de um inibidor competitivo (Figura 25). O modelo de Mixed Inhibition no
software GraphPad Prism permitiu determinar o valor do pardmetro a para a relagao entre o K,
app € a concentragdo em 107, que foi de 0.621. Considerando que inibidores competitivos
habitualmente apresentam o > 1, este mecanismo de inibi¢ao foi razoavelmente desconsiderado
para 107. Portanto, outros mecanismos de inibicdo foram considerados, principalmente com
base nas caracteristicas estruturais do composto. A caracteristica mais relevante ¢ o sitio
eletrofilo oferecido pelo carbamoilimidazol de 107, que foi devidamente explorado para a
sintese da maioria dos derivados nesta série, e levou a possibilidade de 107 ser um inibidor
covalente a ser investigada. Assim, o valor de ICso de 107 contra Cz foi determinado de novo,
desta vez sem pré-incubagdo, levando a uma brusca reducao de poténcia por um fator 100 (ICso
= 0.5 uM sem pré-incubagao), indicando que 107 possa ser um inibidor covalente. Estudos
adicionais estdao, no entanto, necessarios € em curso, para confirmar este mecanismo de inibigao
para 102 e 104 também, além de determinar se esses fossem inibidores covalentes reversiveis

ou irreversiveis.

Tabela 20. Avaliacdo da possibilidade de formagéo de agregados por 104.

Inibi¢do de Cz @ 0.5 pM (%)
Composto
Triton 0.1% Triton 0.01% Triton 0% BSA + Triton 0%

104 39.4 48.9 441 20.1

Os ensaios de inibigdo de cruzaina in vitro foram realizados por BSc. Lucas Abreu Diniz e Prof*. Dr*. Rafaela

Salgado Ferreira (UFMG).

Tabela 21. Valores de Vi € K, para a inibigdo de Cz com 107.

Concentraciao em 107 (nM)

0 2.25 4.5 9 18 36
Vinax 302641 226409 170170 118089 52993 16133
K 0.7267 0.6083 0.5095 0.5830 0.5417 0.3245

Os ensaios de inibicdo de cruzaina in vitro foram realizados por BSc. Lucas Abreu Diniz e Prof®. Dr. Rafaela

Salgado Ferreira (UFMQG).
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Figura 25. Relagdo entre K, 4y € a concentragdo de 107.
Os ensaios de inibi¢do de cruzaina in vitro foram realizados por BSc. Lucas Abreu Diniz e Prof*. Dr*. Rafaela
Salgado Ferreira (UFMG).

IV) 5. Conclusoes

A exploragdo da relagdo estrutura-atividade da série de tiazdis contra 7. cruzi revelou o
hit 2 como o composto mais potente e seletivo da série contra o parasita, embora um outro
andlogo proximo, o derivado de pirrolidina 96, tenha também apresentado uma poténcia de
ordem nanomolar contra 0 mesmo alvo. Juntos com outros compostos similares da série, esses
sugeriram que derivados de ureias de aminas secunddarias ciclicas possam ser associados com
uma maior poténcia contra 7. cruzi. O lado esquerdo 4-feniltiazol e o linker etila também
revelaram-se importantes para a atividade antitripanossomal da série através da exploragdo dos
outros fragmentos de 2. Porém, tal exploracdo também destacou que a simples presenga destas
duas caracteristicas ndo era suficiente para a atividade da série, considerando a proporcao de
derivados 4-fenil-2-etiltiazol com baixa poténcia contra 7. cruzi. A investigagdo do mecanismo
de agdo da série também sugeriu que 2, 96, e a maioria dos derivados potentes contra 7. cruzi
fossem tripanocidas, e ndo tripanostaticos, considerando que a maioria deles manteve mais de
90% de inibi¢do do parasita num ensaio de washout de 3 dias, sendo mais performantes neste
quesito que o farmaco de referéncia contra a doenca de Chagas, o benznidazol. No entanto, o
alvo molecular em 7. cruzi permanece desconhecido, apesar da cruzaina ter sido excluida para

os derivados mais potentes.

Ao contrario, e agradavelmente considerando a diversificacdo das opg¢des terapéuticas,

a maioria dos compostos com atividade fraca contra 7. cruzi revelou-se potente contra L.

123



infantum, e o contrario também provou-se verdadeiro, com a excecao de 2 que permaneceu
potente contra os dois parasitas, sendo assim confirmado como Aif contra L. infantum também.
A diamina 100 apresentou melhorias na poténcia comparada aquela de 2, enquanto o derivado
de ciclohexilamina 105 exibiu exatamente a mesma atividade antileishmanial que 2, ¢ a

atividade da outra diamina 99 permaneceu proxima a 2 contra L. infantum.

O perfil ADME dos derivados mais potente contra cada parasita revelou-se bom de
modo geral, quando forem consideradas apenas a lipofilicidade, solubilidade aquosa e
permeabilidade gastrointestinal dos compostos avaliados. No entanto, destacou-se uma
limitagdo metabolica importante para 2, 96, e a maioria dos derivados de 2-etiltiazol, impedindo
assim os compostos 2 ¢ 96 de serem contemplados para potenciais estudos in vivo devido a
curta meia-vida microssomal deles (< 4 minutos), apesar de eles terem chegado a niveis
nanomolares de poténcia contra 7. cruzi. As modificagdes no linker etila de 2 revelaram-se
eficientes para melhorar moderadamente a estabilidade metabdlica no composto 117, porém
foram acompanhadas por uma perda importante de atividade contra 7. cruzi. As diaminas 99 e
100 foram as excegdes ao perfil farmacocinético da série, apresentando uma estabilidade
metabolica excepcionalmente alta considerando os outros derivados, chegando a quase 4 horas
(para 100) e acima (para 99) de meia-vida em microssomas de figado de rato, apesar de

demonstrarem uma baixa permeabilidade gastrointestinal.

Assim, apesar de ndo ter identificado novos 2-etiltiazois lead contra qualquer um dos
dois parasitas, foram identificados pontos criticos do perfil farmacocinético em quais focar para
continuar o desenvolvimento da série contra 7. cruzi neste trabalho, que também trouxe
elementos valiosos neste estdgio da otimizacdo sobre o mecanismo de acdo dos 2-etiltiazois
mais potentes. Ainda, foram identificados dois novos hits contra L. infantum, sendo as diaminas
99 ¢ 100, para serem o ponto de partida de novas etapas de otimizacdo da série, almejando
melhorar a permeabilidade gastrointestinal delas e, idealmente, a poténcia contra L. infantum,

retendo a superioridade na estabilidade metabolica.
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V) CONCLUSAO

Neste trabalho, foram realizadas otimizacdes em duas séries de compostos contra
parasitas kinetoplastida, a partir dos Aits iniciais 1 e 2. A maioria dos andlogos planejados foi
sintetizada seguindo rotas de sintese relativamente curtas, que requereram apenas de duas a
cinco etapas para fornecer os compostos finais almejados a partir de reagentes comerciais
simples. Dentro destas rotas, as reagdes de substituicdo nucleofilica aromatica (SnAr) e de
acoplamento de amida revelaram-se particularmente robustas, com a maioria das etapas de
SnAr resultando em rendimentos superiores a 75% e os acoplamentos de amida geralmente
rendendo os produtos com rendimentos superiores ao 50%, apesar de apresentar rendimentos
mais disparates que reagdes de SNAr. Assim, gracas a robustez da SNyAr levando a obtencdo do
intermediario pirazinilpiperazina 3 com 100% de rendimento, as pirazinilpiperazinas mais
promissores foram obtidas com rendimentos globais de 45 a 93% em duas ou trés etapas, o que
torna-se relevante levando em consideragdo a importancia do custo para farmacos destinados
ao tratamento da leishmaniose visceral. Carbamoilimidazois, facilmente sintetizados em altos
rendimentos a partir de CDI, também provaram-se cruciais na sintese da maioria dos derivados
da série de tiazodis, sendo eles alternativas eficientes a isocianatos ou cloretos de N-carbonila
para a sintese de ureias. Foi entdo obtida a maioria da série de tiazois apOs substitui¢ao
nucleofilica na acila do carbamoilimidazol 107, em rendimentos de 55 a 86%, o que mais uma
vez tém relevancia crucial considerando a necessidade de otimizagao dos custos para farmacos
contra a doenca de Chagas e leishmaniose visceral. As diversas modificagdes estruturais assim
introduzidas levaram a identificagdo de varios compostos promissores em ambas as séries tanto
contra a leishmaniose visceral quanto contra a doenga de Chagas. Dentro destes, duas diaminas
oriundas da série de tiazois destacaram-se pela estabilidade metabolica delas, chegando a
valores de meia-vida de 301.37 e 231.05 min e de clearance inferiores a 12 plL/min/mg,
respectivamente, combinados com valores de ICso contra L. infantum de 6.0 e 3.8 uM, fazendo
de 99 e 100 dois Aits otimizados e possiveis candidatos a /ead contra a leishmaniose visceral. 2
permaneceu um composto potente, chegando a valores de ICso de ordem nanomolar (0.2 uM),
com mecanismo de ac¢do tripanocida relevante contra a doenca de Chagas, junto com outros
analogos estruturais proximos. No entanto, 2 € os outros derivados potentes contra 7. cruzi
ainda precisam de maiores otimizagdes para serem opgdes terapéuticas viaveis, visto a baixa
estabilidade metabolica apresentada por estes com tempos de meia-vida inferiores a 4 minutos.
O composto de maior destaque foi inegavelmente a pirazinilpiperazina 6, que foi identificado

como um novo composto /ead potente contra L. infantum, demonstrando poténcia e seletividade
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in vitro, com um ICso de 3.1 uM contra o parasita e um SI de 346, um perfil farmacocinético in
vitro adequado com excelente estabilidade metabolica (t12 =315 min; Cliye = 0.550 pL/min/mg),
e uma excelente eficicia in vivo em modelos de leishmaniose visceral em camundongos
infectados por L. infantum, chegando a mais de 90% de reducdo da parasitemia tanto no baco
quanto no figado apds tratamento em doses de 100 mg/kg/dia. Assim, 6 segue como um
candidato promissor para maiores desenvolvimentos contra a leishmaniose visceral, visto que
alguns parametros do perfil deste composto ainda podem ser otimizados para chegar num
candidato clinico ideal, apesar de 6 permanecer um excelente composto /ead e uma base solida

para futuros esforgos de lead optimization.

Considerando a integralidade do trabalho, esta tese constitui uma adigdo sélida e
relevante para a area de quimica medicinal, principalmente nas subareas de descoberta de
farmacos e doengas tropicais negligenciadas. Apesar de ndo ter entregado compostos /ead
oriundos das duas séries contra ambas as doengas consideradas, ainda conseguiu identificar
com sucesso um novo lead pirazinlilpiperazina contra a leishmaniose visceral, sendo ele o
composto para-hidroxila 6, e propor elementos relevantes para o conhecimento tanto da
biologia do parasita quanto da intera¢do do /ead 6 com esta, oriundos de investigagdes in vitro
e in silico. O raciocinio apresentado ao longo do trabalho, tanto no planejamento dos derivados
da relacdo estrutura-atividade das duas séries quanto na escolha dos ensaios biologicos
complementares a serem realizados, ilustra a for¢a e a relevancia das parcerias académicas na
area de desenvolvimento de farmacos para doencgas negligenciadas, e promete futuros sucessos
para as proximas otimizagoes das séries das pirazinilpiperazinas e dos tiazois contra a doenga
de Chagas e a leishmaniose visceral. Tais futuras otimizagdes precisardo incluir esforcos
visando a identificagdo de um composto /ead contra ambas as doengas para a série de tiazois,
almejando otimizar a poténcia in vitro contra L. infantum a partir das duas diaminas mais
promissoras da série, e melhorar de maneira significativa a estabilidade metabdlica mantendo
a poténcia contra 7. cruzi para os futuros tiazdis candidatos a /ead contra a doencga de Chagas.
A identificagdo do alvo molecular de 6 em L. infantum também sera necessaria, para otimizar
as chances de sucesso de futuros estudos de lead optimization, almejando melhorar a poténcia

in vitro, a eficacia in vivo e a permeabilidade gastrointestinal da série a partir de 6.
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VI) MATERIAIS E METODOS

VI) 1. Sintese organica
VI) 1. 1. Informacoées gerais

Todas as reacdes foram realizadas sob agitacdo magnética, e os reagentes e solventes
comerciais foram usados sem purificagdo adicional. O diclorometano (DCM), a trietilamina
(EtsN) e a N,N-dimetilformamida (DMF) foram secados com peneira molecular. O acetato de
etila (EtOAc) e o hexano (Hex) foram previamente destilados. Purificagdo por coluna
cromatografica flash foi realizada usando gel de silica Aldrich (35-70 mesh) ou Macherey-
Nagel (230-400 mesh ASTM). Cromatografia analitica em camada delgada (TLC) foi realizada
em folhas de cromatografia de aluminio revestidas com gel de silica 60 F2s4 (Sigma-Aldrich), e
as placas foram reveladas usando luz UV (254 nm) e/ou atmosfera de iodo. Todas as reacdes
foram monitoradas por TLC. Espectros de RMN de 'H, '*C desacoplado préton e *C APT
foram adquiridos em CDCl3, CD30OD ou DMSO-ds a 400 MHz (para 'H) e 101 MHz (para '*C
e 3C APT) (Bruker Ascend 400). Os deslocamentos quimicos (8) sdo reportados em ppm
usando o sinal do solvente residual como referéncia interna (CDCl3: 7.26 ppm, CD;0D: 3.31
ppm, DMSO-ds: 2.50 ppm, TMS: 0.00 ppm para RMN de 'H, e CDCls: 77.16 ppm, CD;OD:
49.00 ppm, DMSO-ds: 39.52 ppm para RMN de *C e *C APT). A multiplicidade dos sinais
foi reportada usando as abreviacdes seguintes: s = singleto, d = dupleto, t = tripleto, q = quarteto,
dd = dupleto de dupletos, td = tripleto de dupletos, dt = dupleto de tripletos, m = multipleto. A
multiplicidade ¢ seguida pela(s) constante(s) de acoplamento em Hz e a integracdo. Protons
trocaveis ndo foram observaveis em alguns espectros de RMN. Para o RMN de '*C APT, os
sinais apontando para cima da linha de base correspondem a carbonos primdrios e terciarios, e
os sinais apontando para baixo correspondem a carbonos secunddrios e quaternarios.
Espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS) foi medida usando ionizagdo por
eletrospray (ESI) (Bruker Daltonics Corporation, Q-TOF Geometry Impact II). Os espectros de
RMN e HRMS de todos os compostos testados contra L. infantum e T. cruzi estdo disponiveis

em Anexo.
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VI) 1. 2. Procedimentos gerais

VI) 1. 2. 1. Procedimento geral A: Substituicdo nucleofilica aromatica

(SNAT)

O cloreto de arila apropriado (1 eq) foi solubilizado em iPrOH, PrOH ou DMF (0.5 M),
a diamina (3 — 4 eq) e NaxCOs (3 — 4 eq) foram acrescentados, e a reacdo foi agitada a 80 — 120
°C até ser completada. O solvente foi entao evaporado sob pressao reduzida, e 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 pressao reduzida para render o composto almejado.

Para 3, 45 ¢ 78, o solvente da reagdo foi evaporado sob pressdo reduzida, ¢ o residuo
bruto foi diretamente purificado por coluna cromatografica (DCM/MeOH, gradiente (9:1) até

(8:2)) para render o composto.
VI) 1. 2. 2. Procedimento geral B: Acoplamento de amida

O é4cido carboxilico apropriado (1 — 1.5 eq), EDC (1 — 1.5 eq) e HOBt (0.1 eq) foram
solubilizados em DMF (0.1 — 0.3 M), EtsN (1 — 1.5 eq) e a amina primdria ou secundaria
adequada (1 — 5 eq) foram acrescentadas, e a reagdo foi agitada a temperatura ambiente até ser

completada. A solucdo foi resfriada a 0 °C, e dgua fria foi acrescentada.

Em caso de precipitacdo, o precipitado formado foi filtrado, lavado com 4gua fria e
secado sob vacuo para render o composto almejado. Alguns precipitados necessitaram uma

purificagdo adicional por coluna cromatografica para isolar o produto.

Quando ndo ocorreu precipitagdo, a fase aquosa foi extraida com EtOAc (3 x 15 mL), e
as fases organicas foram juntadas, secadas sob Na>SOs anidro, filtradas, e o solvente foi
evaporado sob pressao reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatografica para render
o composto almejado. Em alguns casos, a purificagdo por coluna cromatografica ndo foi

necessaria, pois o produto tinha sido isolado puro apds a extracao.
VI) 1. 2. 3. Procedimento geral C: Desmetilacao

O derivado metoxilado apropriado (1 eq) foi solubilizado em DCM (0.1 mL) sob
atmosfera de argonio, BBr3 (5 eq por metoxila, solugdo 1 M em DCM) foi acrescentado a 0 °C,
e a reagdo foi agitada a temperatura ambiente sob atmosfera de argdnio até ser completada.

Agua destilada gelada (20 mL) foi acrescentada gota-a-gota a 0 °C para encerrar a reacio, ¢ a
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fase aquosa foi extraida com DCM (3 x 10 mL). As fases orgéanicas foram juntadas, secadas
sob NaxSO4 anidro, filtradas, e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O residuo foi

purificado por coluna cromatografica para render o composto almejado.

VI) 1. 2. 4. Procedimento geral D: Sintese de ureias a partir de

carbamoilimidazois

O carbamoilimidazol apropriado (1 eq) foi solubilizado em DCM (0.25 M), a amina
primaria ou secundaria apropriada (1.1 — 9 eq) e EtsN foram cuidadosamente adicionadas a 0
°C, e areagdo foi agitada a temperatura ambiente até ser completada. A solugao foi entdo diluida
com DCM (10 mL) e lavada com 4gua destilada e uma solucao saturada de NaCl (3 x 5 mL).
A fase organica foi secada sob Na;SOg4 anidro, filtrada, e o solvente foi evaporado sob pressao

reduzida para render o composto almejado.
VI) 1. 2. 5. Procedimento geral E: Sintese de ureias one-pot

A amina primaria apropriada foi suspendida em uma mistura de Et3N (3 eq) e DCM (0.2
M), e a suspensao resultante foi resfriada a 0 °C. CDI (1.2 eq) foi acrescentado, e a mistura foi
agitada por 2 h a 0 °C. Tiomorfolina (1.5 — 3 eq) foi entdo acrescentada a 0 °C, a reagdo foi
deixada para aquecer gradativamente até temperatura ambiente, e agitada a temperatura
ambiente até ser completada. A solugao foi entdo diluida com DCM (20 mL) e lavada com 4gua
destilada e uma solugao saturada de NaCl (3 x 10 mL). A fase aquosa foi re-extraida com EtOAc
(3 x 10 mL), as fases organicas (DCM e EtOAc) foram juntadas, secadas sob Na;SO4 anidro,
filtradas, e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por coluna

cromatografica (DCM/MeOH (95:5)) para render o composto almejado.
VI) 1. 3. Sintese do Ait 1
2-(piperazin-1-il)pirazina (3)

Seguindo o Procedimento geral A, em 15 h a 80 °C a partir de 2-cloropirazina (300 mg, 2.62
mmol) e piperazina (676.8 mg, 7.86 mmol, 3 eq) em iPrOH.

3: 6leo amarelo, 435.7 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.11 (d, J= 1.2 Hz, 1H),
8.04 (dd,J=2.7,1.4 Hz, 1H), 7.82 (d, /= 1.6 Hz, 1H), 3.59-3.49 (m, 4H), 3.03-2.91 (m, 4H),
1.93 (s, 1H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 6 155.3, 141.8, 132.9, 131.1, 45.8, 45.6.

3-cloro-4-hidroxibenzoato de metila
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Acido 4-hidroxibenzoico (300 mg, 2.17 mmol) foi suspendido em uma mistura de HCI
concentrado (0.735 mL, 4 eq) e MeOH (1 mL). H>02 (33%) (0.165 mL, 1.1 eq) foi acrescentado
gota-a-gota, e a reacgdo foi agitada por 3 h a 70 °C. MeOH foi evaporado sob pressao reduzida,
e agua destilada fria (15 mL) foi adicionada. O precipitado branco formado foi filtrado, lavado

com agua destilada fria, e secado sob vacuo para render o composto almejado (sélido branco,

259.4 mg, 64%).

RMN de 'H (400 MHz, CDCL) 5 8.05 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.89 (dd, J=8.5, 2.0 Hz, 1H), 7.06
(d, J= 8.5 Hz, 1H), 5.94 (s, 1H), 3.89 (s, 3H). RMN de '*C (101 MHz, DMSO-ds) & 166.7,
157.5, 131.5, 130.2, 122.9, 120.1, 116.7, 52.4.

Acido 3-cloro-4-hidroxibenzoico (4)

3-cloro-4-hidroxibenzoato de metila (101.6 mg, 0.545 mmol) foi solubilizado em MeOH (0.5
M), e NaOH (solucdo aquosa 2 M, 15 eq) foi acrescentado. A reacdo foi agitada por 2 h a
temperatura ambiente, e MeOH foi evaporado sob pressao reduzida. A mistura resultante foi
resfriada a 0 °C, e HCI1 (2 M) foi acrescentado gota-a-gota até pH ~ 2. O precipitado formado
foi filtrado, lavado com agua destilada fria e secado sob véacuo para render o composto

almejado.

4: solido branco/bege, 93.5 mg, 99%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 12.77 (s, 1H),
11.07 (s, 1H), 7.84 (d, J= 2.1 Hz, 1H), 7.74 (dd, J= 8.5, 2.1 Hz, 1H), 7.04 (d, J= 8.5 Hz, 1H).
RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) 5 166.6, 157.4, 131.5, 130.1, 122.9, 120.0, 116.6.

(3-cloro-4-hidroxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (1)

Seguindo o Procedimento geral B, em 48 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e 4 (25.3 mg,

0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de EtOAc/Hex (95:5) para a coluna cromatogréafica.

1: solido branco, 19.5 mg, 50%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 8 8.10 (s, 1H), 8.07 (m, 1H),
7.85(d, J=2.5 Hz, 1H), 7.41 (d, J= 1.8 Hz, 1H), 7.20 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H), 6.94 (d, J =
8.3 Hz, 1H), 3.75 — 3.60 (m, 8H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) § 169.2, 154.8, 153.1, 141.9,
134.0, 131.3, 128.9, 128.6, 128.0, 120.3, 116.4, 44.8. HRMS (ESI +): calculado para
CisHsCIN4O2Na" [M + Na]" = 341.0776 m/z, encontrado [M + Na]" = 341.0773 m/z, erro =
0.88 ppm.

VI) 1. 4. Sintese dos derivados amida, sulfonamida e fenol 5 — 13

(3-clorofenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (5)
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Seguindo o Procedimento geral B, em 18 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e acido 3-
clorobenzoico (22.9 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de EtOAc/Hex (9:1) para a

coluna cromatografica.

5: solido amarelado, 14.2 mg, 38%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.17 (d,J= 1.5 Hz, 1H),
8.09 (dd, J=2.6, 1.6 Hz, 1H), 7.92 (d, /= 2.6 Hz, 1H), 7.43 (m, 2H), 7.38 (t, /= 8.0 Hz, 1H),
7.32 (dt, J=7.4, 1.4 Hz, 1H), 3.75 (m, 8H). RMN de 13C (101 MHz, CDCl3) § 169.1, 154.8,
141.9,137.2,134.9, 134.10 131.3, 130.3, 130.1, 127.5, 125.3, 44.8. HRMS (ESI +): calculado
para C;sH;sCIN4ONa' [M + Na]" = 325.0827 m/z, encontrado [M + Na]" = 325.0826 m/z, erro
=0.31 ppm.

(4-hidroxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (6)

Seguindo o Procedimento geral B, em 41 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e acido 4-
hidroxibenzoico (20.2 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de EtOAc/Hex (95:5) para

a coluna cromatografica.

6: solido branco, 19.5 mg, 56%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 8.15 (s, 1H), 8.10 (dd, J =
2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.91 (d, J= 2.6 Hz, 1H), 7.77 (br. s, 1H), 7.31 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.81 (d, J
= 8.6 Hz, 2H), 3.71 (m, 8H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 5 171.3, 158.6, 154.9, 142.1,
133.6, 131.0, 129.5, 126.4, 115.7, 44.8. HRMS (ESI +): calculado para CisH;¢NsO2Na™ [M +
Na]" =307.1165 m/z, encontrado [M + Na]" = 307.1163 m/z, erro = 0.65 ppm. Pureza: 97.3%
(HPLC).

Otimizacgdo da sintese de 6 em maior escala
Acido 4-acetoxibenzoico

Acido 4-hidroxibenzoico (1 g, 7.24 mmol) foi solubilizado em anidrido acético (3.43 mL, 3.70
g, 36.28 mmol, 5 eq), H2SO4 (96%) (0.1 mL, cat.) foi acrescentado, e a reagdo foi agitada por
16 h a 80 °C. Em seguida, a mistura reacional foi resfriada a 0 °C e cuidadosamente diluida
com agua destilada (30 mL). O precipitado formado foi filtrado, lavado com 4gua destilada fria

e secado sob vacuo para render o composto almejado (s6lido marrom claro, 1.31 g, 100%).

RMN de 'H (400 MHz, CDCL) § 8.14 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 2.33 (s,
3H). RMN de 3C (101 MHz, CDCL) 5 170.6, 168.9, 155.1, 131.9, 127.0, 121.8, 21.2.

Acetato de 4-(4-pirazin-2-il)piperazin-1-carbonil)fenila
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Acido 4-acetoxibenzoico (374.7 mg, 2.08 mmol, 2 eq) foi solubilizado em DCM anidro (10.4
mL) sob atmosfera de argdnio, cloreto de oxalila (1.32 g, 10.4 mmol, 10 eq) e DMF (3 gotas,
cat.) foram cuidadosamente acrescentados a 0 °C, e a reacdo foi agitada por 2 h a 0 °C sob
atmosfera de argonio. Os volateis foram evaporados sob pressdo reduzida, e o residuo foi
solubilizado em DCM anidro (5.2 mL) e cuidadosamente acrescentado a uma mistura agitada
de 3 (170 mg, 1.04 mmol) e EtzN (315.7 mg, 3.12 mmol, 3 eq) a 0 °C, sob atmosfera de argonio.
A reacdo foi deixada aquecer gradativamente até temperatura ambiente e agitada por 3 h a
temperatura ambiente sob atmosfera de argonio. Em seguida, a mistura reacional foi diluida
com DCM (20 mL) e lavada com agua destilada e uma solucao saturada de NaCl (3 x 10 mL).
A fase aquosa foi re-extraida com DCM (3 x 10 mL), as fases orgénicas foram juntadas, secadas
sob NaxSO4 anidro, filtradas, e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O residuo foi
purificado por coluna cromatografica (EtOAc/Hex (95:5)) para render o composto almejado

(s6lido amarelado, 226.6 mg, 67%).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 5 8.17 (d, J= 1.2 Hz, 1H), 8.09 (dd, J=2.5, 1.2 Hz, 1H), 7.92
(d,J=2.5Hz, 1H), 7.48 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 7.17 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.93 — 3.58 (m, 8H), 2.32
(s, 3H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) & 169.9, 169.2, 154.8, 152.0, 141.9, 133.9, 132.9,
131.2, 128.8, 122.0, 44.8, 21.2.

(4-hidroxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (6)

O acetato de 4-(4-pirazin-2-il)piperazin-1-carbonil)fenila (215 mg, 0.659 mmol) obtido na
etapa anterior foi solubilizado em MeOH/THF (3:1) (2 mL), e NaOH (solu¢do aquosa 2 M)
(4.95 mL, 9.89 mmol, 15 eq) foi acrescentado. A reacdo foi agitada por 3 h a temperatura
ambiente, e os volateis foram evaporados sob pressdo reduzida. A mistura resultante foi
resfriada a 0 °C, e HCI (2 M) foi acrescentado gota-a-gota a 0 °C até pH ~ 2. O pH foi ajustado
até ~ 8 com NaOH (2 M), e a fase aquosa foi extraida com EtOAc (3 x 15 mL). As fases
organicas foram juntadas, secadas sob Na>SO4 anidro, filtradas, e o solvente foi evaporado sob

pressdo reduzida para render 6.

6: solido branco, 185.7 mg, 99% (66% para as trés etapas a partir do acido 4-hidroxibenzoico).
Dados de caracterizagao: vide acima.

4-(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)fenol (7)

Dicloridrato de 4-(piperazin-1-il) fenol (78.9 mg, 0.314 mmol, 1.2 eq) foi suspendido em
iPrOH/DMF (1:2) (3 mL), e 2-cloropirazina (30 mg, 0.262 mmol) e Na,COs3 (55.5 mg, 0.524
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mmol, 2 eq) foram acrescentados. A reagao foi agitada por 24 h a 90 °C, e adgua destilada fria
(20 mL) foi adiciondada. A fase aquosa foi extraida com EtOAc (3 x 15 mL), e as fases
organicas foram juntadas, secadas sob Na>SOs anidro, filtradas, e o solvente foi evaporado sob
pressao reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatografica (EtOAc/Hex (95:5)) para

render o composto almejado.

7: solido bege, 13.5 mg, 20%. RMN de 'H (400 MHz, CD30OD) 6 8.24 (d, J = 1.4 Hz, 1H),
8.11 (dd, J = 2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.74 (d, J =
8.9 Hz, 2H), 3.81 — 3.68 (m, 4H), 3.20 — 2.97 (m, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CD30OD) &
146.1, 143.3, 133.2, 132.0, 120.5, 116.8, 52.3, 45.8. HRMS (ESI +): calculado para
Ci14H17N4O" [M + H]" = 257.1397 m/z, encontrado [M + H]" = 257.1388 m/z, erro = 3.50 ppm.

2-(4-((4-metoxifenil)sulfonil)piperazin-1-il)pirazina (8)

3 (50 mg, 0.304 mmol) e cloreto de 4-metoxibenzenesulfonato (62.8 mg, 0.304 mmol, 1 eq)
foram solubilizados em DCM (3 mL), e EtzN (153.8 mg, 1.52 mmol, 5 eq) foi acrescentada. A
reacdo foi agitada por 24 h a temperatura ambiente, ¢ o solvente foi evaporado sob pressao
reduzida. Agua destilada fria (20 mL) foi adiciondada, e o precipitado foi filtrado, lavado com
agua destilada fria e purificado por coluna cromatografica (EtOAc/Hex (95:5)) para render o

composto almejado.

8: solido branco, 82.5 mg, 81%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.09 (s, 1H), 8.03 (d, J =
2.2 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.71 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.00 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.86
(s, 3H), 3.73 — 3.65 (m, 4H), 3.17 — 3.05 (m, 4H). RMN de '*C (101 MHz, CDCL3) 5 163.4,
154.5, 141.8, 133.8, 131.1, 130.0, 127.1, 114.5, 55.7, 45.7, 44.1. HRMS (ESI +): calculado
para CisHsCIN4sO3SNa” [M + Na]" = 357.0992 m/z, encontrado [M + Na]" = 357.0992 m/z,
erro = 0.00 ppm.

4-((4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)sulfonil)fenol (9)

Seguindo o Procedimento geral C, em 24 h a partir de 8 (20 mg, 0.060 mmol), usando uma

mistura de DCM/MeOH (95:5) para a coluna cromatografica.

9: s6lido amarelo, 19.0 mg, 99%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) § 7.98 (s, 2H), 7.74 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 7.53 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 6.84 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.73 — 3.55 (m, 4H), 3.07 — 2.97
(m, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 161.8, 154.5, 142.0, 133.0, 130.6, 130.0, 125.1,
115.9, 45.6, 43.9. HRMS (ESI +): calculado para C14H;6CIN4O3SNa” [M + Na]" = 343.0835
m/z, encontrado [M + Na]" = 343.0831 m/z, erro = 1.16 ppm.
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Fenil(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (10)

3 (20 mg, 0.122 mmol) foi solubilizado em DCM (0.3 M) e EtsN (28.5 mg, 0.282 mmol, 3 eq)
sob atmosfera de argonio, e cloreto de benzoila (34.3 mg, 0.244 mmol, 2 eq) foi acrescentado.
A reagdo foi agitada por 24 h a temperatura ambiente sob atmosfera de argdnio, e agua destilada
fria (20 mL) foi adiciondada. A fase aquosa foi extraida com EtOAc (3 x 15 mL), e as fases
organicas foram juntadas, lavadas com NaHCOs3 (solucao saturada) e agua destilada (2 x 15
mL), secadas sob Na>xSO4 anidro, filtradas, e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida. O
residuo foi purificado por coluna cromatografica (EtOAc/Hex (9:1)) para render o composto

almejado.

10: 6leo amarelado, 7.8 mg, 24%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.16 (d, J= 1.2 Hz, 1H),
8.09 (dd, J = 2.5, 1.5 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.4 (s, 5H), 3.76 (m, 8H). RMN de
13C (101 MHz, CDCl3) § 170.7, 154.9, 141.9, 135.5, 133.9, 131.2, 130.1, 128.7, 127.2, 44.8.
HRMS (ESI +): calculado para CisHisN4ONa' [M + Na]" = 291.1216 m/z, encontrado [M +
Na]"=291.1213 m/z, erro = 1.03 ppm.

(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)(4-(trifluorometil)fenil)metanona (11)

Acido 4-trifluorometilbenzoico (25.5 mg, 0.134 mmol, 1.1 eq), HBTU (60.3 mg, 0.159 mmol,
1.3 eq) e EtsN (37.0 mg, 0.366 mmol, 3 eq) foram solubilizados em DMF (0.3 M), e 3 (20 mg,
0.122 mmol) foi acrescentado sob agitacdo. A reacdo foi agitada por 42 h a temperatura
ambiente, e agua destilada fria (20 mL) foi adiciondada. A fase aquosa foi extraida com EtOAc
(3 x 15 mL), e as fases orgénicas foram juntadas, secadas sob Na>SOg anidro, filtradas, e o
solvente foi evaporado sob pressio reduzida. O residuo foi purificado por coluna

cromatografica (EtOAc/Hex (9:1)) para render o composto almejado.

11: 6leo rosado, 17.5 mg, 42%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 8.16 (s, 1H), 8.09 (s, 1H),
7.92 (s, 1H), 7.71 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 7.56 (d, J= 7.9 Hz, 2H), 3.78 (m, 8H). RMN de '3C (101
MHz, CDCI3) 6 169.2, 154.8, 141.9, 139.0, 134.1, 132.1 (q, /= 32.8 Hz), 131.3, 127.6, 125.9,
125.8, 128.9 — 118.9 (q), 44.8. HRMS (ESI +): calculado para Ci¢HisF3sN4ONa’ [M + Na]" =
359.1090 m/z, encontrado [M + Na]" = 359.1082 m/z, erro = 2.23 ppm.

(3-hidroxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (12)

Seguindo o Procedimento geral B, em 46 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e acido 3-
hidroxibenzoico (20.2 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de EtOAc/Hex (9:1) para

a coluna cromatografica.
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12: s6lido amarelo, 18.9 mg, 54%. RMN de 'H (400 MHz, CD30D) & 8.23 (d, /= 1.4 Hz, 1H),
8.12(dd,J=2.7, 1.5 Hz, 1H), 7.82 (d, J=2.7 Hz, 1H), 7.29 (t, /= 7.9 Hz, 1H), 6.92 — 6.89 (m,
1H), 6.89 (dd, J=2.9, 1.0 Hz, 1H), 6.86 — 6.84 (m, 1H), 4.00 — 3.53 (m, 9H). RMN de *C (101
MHz, CD30D) s 172.7, 159.0, 156.5, 143.3, 137.8, 133.5, 132.1, 131.0, 118.8, 118.1, 114.7,
458, 45.1. HRMS (ESI +): calculado para CisHisN4O2Na" [M + Na]® = 307.1165 m/z,
encontrado [M + Na]" = 307.1158 m/z, erro = 2.28 ppm.

(2-hidroxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (13)

Seguindo o Procedimento geral B, em 50 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e acido 2-
hidroxibenzoico (20.2 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de DCM/MeOH (8:2) para

a coluna cromatografica.

13: solido amarelo, 8.5 mg, 25%. RMN de 'H (400 MHz, CD30D) § 8.23 (d, /= 1.5 Hz, 1H),
8.11 (dd, /= 2.7, 1.5 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.29 (ddd, J = 8.2, 7.4, 1.7 Hz, 1H),
7.22(dd,J=7.6,1.4 Hz, 1H), 6.92 (td, J=7.5, 1.0 Hz, 1H), 6.88 (dd, /= 8.2, 0.6 Hz, 1H), 3.71
(s, 8H). RMN de *C (101 MHz, CD30D) 5 170.9, 156.5, 154.9, 143.3, 133.4, 132.1, 132.1,
129.3, 124.2, 120.8, 116.7, 46.3, 45.5, 45.1. HRMS (ESI +): calculado para C;sHsN4sO>Na*
[M + Na]"=307.1165 m/z, encontrado [M + Na]" = 307.1160 m/z, erro = 1.63 ppm.

VI) 1. 5. Sintese dos derivados picolinicos e nicotinicos 14 — 24
(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)(piridin-2-il)metanona (14)

Seguindo o Procedimento geral B, em 48 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e 4cido picolinico
(18.0 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de DCM/MeOH (95:5) para a coluna

cromatografica.

14: 6leo amarelado, 26.9 mg, 82%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.60 (ddd, J=4.8, 1.7,
0.9 Hz, 1H), 8.16 (d, J= 1.4 Hz, 1H), 8.08 (dd, J = 2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.90 (d, /= 2.6 Hz, 1H),
7.82(td,J=7.7,1.7Hz, 1H), 7.72 (dt,J= 7.8, 1.0 Hz, 1H), 7.37 (ddd, J=7.6,4.9, 1.2 Hz, 1H),
3.98 —3.91 (m, 2H), 3.84 — 3.78 (m, 2H), 3.78 — 3.73 (m, 2H), 3.69 — 3.62 (m, 2H). RMN de
13C (101 MHz, CDCl3) 5 167.7, 154.8, 153.7, 148.4, 141.9, 137.3, 133.7, 131.1, 124.9, 124.4,
46.7, 45.0, 44.4, 42.2. HRMS (ESI +): calculado para Ci14H;sNsONa" [M + Na]" = 292.1169
m/z, encontrado [M + Na]" = 292.1162 m/z, erro = 2.40 ppm.

(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)(6-(trifluorometil)piridin-2-il)metanona (15)
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Seguindo o Procedimento geral B, em 54 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e acido 6-
trifluorometilpicolinico (27.9 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de EtOAc/Hex

(9:1) para a coluna cromatografica.

15: 6leo amarelo, 28.9 mg, 70%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) & 8.18 (s, 1H), 8.09 (s, 1H),
8.07 —7.98 (m, 2H), 7.91 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.77 (dd, J= 7.3, 1.3 Hz, 1H), 3.97 (dd, /= 6.2,
4.3 Hz, 2H), 3.87 (dd, J=6.2, 4.0 Hz, 2H), 3.78 (dd, /= 6.1, 4.4 Hz, 2H), 3.72 (dd, /= 6.1, 4.1
Hz, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 165.8, 154.8, 153.7, 146.6 (q,J = 35.3 Hz), 141.9,
139.0, 133.8, 131.1, 127.5, 121.6 (q, J=2.6 Hz), 121.2 (d, J=274.3 Hz), 46.9, 44.9, 44 .4, 42 5.
HRMS (ESI +): calculado para C1sH;sFsNsO" [M + H]" = 338.1223 m/z, encontrado [M + H]"
=338.1215 m/z, erro = 2.37 ppm.

(S-hidroxipiridin-2-il)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (16)

Seguindo o Procedimento geral B, em 44 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e monohidrato
de acido 5-hidroxipicolinico (22.9 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de

DCM/MeOH (92:8) para a coluna cromatografica.

16: solido amarelo, 34.2 mg, 98%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 5 8.14 (m, 2H), 8.11 (dd,
J=125,1.6 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.60 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.16 (dd, J = 8.5, 2.8
Hz, 1H), 3.81 (m, 8H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 5 168.2, 154.9, 154.8, 144.4, 142.2,
136.9, 133.4, 130.8, 125.8, 123.5, 47.0, 45.0, 44.3, 42.6. HRMS (ESI +): calculado para
C14HisNsO2Na" [M + Na]" = 308.1118 m/z, enocntrado [M + Na]" = 308.1116 m/z, erro = 0.65

ppm.
(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)(6-(trifluorometil)piridin-3-il)metanona (17)

Seguindo o Procedimento geral B, em 72 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e acido 6-
trifluorometilnicotinico (27.9 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de EtOAc/Hex

(9:1) para a coluna cromatografica.

17: so6lido amarelo, 30.6 mg, 74%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3)  8.81 (d, J= 1.9 Hz, 1H),
8.18 (d,J=1.4 Hz, 1H), 8.10 (dd, J=2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.99 (dd, J= 8.0, 1.5 Hz, 1H), 7.94 (d,
J=2.6 Hz, 1H), 7.80 (dd, J= 8.0, 0.7 Hz, 1H), 3.72 (m, 8H). RMN de 3C (101 MHz, CDCls)
0 166.7, 154.6, 149.4 (q, J = 35.3 Hz), 148.3, 141.9, 136.8, 134.3, 134.1, 131.3, 121.2 (q, J =
274.5 Hz), 120.7 (q, J= 2.7 Hz), 44.8. HRMS (ESI +): calculado para CisH;sF3NsO" [M + H]"
= 338.1223 m/z, enocntrado [M + H]" = 338.1221 m/z, erro = 0.59 ppm.

(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)(piridin-3-il)metanona (18)
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Seguindo o Procedimento geral B, em 32 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e 4cido nicotinico
(18.0 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de DCM/MeOH (9:1) para a coluna

cromatografica.

18: dleo laranja, 28.3 mg, 86%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 8.69 (d, J = 5.4 Hz, 2H),
8.16 (s, 1H), 8.07 (s, 1H), 7.91 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.38 (dd, J = 7.7,
4.9 Hz, 1H), 3.77 (m, 8H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 5 168.1, 154.7,151.2, 148.1, 141.9,
135.3, 134.0, 131.3, 131.2, 123.7, 44.7. HRMS (ESI +): calculado para C4H;sNsONa" [M +
Na]" =292.1169 m/z, encontrado [M + Na]" = 292.1161 m/z, erro = 2.74 ppm.

(6-aminopiridin-3-il)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (19)

Seguindo o Procedimento geral B, em 50 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e acido 6-
aminonicotinico (20.2 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de DCM/MeOH (9:1) para

a coluna cromatografica.

19: solido amarelo, 26.7 mg, 77%; RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.23 (dd, J=2.3, 0.7 Hz,
1H), 8.16 (d,J=1.5 Hz, 1H), 8.09 (dd, J=2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.91 (d, J= 2.6 Hz, 1H), 7.60 (dd,
J=18.5,2.3 Hz, 1H), 6.52 (dd, J= 8.5, 0.8 Hz, 1H), 4.75 (s, 2H), 3.86 — 3.51 (m, 8H). RMN de
13C (101 MHz, CDCl3) 8 169.1, 159.5, 154.8, 148.2, 141.9, 138.1, 133.9, 131.2, 121.0, 108.0,
44.8. HRMS (ESI +): calculado para C14Hi7NO" [M + H]" = 285.1458 m/z, encontrado [M +
H]" = 285.1453 m/z, erro = 1.75 ppm.

(6-cloropiridin-3-il)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (20)

Seguindo o Procedimento geral B, em 48 h a partir de 3 (200 mg, 1.22 mmol) e acido 6-
cloronicotinico (230.0 mg, 1.46 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de DCM/MeOH (92:8)

para a coluna cromatografica.

20: 6leo amarelado, 299.0 mg, 81%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.50 (d, J = 1.7 Hz,
1H), 8.18 (d, /= 1.2 Hz, 1H), 8.10 (dd, J=2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.94 (d, /= 2.5 Hz, 1H), 7.78 (dd,
J=28.2,2.4Hz, 1H), 7.43 (dd, J = 8.2, 0.7 Hz, 1H), 3.77 (d, J = 77.2 Hz, 8H). RMN de 3C
(101 MHz, CDCl3) 6 167.0, 154.6, 153.1, 148.2, 141.9, 138.1, 134.2, 131.2, 130.0, 124.6, 44.7.
HRMS (ESI+): calculado para C14HisCINsO™ [M + H]" = 304.0960 m/z, encontrado [M + H]"
=304.0957 m/z, erro = 0.99 ppm.

(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)(6-(pirrolidin-1-il)piridin-3-il)metanona (21)
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20 (30 mg, 0.099 mmol) foi solubilizado em DMF (0.5 M), pirrolidina (8.4 mg, 0.119 mmol,
1.2 eq) e NaxCOs3 (20.7 mg, 0.198 mmol, 2 eq) foram acrescentados, € a reagdo foi agitada por
80 h a 100 °C. Agua destilada fria (20 mL) foi adicionada, ¢ a fase aquosa foi extraida com
EtOAc (3 x 15 mL). As fases organicas foram juntadas, secadas sob Na>SOj4 anidro, filtradas,

e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida para render o composto almejado.

21: sélido amarelo, 28.1 mg, 84%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.32 (dd, J=2.3, 0.6 Hz,
1H), 8.15 (s, 1H), 8.08 (dd, J=2.5, 1.5 Hz, 1H), 7.90 (d, J=2.5 Hz, 1H), 7.62 (dd, J= 8.8, 2.4
Hz, 1H), 6.37 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 3.84 — 3.74 (m, 4H), 3.65 (m, 4H), 3.50 (t, J = 6.4 Hz, 4H),
2.11 — 1.94 (m, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCI3) & 169.9, 157.9, 154.9, 148.6, 141.9,
137.4,133.8,131.2,117.6, 106.0, 46.9, 44.8, 25.6. HRMS (ESI+): calculado para C13H23NsO"
[M + H]" =339.1928 m/z, encontrado [M + H]" = 339.1924 m/z, erro = 1.18 ppm.

(6-(ciclopentilamino)piridin-3-il)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (22)

20 (30 mg, 0.099 mmol) foi solubilizado em DMF (0.5 M), ciclopentilamina (12.7 mg, 0.149
mmol, 1.5 eq) e NaxCO3 (20.7 mg, 0.198 mmol, 2 eq) foram acrescentados, e a reacdo foi
agitada por 80 h a 100 °C. Agua destilada fria (20 mL) foi adicionada, e a fase aquosa foi
extraida com EtOAc (3 x 15 mL). As fases organicas foram juntadas, secadas sob Na>SO4
anidro, filtradas, e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por

coluna cromatografica (DCM/MeOH (95:5)) para render o composto almejado.

22: 6leo marrom, 14.0 mg, 40%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 5 8.38 — 8.26 (m, 1H), 8.16
(s, 1H), 8.08 (s, 1H), 7.89 (s, 1H), 7.69 — 7.59 (m, 1H), 6.52 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 4.12 (m, 1H),
3.87 — 3.73 (m, 4H), 3.71 — 3.62 (m, 4H), 3.14 (s, 4H), 2.52 — 2.33 (m, 1H), 2.06 — 1.79 (m,
2H), 1.64 (m, 1H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 169.7, 159.8, 154.9, 148.1, 141.9, 137.6,
133.6, 131.1, 117.8, 105.1, 44.8, 38.1, 33.3, 32.4, 25.2, 23.9. HRMS (ESI+): calculado para
C19H25sN6O™ [M + H]" = 353.2084 m/z, encontrado [M + H]" = 353.2082 m/z, erro = 0.57 ppm.

(6-metoxipiridin-3-il)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (23)

Seguindo o Procedimento geral B, em 48 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e acido 6-
metoxinicotinico (22.4 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de DCM/MeOH (95:5)

para a coluna cromatografica.

23: 6leo incolor, 25.7 mg, 70%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.30 (dd, J = 2.4, 0.6 Hz,
1H), 8.16 (d, /= 1.4 Hz, 1H), 8.08 (dd, J=2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.91 (d, /= 2.6 Hz, 1H), 7.70 (dd,
J=18.6,2.4 Hz, 1H), 6.79 (dd, J = 8.6, 0.7 Hz, 1H), 3.97 (s, 3H), 3.71 (m, 8H). RMN de 3C
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(101 MHz, CDCl3) 6 168.6, 165.2, 154.8, 146.5, 141.9, 138.4,134.0, 131.2, 124.2, 111.1, 53.9,
44.7. HRMS (ESI +): calculado para CisHi7NsO,Na* [M + Na]" = 322.1274 m/z, encontrado
[M + Na]" = 322.1266 m/z, erro = 2.48 ppm.

(6-hidroxipiridin-3-il)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (24)

Seguindo o Procedimento geral C, em 26 h a partir de 23 (13 mg, 0.043 mmol), usando uma

mistura de DCM/MeOH (95:5) para a coluna cromatografica.

24: s6lido amarelado, 2.7 mg, 22%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.18 (d,J= 1.1 Hz, 1H),
8.10 (dd, J= 2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.94 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.57 (dd, J =
9.7,2.1 Hz, 1H), 6.61 (d, J=9.6 Hz, 1H), 3.75 (m, 4H), 3.66 (m, 4H). RMN de '*C (101 MHz,
CDCI3) 6 167.0, 163.8, 154.7, 141.9, 140.6, 136.5, 134.2, 131.3, 120.5, 114.7, 44.7. HRMS
(ESI+): calculado para Ci4HisNsO2Na™ [M + Na]* = 308.1118 m/z, encontrado [M + Na]" =
308.1115 m/z, erro = 0.97 ppm.

VI) 1. 6. Sintese dos derivados para-substituidos 25 — 29
(6-nitrofenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (25)

Seguindo o Procedimento geral B, em 48 h a partir de 3 (60 mg, 0.365 mmol) e acido 4-
nitrobenzoico (73.2 mg, 0.438 mmol, 1.2 eq). O precipitado foi filtrado, lavado com agua
destilada fria e secado sob vacuo para render o composto almejado sem necessidade de

purificacdo adicional.

25: s6lido amarelo, 79.7 mg, 70%. RMN de 'H (400 MHz, CD30D) 8 8.35 (d, /= 8.8 Hz, 2H),
8.24 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.83 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.05 — 3.46 (m,
8H). RMN de '3C (101 MHz, CD30D)  170.4, 156.4, 150.0, 143.3, 142.8, 133.6, 132.1, 129.4,
124.9, 45.7, 45.1. HRMS (ESI +): calculado para CisHi¢NsO3* [M + H]" = 314.1248 m/z,
encontrado [M + H]" = 314.1245 m/z, erro = 0.95 ppm.

4-(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-carbonil)benzonitrila (26)

Seguindo o Procedimento geral B, em 46 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e acido 4-
cianobenzoico (21.5 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de EtOAc/Hex (95:5) para

a coluna cromatogréafica.

26: solido bege, 23.2 mg, 65%. RMN de 'H (400 MHz, CDCIl3) § 8.17 (s, 1H), 8.09 (s, 1H),
7.94 (s, 1H), 7.75 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 7.55 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 3.78 (m, 8H). RMN de '3C (101
MHz, CDCl) 6 168.6, 154.7, 141.9, 139.8, 134.2, 132.7, 131.3, 128.0, 118.0, 114.1, 44.7.
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HRMS (ESI +): calculado para Ci¢Hi1sNsONa* [M + Na]* = 316.1169 m/z, encontrado [M +
Na]"=316.1161 m/z, erro = 2.53 ppm.

(4-(1H-tetrazol-1-il)fenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (27)

Seguindo o Procedimento geral B, em 72 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e 4cido 4-(1H-
tetrazol-1-il)benzoico (27.8 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de DCM/MeOH

(95:5) para a coluna cromatogréafica.

27: s6lido branco, 32.5 mg, 79%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) 6 9.04 (s, 1H), 8.18 (d, J =
1.3 Hz, 1H), 8.10 (dd, J = 2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.94 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.83 (d, J = 8.7 Hz, 2H),
7.69 (d,J = 8.7 Hz, 2H), 3.79 (m, 8H). RMN de 3C (101 MHz, CDCL3) 5 168.7, 154.7, 141.9,
137.2,134.9,134.2,131.3, 129.4, 121.5, 44.8. HRMS (ESI +): calculado para C1cH;7NsO" [M
+ H]" = 337.1520 m/z, encontrado [M + H]" = 337.1516 m/z, erro = 1.19 ppm.

(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)(4-(trifluorometoxi)fenil)metanona (28)

Seguindo o Procedimento geral B, em 48 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e 4acido 4-
trifluorometoxibenzoico (30.1 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de EtOAc/Hex

(9:1) para a coluna cromatografica.

28: 6leo amarelo, 30.2 mg, 70%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 8.18 (s, 1H), 8.09 (s, 1H),
7.92 (s, 1H), 7.49 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.28 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 3.74 (m, 8H). RMN de *C (101
MHz, CDCl3) 6 169.4, 154.9, 150.4, 142.0, 133.9, 133.9, 131.2, 129.1, 121.1, 120.4 (d, J =
258.0 Hz), 44.7. HRMS (ESI +): calculado para Ci6H;sF3N4O;Na* [M + Na]" = 375.1039 m/z,
encontrado [M + Na]" = 375.1038 m/z, erro = 0.27 ppm.

(4-metoxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (29)

Seguindo o Procedimento geral B, em 70 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e acido 4-
metoxibenzoico (22.2 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de EtOAc/Hex (9:1) para

a coluna cromatogréafica.

29: 6leo amarelo, 16.3 mg, 45%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 8.16 (s, 1H), 8.08 (s, 1H),
7.90 (s, 1H), 7.42 (dd, J = 8.8, 4.6 Hz, 2H), 6.93 (dd, J = 8.8, 4.6 Hz, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.70
(m, 8H). RMN de *C (101 MHz, CDCls) 5 170.7, 161.2, 154.9, 141.9, 133.7, 131.2, 129.4,
127.5, 114.0, 55.5, 44.8. HRMS (ESI +): calculado para CisH19N4O2" [M + H]" = 299.1502
m/z, encontrado [M + H]" =299.1502 m/z, erro = 0.00 ppm.
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VI) 1. 7. Sintese dos derivados com anéis aromaticos diversificados 30 — 34
(E)-3-(3,4-dihidroxifenil)-1-(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)prop-2-en-1-ona (30)

Seguindo o Procedimento geral B, em 20 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e 4cido cafeico
(26.3 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de DCM/MeOH (91:9) para a coluna

cromatografica.

30: solido amarelado, 19.5 mg, 49%. RMN de 'H (400 MHz, CD30D) 6 8.23 (d, /= 1.5 Hz,
1H), 8.12 (dd, J= 2.7, 1.5 Hz, 1H), 7.82 (d, J=2.7 Hz, 1H), 7.50 (d, J= 15.3 Hz, 1H), 7.07 (d,
J=2.1Hz, 1H), 6.99 (dd, J= 8.3, 2.0 Hz, 1H), 6.90 (d, J= 15.3 Hz, 1H), 6.78 (d, J= 8.2 Hz,
1H), 3.79 (m, 8H). RMN de 3C (101 MHz, CD30D) & 168.5, 156.4, 148.9, 146.6, 145.2,
143.3, 133.4, 131.9, 128.4, 122.3, 116.4, 115.4, 114.3, 45.4. HRMS (ESI +): calculado para
C17H19N4Os" [M + H]" = 327.1452 m/z, encontrado [M + H]" = 327.1440 m/z, erro = 3.67 ppm.

Tert-butil-(S)-(3-(4-hidroxifenil)-1-oxo-1-(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)propan-2-
il)carbamato (31)

Seguindo o Procedimento geral B, em 50 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e N-Boc-(S)-
tirosina (24.8 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de EtOAc/Hex (95:5) para a coluna

cromatografica.

31: sélido branco, 31.8 mg, 61%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 5 8.06 (dd, J=2.4, 1.5 Hz,
1H), 8.03 (s, 1H), 7.87 (d, J= 2.5 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.73 (d, J = 8.4 Hz, 2H),
6.08 (s, 1H), 5.43 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 4.81 (td, J = 8.9, 5.5 Hz, 1H), 3.71 — 3.31 (m, 6H), 3.12
(m, 1H), 3.07 — 2.82 (m, 3H), 1.43 (s, 9H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) § 170.8, 155.3,
154.6, 142.0, 133.5, 130.8, 128.1, 115.6, 80.1, 51.3, 44.9, 44.0, 41.5, 39.7, 28.5. HRMS (ESI
+): calculado para C2H2oNsOsNa® [M + Na]" = 450.2112 m/z, encontrado [M + Na]" =
450.2102 m/z, erro = 2.22 ppm.

(8)-2-amino-3-(4-hidroxifenil)-1-(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)propan- 1-ona (32)

31 (24.6 mg, 0.058 mmol) foi solubilizado em MeOH (1 mL), e a solucado foi resfriada a 0 °C.
HCI (1.16 mmol, 20 eq, solu¢do 2 M em EtOAc) foi acrescentado a 0 °C, e a reagdo foi agitada
por 30 h a temperatura ambiente. O solvente foi evaporado sob pressdo reduzida, e o cloridrato
resultante foi solubilizado com uma solu¢ao saturada de NaHCOs3 (pH ~ 8). A fase aquosa foi
extraida com EtOAc (3 x 15 mL). 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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32: solido branco, 19.0 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls3) 8 8.06 (m, 2H), 7.87 (d, J
= 2.5 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.72 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.96 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 3.57
(m, 6H), 3.22 (m, 1H), 3.10 (m, 1H), 2.84 (m, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCls) & 173.6,
155.3,154.6, 142.0, 133.6, 130.9, 130.6, 128.9, 115.8, 52.7,44.7,44.2,44.1,42.3,41.6. HRMS
(ESI +): calculado para Ci7H2NsO2" [M + H]" = 328.1768 m/z, encontrado [M + H]" =
328.1767 m/z, erro = 0.30 ppm.

(6-hidroxinaftalen-2-il)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (33)

Seguindo o Procedimento geral B, em 42 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e 4cido 6-hidroxi-
2-naftdico (27.5 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq). O precipitado foi filtrado, lavado com 4gua destilada
fria e secado sob vacuo para render o composto almejado sem necessidade de purificagdo

adicional.

33: sélido branco, 37.8 mg, 93%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5 9.94 (s, 1H), 8.34 (d, J
=1.3 Hz, 1H), 8.10 (dd, J= 2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.90 (d, /= 0.8 Hz, 1H), 7.86 (m, 2H), 7.75 (d, J
= 8.5 Hz, 1H), 7.44 (dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 1H), 7.15 (m, 2H), 3.66 (s, 8H). RMN de 3C (101
MHz, DMSO-ds) 5 169.5, 156.4, 154.4, 141.4,135.0, 132.7, 131.4, 130.0, 129.6, 126.8, 126.6,
126.0, 124.8,119.3, 108.6, 43.9. HRMS (ESI +): calculado para C19HsN4O,Na" [M + Na]" =
357.1322 m/z, encontrado [M + Na]" = 357.1319 m/z, erro = 0.84 ppm.

(1H-imidazol-1-il)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (34)

CDI (37.0 mg, 0.228 mmol, 1.1 eq) foi solubilizado em DCM (1 mL), e uma solucao de 3 (34.0
mg, 0.207 mmol) em DCM (1 mL) foi acrescentada gota-a-gota a 0 °C. A reagdo foi agitada
por 12 h a temperatura ambiente, e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O residuo
foi purificado por coluna cromatografica (DCM/MeOH (91:9)) para render o composto

almejado.

34: 6leo amarelado, 37.0 mg, 69%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.17 (d, J= 1.5 Hz, 1H),
8.09 (dd, J=2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.93 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.90 (s, 1H), 7.23 (t, /= 1.3 Hz, 1H),
7.12—7.11 (m, 1H), 3.77 — 3.73 (m, 4H), 3.72 — 3.68 (m, 4H). RMN de '*C (101 MHz, CDCl3)
0 154.5,151.1, 141.9, 137.0, 134.3, 131.2, 130.1, 117.9, 46.0, 44.4. HRMS (ESI +): calculado
para C12HisNeO™ [M + H]" = 259.1302 m/z, encontrado [M + H]" = 259.1295 m/z, erro = 2.70

VI) 1. 8. Sintese dos derivados dissubstituidos 35 — 44

(5-cloro-2-metoxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (35)
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Seguindo o Procedimento geral B, em 65 h a partir de 3 (60 mg, 0.365 mmol) e dcido 2-metoxi-
5-clorobenzoico (81.7 mg, 0.438 mmol, 1.2 eq), a 80 °C. O precipitado foi filtrado, lavado com
agua destilada fria e secado sob vacuo para render o composto almejado sem necessidade de

purificagdo adicional.

35: s6lido amarelo, 90.5 mg, 75%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.16 (d, /= 1.3 Hz, 1H),
8.08 (dd, J=2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.90 (d, /= 2.6 Hz, 1H), 7.33 (dd, J= 8.8, 2.6 Hz, 1H), 7.26 (d,
J=2.5Hz, 1H), 6.87 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 3.92 (d, J = 26.2 Hz, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.70 (t, J =
5.3 Hz, 2H), 3.57 (t,J=4.7 Hz, 2H), 3.39 (d, /= 14.0 Hz, 2H). RMN de '3C (101 MHz, CDCls)
0 166.5, 154.8, 154.0, 141.9, 133.8, 131.3, 130.5, 128.2, 126.9, 126.3, 112.4, 56.1, 46.4, 44.9,
44.5, 41.4. HRMS (ESI +): calculado para Ci¢Hi7CINsO2Na® [M + Na]" = 355.0932 m/z,
encontrado [M + Na]" = 355.0918 m/z, erro = 3.94 ppm.

(5-cloro-2-hidroxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (36)

Seguindo o Procedimento geral C, em 17 h a partir de 35 (10 mg, 0.030 mmol), usando uma

mistura de DCM/MeOH (95:5) para a coluna cromatogréafica.

36: solido amarelado, 8.6 mg, 90%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 9.52 (s, 1H), 8.18 (d, J
=0.9 Hz, 1H), 8.11 (dd, J = 2.5, 1.5 Hz, 1H), 7.94 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.31 (dd, J = 8.8, 2.6
Hz, 1H), 7.25 (d, J= 2.6 Hz, 1H), 6.99 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 3.87 (dd, /= 6.4, 4.1 Hz, 4H), 3.71
(dd, J=6.4, 4.1 Hz, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) § 170.0, 157.7, 154.6, 142.0, 134.1,
1329, 131.2, 127.8, 123.7, 1199, 118.0, 44.6. HRMS (ESI +): calculado para
CisHisCIN4O2Na" [M + Na]" = 341.0776 m/z, encontrado [M + Na]" = 341.0768 m/z, erro =
2.34 ppm.

(4-fluoro-2-metoxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (37)

Seguindo o Procedimento geral B, em 92 h a partir de 3 (70 mg, 0.426 mmol) e dcido 2-metoxi-
4-fluorobenzoico (86.9 mg, 0.511 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de DCM/MeOH (95:5)

para a coluna cromatografica.

37: s6lido amarelo, 81.8 mg, 61%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.16 (d, J= 1.1 Hz, 1H),
8.08 (dd, J=2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.90 (d, /= 2.6 Hz, 1H), 7.31 — 7.23 (m, 1H), 6.73 (td, /= 8.2,
2.3 Hz, 1H), 6.66 (dd, J=10.8, 2.3 Hz, 1H), 3.92 (d, J = 25.4 Hz, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.70 (t, J
=5.3 Hz, 2H), 3.56 (s, 2H), 3.39 (d, J= 15.3 Hz, 2H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) 5 167.3,
164.4 (d, J=248.8 Hz), 157.0 (d, /= 10.1 Hz), 154.8, 141.9, 133.8, 131.3, 129.6 (d, /= 10.4
Hz), 121.5 (d, J=3.5 Hz), 107.9 (d, J=21.8 Hz), 99.6 (d, J = 26.0 Hz), 56.0, 46.4, 45.0, 44.6,
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41.5. HRMS (ESI +): calculado para C1¢H17FN4O2Na* [M + Na]" = 339.1228 m/z, encontrado
[M + Na]" =339.1219 m/z, erro = 2.65 ppm.

(4-fluoro-2-hidroxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (38)

Seguindo o Procedimento geral C, em 29 h a partir de 37 (15 mg, 0.047 mmol), usando uma
mistura de DCM/MeOH (95:5) para a coluna cromatografica.

38: solido amarelado, 11.0 mg, 77%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) 5 10.19 (s, 1H), 8.17 (d,
J=13Hz, 1H), 8.10 (dd, J = 2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.93 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.28 (dd, J= 8.7, 6.4
Hz, 1H), 6.73 (dd, J = 10.3, 2.5 Hz, 1H), 6.60 (ddd, J = 8.6, 8.2, 2.5 Hz, 1H), 3.86 (dd, J = 6.4,
4.1 Hz, 4H), 3.70 (dd, J = 6.4, 4.1 Hz, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 5 171.1, 165.4 (d,
J=2523Hz),161.9 (d,J=13.4 Hz), 154.7, 141.9, 134.0, 131.1, 130.1 (d, /= 10.8 Hz), 112.8
(d,J=3.0 Hz), 106.5 (d, J = 22.6 Hz), 105.5 (d, J = 24.1 Hz), 44.6. HRMS (ESI +): calculado
para CisHi6FN4O>" [M +H]" = 303.1252 m/z, encontrado [M + H]" = 303.1248 m/z, erro = 1.32

ppm.
(2,3-dimetoxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (39)

Seguindo o Procedimento geral B, em 48 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e acido 2,3-
dimetoxibenzoico (26.6 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de EtOAc/Hex (95:5)

para a coluna cromatografica.

39: 6leo amarelado, 32.4 mg, 83%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.13 (d, J= 1.2 Hz, 1H),
8.09 —8.03 (m, 1H), 7.88 (d,J=2.6 Hz, 1H), 7.12 (t,J= 7.9 Hz, 1H), 6.96 (dd, /= 8.2, 1.2 Hz,
1H), 6.85 (dd, J=7.6, 1.3 Hz, 1H), 4.07 (m, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.86 (s, 2H), 3.80 (m, 2H), 3.69
—3.59 (m, 1H), 3.56 (m, 2H), 3.46 (m, 1H), 3.37 — 3.26 (m, 1H). RMN de *C (101 MHz,
CDCl3) 6 167.8,154.9,152.8,145.1,141.9,133.6,131.2,130.9, 125.1, 119.3, 113.3, 61.7, 55.9,
46.5,45.1,44.5, 41.4. HRMS (ESI +): calculado para Ci7H20N4O3Na" [M + Na]" = 351.1427
m/z, encontrado [M + Na]" = 351.1427 m/z, erro = 0.00 ppm.

(2,3-dihidroxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (40)

Seguindo o Procedimento geral C, em 21 h a partir de 39 (15.6 mg, 0.048 mmol), usando uma
mistura de DCM/MeOH (92:8) para a coluna cromatografica.

40: solido amarelado, 6.0 mg, 42%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 8.12 (s, 1H), 8.08 (s,
1H), 7.86 (s, 1H), 6.94 (dd, J=5.9, 3.4 Hz, 1H), 6.83 — 6.72 (m, 2H), 3.86 — 3.76 (m, 4H), 3.73
—3.60 (m, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 6 170.4, 154.8, 145.8, 144.7, 142.1, 133.3,
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130.8,119.8, 119.1, 119.0, 117.6, 44.6. HRMS (ESI +): calculado para CisH;¢N4sO3Na™ [M +
Na]" =323.1115 m/z, encontrado [M + Na]" = 323.1112 m/z, erro = 0.93 ppm.

(3,4-dimetoxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (41)

Seguindo o Procedimento geral B, em 52 h a partir de 3 (20 mg, 0.122 mmol) e &cido 3,4-
dimetoxibenzoico (26.6 mg, 0.146 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de DCM/MeOH (92:8)

para a coluna cromatografica.

41: solido amarelado, 22.2 mg, 57%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 8.16 (d, /= 1.5 Hz,
1H), 8.08 (dd, J=2.6, 1.6 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.03 (s, 1H), 7.01 (d, /= 1.9 Hz,
1H), 6.88 (d, /= 7.9 Hz, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.91 (s, 3H), 3.77 (s, 4H), 3.65 (m, 4H). RMN de
13C (101 MHz, CDCl3) 5 170.7, 154.9, 150.8, 149.3, 141.9, 133.9, 131.3, 127.7, 120.4, 111.2,
110.7, 56.1, 56.1, 44.8. HRMS (ESI +): calculado para C17H20N4O3Na* [M + Na]" = 351.1427
m/z, encontrado [M + Na]" = 351.1427 m/z, erro = 0.00 ppm.

(3,4-dihidroxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (42)

Seguindo o Procedimento geral C, em 53 h a partir de 41 (9.8 mg, 0.030 mmol), usando uma
mistura de DCM/MeOH (92:8) para a coluna cromatogréafica.

42: s6lido amarelado, 4.4 mg, 49%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.15 (d, /= 0.9 Hz, 1H),
8.10 (dd,J=2.5,1.5 Hz, 1H), 7.92 (d, J=2.6 Hz, 1H), 7.01 (s, 1H), 6.82 (s, 2H), 3.70 (m, 8H).
RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 171.2, 154.9, 147.0, 144.4, 142.0, 133.9, 131.2, 126.6,
120.1, 115.4, 115.0, 44.8. HRMS (ESI +): calculado para Ci;sHisN4O3Na* [M + Na]' =
323.1115 m/z, encontrado [M + Na]" = 323.1108 m/z, erro = 2.17 ppm.

(2,4-dimetoxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (43)

Seguindo o Procedimento geral B, em 28 h a partir de 3 (40 mg, 0.244 mmol) e 4cido 2,4-
dimetoxibenzoico (53.4 mg, 0.293 mmol, 1.2 eq), usando uma mistura de DCM/MeOH (93:7)

para a coluna cromatografica.

49: 6leo amarelado, 68.1 mg, 85%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) § 8.14 (d, J= 1.4 Hz, 1H),
8.06 (dd, J=2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.88 (d, /=2.6 Hz, 1H), 7.22 (d, /= 8.3 Hz, 1H), 6.53 (dd, J =
8.4,2.3 Hz, 1H), 6.47 (d, J=2.2 Hz, 1H), 3.90 (s, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.68 (m, 2H),
3.55 (s, 2H), 3.40 (s, 2H). RMN de '*C (101 MHz, CDCl3) 5 168.1, 162.1, 156.8, 154.9, 141.8,
133.6, 131.2, 129.5, 118.1, 105.2, 98.7, 55.7, 55.6, 46.5, 45.0, 44.6, 41.5. HRMS (ESI+):
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calculado para Ci17H21N4O3" [M + H]" = 329.1608 m/z, encontrado [M + H]" = 329.1597 m/z,
erro = 3.34 ppm.

(2,4-dihidroxifenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (44)

Seguindo o Procedimento geral C, em 66 h a partir de 43 (20 mg, 0.061 mmol), usando uma
mistura de DCM/MeOH (92:8) para a coluna cromatografica.

44: solido amarelo, 16.7 mg, 91%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5 9.78 (s, 1H), 9.61 (s,
1H), 8.33 (d, /= 1.3 Hz, 1H), 8.09 (dd, J= 2.6, 1.5 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.98 (d,
J=8.3 Hz, 1H), 6.31 (d, /= 2.2 Hz, 1H), 6.26 (dd, J = 8.3, 2.2 Hz, 1H), 3.68 — 3.40 (m, 8H).
RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) 6 167.8, 159.4, 155.1, 154.4, 141.4, 132.6, 131.4, 129.7,
114.2, 106.7, 102.3, 44.0. HRMS (ESI+): calculado para CisHi7N4O3" [M + H]" = 301.1295
m/z, encontrado [M + H]" = 301.1286 m/z, erro = 2.99 ppm.

VI) 1. 9. Sintese dos derivados com modificacdes no fragmento arila 53 — 64
2-(piperazin-1-il)pirimidina (45)

Seguindo o Procedimento geral A, em 48 h a 80 °C a partir de 2-cloropirimidina (150 mg, 1.31
mmol) e piperazina (338.3 mg, 3.93 mmol, 3 eq) em PrOH.

45: 6leo amarelo, 116.0 mg, 54%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.29 (d, J= 4.7 Hz, 2H),
6.46 (t, J=4.7 Hz, 1H), 3.78 (dd, J = 5.8, 4.4 Hz, 4H), 2.92 (dd, J = 5.8, 4.4 Hz, 4H), 1.80 (s,
1H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) 5 161.9, 157.8, 109.8, 46.1, 45.0.

1-(piridin-2-il)piperazina (46)

Seguindo o Procedimento geral A, em 120 h a 120 °C a partir de 2-cloropiridina (50 mg, 0.440
mmol) e piperazina (113.7 mg, 1.32 mmol, 3 eq) em DMF.

46: 6leo amarelo/laranja, 53.5 mg, 74%. RMN de '"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 8.18 (d, J =
4.9 Hz, 1H), 7.57 — 7.40 (m, 1H), 6.70 — 6.50 (m, 2H), 3.55 — 3.47 (m, 4H), 3.04 — 2.95 (m,
4H), 2.63 (m, 1H).

Tert-butil-piperazin-1-carboxilato (47)

Piperazina (2.30 g, 26.8 mmol, 2.5 eq) foi solubilizada em uma mistura de DCM (15 mL) e
Et3N (4.06 g, 40.1 mmol, 3.75 eq), uma solugao de (Boc)>0 (2.34 g, 10.7 mmol) em DCM (38.5
mL) foi acrescentada gota-a-gota a 0 °C, e a reagdo foi agitada por 15 h a temperatura ambiente.

Os volateis foram removidos sob pressao reduzida, e o residuo foi solubilizado em EtOAc (30
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mL). O precipitado branco formado foi removido por filtragado, e o filtrato foi lavado com uma
solucdo de NaCl (3 x 10 mL). A fase organica foi secada sob Na>SOs anidro, filtrada, e o

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

47: sélido branco, 1.36 g, 68%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 3.43 — 3.33 (m, 4H), 2.85 —
2.75 (m, 4H), 1.70 (s, 1H), 1.46 (s, 9H). RMN de '3C (101 MHz, CDCls) § 155.0, 79.7, 46.0,
28.5.

1-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazina (48)

Seguindo o Procedimento geral A, em 72 h a 120 °C a partir de 2-cloro-3-
(trifluorometil)piridina (50 mg, 0.275 mmol) e piperazina (71.1 mg, 0.825 mmol, 3 eq) em
DMF.

48: 6leo incolor, 40.1 mg, 63%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 8.44 (d, J = 3.6 Hz, 1H),
7.86 (dd, J=7.4, 1.5 Hz, 1H), 6.98 (dd, /= 7.4, 4.8 Hz, 1H), 3.31 — 3.23 (m, 4H), 3.05 — 2.98
(m, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) § 160.1, 151.1, 137.3 (q, J = 5.1 Hz), 124.1 (q, J =
272.6 Hz), 116.9, 52.2, 46.2.

1-(5-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazina (49)

Seguindo o Procedimento geral A, em 84 h a 90 °C a partir de 2-cloro-5-(trifluorometil)piridina

(2-0 mg, 1.10 mmol) e piperazina (284.3 mg, 3.30 mmol, 3 eq) em PrOH.

49: solido amarelo, 219.6 mg, 86%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.39 (s, 1H), 7.62 (dd,
J=9.0,2.2 Hz, 1H), 6.62 (d, J=9.0 Hz, 1H), 3.74 — 3.46 (m, 4H), 3.06 — 2.91 (m, 4H), 1.70
(s, 2H). RMN de '*C (101 MHz, CDCI3) 5 160.7, 145.8 (q, J= 4.4 Hz), 134.5 (q, J = 3.2 Hz),
124.7 (q, J=270.3 Hz), 115.2 (q, /= 32.9 Hz), 105.6, 46.0.

1-(S-nitropiridin-2-il)piperazina (50)

Seguindo o Procedimento geral A, em 4 h a 90 °C a partir de 2-cloro-5-nitropiridina (50 mg,
0.315 mmol) e piperazina (81.4 mg, 0.945 mmol, 3 eq) em PrOH.

50: solido amarelo, 66.6 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 9.03 (d, J=2.8 Hz, 1H),
8.20 (dd, J=9.5, 2.8 Hz, 1H), 6.55 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 3.79 — 3.70 (m, 4H), 3.02 — 2.93 (m,
4H), 1.66 (s, 1H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 160.6, 146.6, 135.1, 133.1, 104.5, 46.2,
46.0.

6-(piperazin-1-il)imidazo[1,2-b|piridazina (51)
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Seguindo o Procedimento geral A, em 15 h a 80 °C a partir de 6-cloroimidazo[1,2-b]piridazina

(50 mg, 0.326 mmol) e piperazina (84.2 mg, 0.978 mmol, 3 eq) em PrOH.

51: solido amarelo, 63.0 mg, 95%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7.70 (d, J= 9.9 Hz, 1H),
7.67 (s, 1H), 7.53 (d,J=1.0 Hz, 1H), 6.79 (d, /= 9.9 Hz, 1H), 3.47 — 3.45 (m, 4H), 3.02 — 3.00
(m, 4H). RMN de 13C (101 MHz, CDCl3) § 155.4, 136.6, 132.0, 126.0, 116.7, 110.2, 47.6,
45.8.

2-(piperazin-1-il)quinoxalina (52)

Seguindo o Procedimento geral A, em 14 h a 80 °C a partir de 2-cloroquinoxalina (50 mg, 0.304
mmol) e piperazina (78.6 mg, 0.912 mmol, 3 eq) em PrOH.

52: 6leo amarelo, 62.7 mg, 96%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 8.57 (s, 1H), 7.88 (dd, J =
8.3, 1.4 Hz, 1H), 7.68 (dd, J=8.3, 1.4 Hz, 1H), 7.57 (ddd, /= 8.3, 7.0, 1.4 Hz, 1H), 7.39 (ddd,
J=18.3,7.0, 1.4 Hz, 1H), 3.79 — 3.72 (m, 4H), 3.09 — 2.98 (m, 4H), 1.79 (s, IH). RMN de *C
(101 MHz, CDCl) 6 152.6, 141.8, 137.0, 135.8, 130.2, 128.8, 126.6, 124.8, 46.1, 46.0.

(4-hidroxifenil)(4-(pirimidin-2-il)piperazin-1-il)metanona (53)

Seguindo o Procedimento geral B, em 41 h a partir de dcido 4-hidroxibenzoico (20.2 mg, 0.146
mmol, 1.2 eq) e 45 (20 mg, 0.122 mmol), usando uma mistura de EtOAc/Hex (95:5) para a

coluna cromatografica.

53: solido branco, 21.9 mg, 63%. RMN de 'H (400 MHz, CD30OD) 6 8.34 (d, J = 4.7 Hz, 2H),
7.35(d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.86 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.63 (t, J= 4.7 Hz, 1H), 3.78 (m, 8H). RMN
de 3C (101 MHz, CD30OD) & 173.2, 162.9, 160.8, 159.1, 130.4, 127.1, 116.2, 111.6, 44.9.
HRMS (ESI +): calculado para CisHisN4O:Na" [M+Na]" = 307.1165 m/z, encontrado
[M+Na]" = 307.1155 m/z, erro = 3.26 ppm.

(4-hidroxifenil)(4-(piridin-2-il)piperazin-1-il)metanona (54)

Seguindo o Procedimento geral B, em 30 h a partir de dcido 4-hidroxibenzoico (25.1 mg, 0.182
mmol, 1.2 eq) e 46 (25 mg, 0.152 mmol), usando uma mistura de EtOAc/Hex (9:1) para a

coluna cromatografica.

54: s6lido branco, 15.0 mg, 35%. RMN de 'H (400 MHz, CD30D) & 8.14 — 8.07 (m, 1H), 7.62
—7.54 (m, 1H), 7.34 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.86 (m, 3H), 6.71 (dd, /= 6.7, 5.4 Hz, 1H), 3.74 (s,
4H), 3.57 (s, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CD30D) 5 173.1, 160.8, 160.7, 148.5, 139.2, 130.4,
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127.1, 116.2, 115.0, 109.3, 46.6. HRMS (ESI +): calculado para CisHisN3O>" [M+H]" =
284.1393 m/z, encontrado [M+H]" = 284.1387 m/z, erro = 2.11 ppm.

(4-hidroxifenil)(4-fenilpiperazin-1-il)metanona (55)

Seguindo o Procedimento geral B, em 120 h a partir de 4cido 4-hidroxibenzoico (25.6 mg, 0.185
mmol, 1.5 eq) e 1-fenilpiperazina (20 mg, 0.123 mmol), usando uma mistura de DCM/MeOH

(95:5) para a coluna cromatogréafica.

55: 6leo laranja, 5.0 mg, 14%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 7.38 — 7.28 (m, 4H), 6.92 (m,
3H), 6.81 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 3.79 (s, 4H), 3.20 (s, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCL3) &
171.2, 158.4, 151.0, 129.4, 126.6, 120.8, 116.8, 115.6, 49.9. HRMS (ESI +): calculado para
Ci17H19N202" [M+H]" = 283.1441 m/z, encontrado [M+H]" = 283.1437 m/z, erro = 1.41 ppm.

Tert-butil-4-(4-hidroxibenzoil)piperazin-1-carboxilato (56)

Seguindo o Procedimento geral B, em 45 h a partir de acido 4-hidroxibenzoico (266.6 mg, 1.93
mmol, 1.2 eq) e 47 (300 mg, 1.61 mmol), usando uma mistura de EtOAc/Hex (95:5) para a

coluna cromatografica.

56: solido branco, 193.5 mg, 39%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 7.22 (dd, J= 8.6, 2.1 Hz,
2H), 6.78 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 2H), 3.43 (m, 8H), 2.82 (s, 1H), 1.42 (s, 9H). RMN de 13C (101
MHz, CDCl3) 6 171.5, 159.0, 154.8, 129.2, 125.8, 115.4, 80.6, 48.6, 28.3. HRMS (ESI +):
calculado para C16H22N20sNa* [M+Na]" = 329.1472 m/z, encontrado [M+Na]" = 329.1459 m/z,
erro = 3.95 ppm.

(4-hidroxifenil)(4-(3-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)metanona (57)

Seguindo o Procedimento geral B, em 23 h a partir de 4cido 4-hidroxibenzoico (21.5 mg, 0.156
mmol, 1.2 eq) e 48 (30 mg, 0.130 mmol). O precipitado foi filtrado, lavado com 4gua destilada
fria e secado sob vacuo para render o composto almejado sem necessidade de purificagdo

adicional.

57: s6lido branco, 33.2 mg, 73%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) § 8.46 (dd, J=4.7, 1.4 Hz,
1H), 7.90 (dd, J= 7.8, 1.7 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.07 (dd, J = 7.8, 4.9 Hz, 1H),
6.79 (d,J= 8.6 Hz, 2H), 3.77 (br. s, 4H), 3.28 (s, 4H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 5 171.3,
159.8, 158.2, 151.3, 137.4 (q, J= 5.0 Hz), 129.3, 126.9, 123.9 (d, /= 272.4 Hz), 118.1, 115.6,
51.1. HRMS (ESI +): calculado para Ci7H6F3N30:Na* [M+Na]" = 374.1087 m/z, encontrado
[M+Na]" = 374.1082 m/z, erro = 1.34 ppm.
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(4-hidroxifenil)(4-(5-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)metanona (58)

Seguindo o Procedimento geral B, em 46 h a partir de 4cido 4-hidroxibenzoico (21.5 mg, 0.156
mmol, 1.2 eq) e 49 (30 mg, 0.130 mmol), usando uma mistura de DCM/MeOH (95:5) para a

coluna cromatografica.

58: solido branco, 35.9 mg, 79%. RMN de 'H (400 MHz, CD30D) & 8.36 (dd, J= 1.6, 0.8 Hz,
1H), 7.75 (dd, J=9.1, 2.4 Hz, 1H), 7.35 (d, /= 8.7 Hz, 2H), 6.91 (d, /= 9.1 Hz, 1H), 6.86 (d,
J=28.7Hz, 2H), 3.74 (s, 8H). RMN de *C (101 MHz, CD30OD) § 173.2, 161.8, 160.8, 146.4
(q, /=4.3 Hz), 135.8 (q, /= 3.1 Hz), 130.4, 127.0, 126.1 (d, J = 269.4 Hz), 116.5 (q, J = 32.9
Hz), 116.2, 107.6, 45.7. HRMS (ESI +): calculado para C17Hi7F3N3O," [M+H]" = 352.1267
m/z, encontrado [M+H]" = 352.1261 m/z, erro = 1.70 ppm.

(4-hidroxifenil)(4-(5-nitropiridin-2-il)piperazin-1-il)metanona (59)

Seguindo o Procedimento geral B, em 16 h a partir de 4cido 4-hidroxibenzoico (43.8 mg, 0.317
mmol, 1.1 eq) e 50 (60 mg, 0.288 mmol). O precipitado foi filtrado, lavado com agua destilada
fria e secado sob vacuo para render o composto almejado sem necessidade de purificagdo

adicional.

59: solido amarelo, 76.7 mg, 81%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5 9.87 (s, 1H), 8.98 (d,
J=12.8 Hz, 1H), 8.26 (dd, J = 9.6, 2.8 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.94 (d, J = 9.6 Hz,
1H), 6.81 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.83 (s, 4H), 3.62 (s, 4H). RMN de '*C (101 MHz, DMSO-d;)
0 169.5, 160.0, 158.8, 145.9, 134.5, 132.9, 129.3, 125.7, 114.9, 105.7, 44.3. HRMS (ESI +):
calculado para C16H17N4O4" [M+H]" = 329.1244 m/z, encontrado [M+H]" = 329.1236 m/z, erro
=2.43 ppm.

(4-hidroxifenil)(4-(imidazo[1,2-b]piridazin-6-il)piperazin-1-il)metanona (60)

Seguindo o Procedimento geral B, em 15 h a partir de 4cido 4-hidroxibenzoico (22.4 mg, 0.162
mmol, 1 eq) e 51 (20 mg, 0.162 mmol). A isolacdo do composto almejado ndo necessitou

nenhuma purificacao adicional apos a extracao da fase aquosa.

60: solido amarelado, 25.4 mg, 48%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7.72 (d, J = 9.9 Hz,
1H), 7.66 (s, 1H7), 7.51 (s, 1H), 7.30 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.83 (m, 3H), 3.76 (br. s, 4H), 3.51
(br. s, 4H). RMN de '*C (101 MHz, CDCl3) 6 171.3, 159.0, 154.9, 136.4, 131.7, 129.4, 126.04,
126.01, 116.8, 115.5, 110.5, 46.6. HRMS (ESI +): calculado para Ci7H;sNsO." [M+H]" =
324.1455 m/z, encontrado [M+H]" = 324.1464 m/z, erro = 2.77 ppm.
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(4-hidroxifenil)(4-(5-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)metanona (61)

Seguindo o Procedimento geral B, em 24 h a partir de 4cido 4-hidroxibenzoico (29.0 mg, 0.210
mmol, 1.5 eq) e 52 (30 mg, 0.140 mmol), usando uma mistura de EtOAc/Hex (95:5) para a

coluna cromatografica.

61: solido amarelado, 19.7 mg, 42%. RMN de 'H (400 MHz, CDCIl3) 6 8.60 (s, 1H), 7.91 (dd,
J=28.3,1.4Hgz 1H), 7.71 (dd, J= 8.3, 1.4 Hz, 1H), 7.61 (ddd, J= 8.3, 7.0, 1.4 Hz, 1H), 7.44
(ddd, J= 8.3, 7.0, 1.4 Hz, 1H), 7.36 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.84 (br. s,
8H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) § 171.1, 158.0, 152.2, 141.6, 137.2, 135.7, 130.5, 129.5,
128.8, 127.1, 126.8, 125.5, 115.6, 45.1. HRMS (ESI +): calculado para Ci19H9N4O>" [M+H]"
=335.1502 m/z, encontrado [M+H]" = 335.1502 m/z, erro = 0.00 ppm.

(4-hidroxifenil)(piperazin-1-il)metanona (62)

56 (80 mg, 0.261 mmol) foi solubilizado em uma mistura de DCM/MeOH (1:1) (2 mL), e a
solucdo foi resfriada a 0 °C. HCI (2.61 mmol, 10 eq, solugdo 2 M em EtOAc) foi acrescentado
a 0 °C, e a reagdo foi agitada por 24 h a temperatura ambiente. Os volateis foram evaporados
sob pressao reduzida, e o solido resultante foi secado sob vacuo para render o composto

almejado.

62: solido bege, 65.5 mg, 100% (cloridrato). RMN de 'H (400 MHz, CD3OD) 6 7.37 (d, J =
8.5 Hz, 2H), 6.87 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.87 (m, 4H), 3.56 (s, 1H), 3.30 — 3.24 (m, 4H). RMN
de *C (101 MHz, CD30OD) & 173.1, 161.3, 130.6, 125.8, 116.4, 44.5, 41.7. HRMS (ESI +):
calculado para C11HisN2O2" [M+H]" =207.1128 m/z, encontrado [M+H]" = 207.1124 m/z, erro
=1.93 ppm.

(4-(2-cloropirimidin-4-il)piperazin-1-il)(4-hidroxifenil)metanona (63)

2,4-dicloropirimidina (14.0 mg, 0.094 mmol) foi solubilizada em iPrOH (0.5 mL), 62 (25 mg,
0.103 mmol, 1.1 eq) e Na2COs3 (14.9 mg, 0.141 mmol, 1.5 eq) foram acrescentados, e a reagdo
foi agitada por 41 h a temperatura ambiente. O solvente foi evaporado sob pressao reduzida, e
agua destilada fria (20 mL) foi adicionada. O precipitado formado foi filtrado, lavado com agua

destilada fria e secado sob vacuo para render o composto almejado.

63: slido bege, 23.6 mg, 79%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dq) 5 8.10 (d, J = 6.1 Hz, 1H),
7.30 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.82 (m, 3H), 3.82 — 3.41 (m, 8H). RMN de 3C (101 MHz, DMSO-
ds) & 169.5, 162.4, 159.5, 159.0, 157.5, 129.3, 125.6, 114.9, 102.4, 43.4. HRMS (ESI +):
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calculado para CisHi6CINsO2" [M+H]" = 319.0956 m/z, encontrado [M+H]" = 319.0957 m/z,
erro = 0.31 ppm.

(4-hidroxifenil)(4-(pirimidin-4-il)piperazin-1-il)metanona (64)

63 (18.8 mg, 0.059 mmol) foi solubilizado em uma mistura de EtOAc/MeOH (1:1) (3 mL), e
Pd/C (4 mg, 20% (m/m)) e EtsN (7.2 mg, 0.071 mmol, 1.2 eq) foram acrescentados. H> foi
borbulhado no meio reacional, ¢ a reacdo foi agitada por 90 h a temperatura ambiente sob
atmosfera de Hz. A mistura reacional foi filtrada em Celite®, o filtro de Celite® foi lavado com
uma mistura de DCM/MeOH (1:1), e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O residuo
foi purificado por coluna cromatografica (DCM/MeOH (92:8)) para render o composto

almejado.

64: solido branco, 7.0 mg, 42%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.52 (s, 1H), 8.15 (d, J =
6.2 Hz, 1H), 7.28 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 6.81 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.51 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 3.67
(s, 8H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 6 171.6, 161.4, 159.2, 158.0, 155.3, 129.4, 125.6,
115.4, 103.2, 43.7. HRMS (ESI +): calculado para CisH7NsO2" [M+H]" = 285.1346 m/z,
encontrado [M+H]" = 285.1336 m/z, erro = 3.51 ppm.

VI) 1. 10. Sintese do derivado diamida 67
Tert-butil-4-(5-cloropirazin-2-carbonil)piperazin-1-carboxilato (65)

Seguindo o Procedimento geral B, em 44 h a partir de dcido 5-cloropirazin-2-carboxilico (183.9
mg, 1.16 mmol, 1.2 eq) e 47 (180 mg, 0.966 mmol). O precipitado foi filtrado, lavado com agua
destilada fria e secado sob vacuo para render o composto almejado sem necessidade de

purificagdo adicional.

65: solido branco, 204.8 mg, 45%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.79 (d, J = 1.2 Hz, 1H),
8.54 (d, J=1.2 Hz, 1H), 3.77 (m, 2H), 3.63 (m, 2H), 3.60 — 3.54 (m, 2H), 3.50 (m, 2H), 1.48
(s, 9H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 5 164.4, 154.6, 150.4, 146.9, 145.7, 142.3, 80.6, 47.2,
42.8,28.5.

Tert-butil-4-(pirazin-2-carbonil)piperazin-1-carboxilato (66)

65 (50 mg, 0.153 mmol) foi solubilizado em uma mistura de EtOAc/MeOH (1:1) (3 mL), Pd/C
(5 mg, 10% (m/m)) e EtsN (18.6 mg, 0.184 mmol, 1.2 eq) foram acrescentados, e a reagdo foi
agitada sob borbulhamento de H> por 1 h a temperatura ambiente sob atmosfera de Ho. A

mistura reacional foi filtrada em Celite®, o filtro de Celite® foi lavado com uma mistura de
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DCM/MeOH (9:1), e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida. O residuo foi purificado

por coluna cromatografica (DCM/MeOH (95:5)) para render o composto almejado.

66: solido amarelo, 38.8 mg, 87%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.97 (d, J= 1.5 Hz, 1H),
8.65 (d, J=2.5 Hz, 1H), 8.54 (dd, J = 2.5, 1.5 Hz, 1H), 3.91 — 3.71 (m, 2H), 3.67 — 3.60 (m,
2H), 3.60 — 3.53 (m, 2H), 3.53 — 3.46 (m, 2H), 1.48 (s, 9H). RMN de *C (101 MHz, CDCl5)
0 165.4,154.7, 149.1, 146.0, 145.6, 142.6, 80.5, 47.1, 42.6, 28.5.

(4-(4-metoxibenzoil)piperazin-1-il)(pirazin-2-il)metanona (67)

66 (36.8 mg, 0.126 mmol) foi solubilizado em uma mistura de DCM/MeOH (1:1) (1 mL), e a
solucdo foi resfriada a 0 °C. HCl (1.26 mmol, 10 eq, solu¢do 2 M em EtOAc) foi acrescentado
a 0 °C, e a reagdo foi agitada por 24 h a temperatura ambiente. Os volateis foram evaporados
sob pressdo reduzida, ¢ o sélido resultante foi secado sob vacuo para render a amina
desprotegida na forma de cloridrato (solido amarelo, 26.5 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-ds) 6 9.59 (s, 1H), 9.33 (s, 1H), 8.92 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.69 (s, 1H), 3.89 (s, 2H),
3.74 (s, 2H), 3.21 (s, 2H), 3.13 (s, 2H).).

Depois, seguindo o Procedimento geral B, em 86 h a partir de acido 4-metoxibenzoico (20.7
mg, 0.136 mmol, 1.2 eq) e da amina desprotegida da etapa anterior (25.9 mg, 0.113 mmol),

usando uma mistura de DCM/MeOH (95:5) para a coluna cromatogréafica.

67: solido amarelado, 7.5 mg, 20%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 9.00 (d, J= 1.5 Hz, 1H),
8.66 (d, /J=2.5Hz, 1H), 8.61 — 8.50 (m, 1H), 7.41 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 6.93 (d, /= 8.8 Hz, 2H),
3.95 - 3.66 (m, 11H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 6 170.8, 165.4, 161.3, 148.9, 146.2,
145.8, 142.5, 129.4, 127.2, 114.0, 55.5, 47.4, 42.9. HRMS (ESI +): calculado para
Ci7H1sN4OsNa" [M+Na]" = 349.1271 m/z, encontrado [M+Na]" = 349.1259 m/z, erro = 3.44

ppm.
VI) 1. 11. Sintese das pirazinas com substituintes carboxilicos 70 — 75
5-cloropirazin-2-carboxilato de propila (68)

Acido 5-cloropirazin-2-carboxilico (300 mg, 1.89 mmol) foi solubilizado em SOCI, (6.3 mL)
com 3 gotas de DMF anidro, e a solucdo foi agitada por 2 h a 80 °C. Os volateis foram
evaporados sob pressao reduzida, o residuo foi solubilizado em PrOH (6.3 mL), e a reagdo foi
agitada por mais 2 h a 50 °C. PrOH foi evaporado sob pressao reduzida, e o residuo foi

dissolvido em 4gua destilada fria (30 mL). A fase aquosa foi extraida com EtOAc (3 x 15 mL),
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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.

68: liquido oleoso amarelo, 373.3 mg, 98%. RMN de 'H (400 MHz, Acetona-ds) 5 9.03 (d, J
= 1.3 Hz, 1H), 8.82 (d, /= 1.3 Hz, 1H), 4.36 (t, /= 6.6 Hz, 2H), 1.91 — 1.72 (m, 2H), 1.03 (t, J
=7.4 Hz, 3H).

5-(piperazin-1-il)pirazin-2-carboxilato de propila (69)

Seguindo o Procedimento geral A, em 96 h a 110 °C a partir de 68 (340 mg, 1.69 mmol) e
piperazina (582.3 mg, 6.76 mmol, 4 eq) em DMF.

69: 6leo amarelo, 363.2 mg, 86%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.78 (d, J = 1.4 Hz, 1H),
8.14 (d,J=1.4 Hz, 1H), 4.32 (t,J= 6.8 Hz, 2H), 3.79 — 3.54 (m, 4H), 3.09 — 2.94 (m, 4H), 1.94
— 1.75 (sextupleto, J = 7.4 Hz, 2H), 1.72 (s, 1H), 1.00 (t, J = 7.4 Hz, 3H). RMN de 13C (101
MHz, CDCIl3) 6 164.9, 155.2, 145.3, 131.2, 129.6, 66.8, 45.9, 45.5, 22.2, 10.5.

5-(4-(4-hidroxobenzoil)piperazin-1-il)pirazin-2-carboxilato de propila (70)

Seguindo o Procedimento geral B, em 72 h a partir de acido 4-hidroxibenzoico (238.9 mg, 1.73
mmol, 1.2 eq) e 69 (360 mg, 1.44 mmol), usando uma mistura de DCM/MeOH (98:2) para a

coluna cromatografica.

70: s6lido branco, 192.8 mg, 36%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d;) 5 9.87 (s, 1H), 8.67 (d,
J=1.1 Hz, 1H), 8.38 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H),
4.20 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.80 (s, 4H), 3.63 (s, 4H), 1.79 — 1.63 (sextupleto, J = 7.3 Hz, 2H),
0.95 (t,J=7.3 Hz, 3H). RMN de *C (101 MHz, DMSO-d;) 5 169.53, 164.04, 158.88, 154.57,
144.30, 130.52, 130.31, 129.34, 125.75, 114.91, 65.75, 43.65, 21.62, 10.27. HRMS (ESI +):
calculado para C19H22N4OsNa* [M+Na]" =393.1533 m/z, encontrado [M+Na]"=393.1521 m/z,
erro = 3.05 ppm.

Acido 5-(4-(4-hidroxobenzoil)piperazin-1-il)pirazin-2-carboxilico (71)

70 (185.2 mg, 0.500 mmol) foi solubilizado em MeOH/THF (1:1) (4 mL), e NaOH (solugdo
aquosa 2 M) (3.75 mL, 7.5 mmol, 15 eq) foi acrescentado. A reagdo foi agitada por 4 h a
temperatura ambiente, ¢ MeOH e THF foram evaporados sob pressao reduzida. A mistura
resultante foi resfriada a 0 °C, e HCI1 (2 M) foi acrescentado gota-a-gota a 0 °C até pH ~ 2. O
precipitado formado foi filtrado, lavado com agua destilada fria e secado sob vacuo para render

o composto almejado.
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71: s6lido amarelado, 165.8 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 12.69 (s, 1H),
9.88 (s, 1H), 8.66 (d, J= 1.3 Hz, 1H), 8.36 (d, /= 1.3 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.82
(d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.79 (s, 4H), 3.62 (s, 4H). RMN de *C (101 MHz, DMSO-ds) 5 169.5,
165.4, 158.8, 154.5, 144.3, 130.9, 130.2, 129.3, 125.7, 114.9, 43.6. HRMS (ESI +): calculado
para C16H17N4O4" [M+H]" = 329.1244 m/z, encontrado [M+H]" = 329.1238 m/z, erro = 1.82

ppm.
(5-(4-(4-hidroxobenzoil)piperazin-1-il)pirazin-2-il)(morfolino)metanona (72)

Seguindo o Procedimento geral B, em 24 h a partir de 71 (20 mg, 0.061 mmol) e morfolina (5.3
mg, 0.061 mmol, 1 eq). A isolagdo do composto almejado ndo necessitou nenhuma purificacao

adicional apos a extragdo da fase aquosa.

72: pasta amarela, 14.1 mg, 58%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.58 (d, J = 1.4 Hz, 1H),
8.01 (d, /= 1.4 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.83 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.77 (m, 16H).
RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) & 171.4, 166.1, 158.9, 154.2, 144.7, 136.9, 129.5, 127.3,
126.1,115.7, 67.1, 44.4. HRMS (ESI +): calculado para C20H23NsO4Na" [M+Na]" = 420.1642
m/z, encontrado [M+Na]" = 420.1630 m/z, erro = 2.86 ppm.

N-(2-(dimetilamino)etil)-5-(4-(4-hidroxobenzoil)piperazin-1-il)pirazin-2-carboxamida

(73)

Seguindo o Procedimento geral B, em 65 h a partir de 71 (20 mg, 0.061 mmol) e (NN -
dimetil)etan-1,2-diamina (10.8 mg, 0.122 mmol, 2 eq). O precipitado foi filtrado, lavado com
agua destilada fria e secado sob vacuo para render o composto almejado sem necessidade de

purificacdo adicional.

73: solido branco, 3.2 mg, 13%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.92 (d, J = 4.6 Hz, 1H),
8.47 (d, J=3.5 Hz, 1H), 8.21 (d, /= 7.0 Hz, 1H), 8.01 (d, J= 6.8 Hz, 1H), 7.50 (dd, J = 8.1,
5.6 Hz, 1H), 7.30 (d, /= 8.5 Hz, 2H), 6.83 (d, /= 8.5 Hz, 1H), 3.79 (m, 8H), 2.41 (s, 2H), 2.25
(m, 2H), 1.21 (s, 6H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) 6 171.5, 170.2, 162.9, 159.3, 155.2,
146.3, 129.8, 129.5, 128.8, 125.5, 122.2, 115.5, 45.0, 44.3, 44.2, 26.7.

N-ciclopropil-5-(4-(4-hidroxobenzoil)piperazin-1-il)pirazin-2-carboxamida (74)

Seguindo o Procedimento geral B, em 48 h a partir de 71 (20 mg, 0.061 mmol) e
ciclopropilamina (3.5 mg, 0.061 mmol, 1 eq). A isolacdo do composto almejado ndo necessitou

nenhuma purifica¢do adicional apds a extragao da fase aquosa.
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74: 6leo laranja, 12.0 mg, 54%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3)  8.86 (d, J = 1.4 Hz, 1H),
7.95 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.33 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.87 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.75
(s, 8H), 2.96 — 2.87 (m, 1H), 0.86 (m, 2H), 0.72 — 0.53 (m, 2H). RMN de 3C (101 MHz,
CDClI3) 6 171.2, 165.6, 158.7, 155.5, 142.5, 133.8, 129.5, 127.7, 126.4, 115.7, 44.5, 22.5, 6.7.
HRMS (ESI +): calculado para C19H2NsOs™ [M+H]" = 368.1717 m/z, encontrado [M+H]" =
368.1718 m/z, erro = 0.27 ppm.

5-(4-(4-hidroxobenzoil)piperazin-1-il)-V,N-dimetilpirazin-2-carboxamida (75)

Seguindo o Procedimento geral B, em 21 h a partir de 71 (20 mg, 0.061 mmol) e cloridrato de
N,N-dimetilamina (24.9 mg, 0.305 mmol, 5 eq). A isolagdo do composto almejado nao

necessitou nenhuma purificagao adicional apos a extragao da fase aquosa.

75: 6leo amarelo, 3.5 mg, 16%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3)  8.55 (d, J = 1.3 Hz, 1H),
8.03 (d,J=1.3 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.75 (m, 8H), 3.17
(m, 6H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) d 171.2, 167.6, 158.4, 154.2, 144.1, 137.9, 129.5,
127.4, 126.6, 115.6, 44.5, 19.3. HRMS (ESI +): calculado para CisH2NsO3" [M+H]" =
356.1717 m/z, encontrado [M+H]" = 356.1727 m/z, erro = 2.80 ppm.

VI) 1. 12. Sintese dos derivados com modificacées no linker 79 — 81
1-(pirazin-2-il)-1,4-diazepano (76)

Seguindo o Procedimento geral A, em 24 h a 80 °C a partir de 2-cloropirazina (50 mg, 0.437
mmol) e 1,4-diazepano (131.3 mg, 1.31 mmol, 3 eq) em PrOH.

76: sélido amarelado, 54.1 mg, 69%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.12 — 7.91 (m, 2H),
7.75 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 3.79 — 3.69 (m, 4H), 3.08 — 2.98 (m, 2H), 2.94 — 2.80 (m, 2H), 1.90
(quintuplet, J = 6.0 Hz, 2H), 1.82 (s, 1H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) & 154.1, 142.0,
131.6, 129.9, 50.0, 48.8, 48.4, 46.4, 29.6.

N,N’-dimetil-NV-(pirazin-2-il)etan-1,2-diamina (77)

Seguindo o Procedimento geral A, em 24 h a 80 °C a partir de 2-cloropirazina (50 mg, 0.437
mmol) e (V,N’-dimetil)etan-1,2-diamina (115.6 mg, 1.31 mmol, 3 eq) em PrOH.

77: 6leo amarelo, 24.4 mg, 34%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.11 — 7.94 (m, 2H), 7.77
(d, J=2.6 Hz, 1H), 3.68 (t,J= 6.5 Hz, 2H), 3.10 (s, 3H), 2.82 (t, J= 6.5 Hz, 2H), 2.45 (s, 3H).
RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 154.7, 141.8, 131.8, 130.0, 49.7 , 49.5, 36.6, 36.4.
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N-(pirazin-2-il)etan-1,2-diamina (78)

Seguindo o Procedimento geral A, em 48 h a 80 °C a partir de 2-cloropirazina (50 mg, 0.437
mmol) e etan-1,2-diamina (78.8 mg, 1.31 mmol, 3 eq) em PrOH.

78: 6leo amarelo, 54.4 mg, 90%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 7.89 — 7.86 (m, 2H), 7.66
(m, 1H), 3.48 (t,J=15.7 Hz, 2H), 3.19 (s, 3H), 2.97 (t,J= 5.7 Hz, 2H). RMN de 3C (101 MHz,
CDCI3) 6 154.9, 141.5, 133.6, 131.8, 41.1, 40.1.

(4-hidroxifenil)(4-(pirazin-2-il)-1,4-diazepan-1-il)metanona (79)

Seguindo o Procedimento geral B, em 20 h a partir de 4cido 4-hidroxibenzoico (18.5 mg, 0.134
mmol, 1.2 eq) e 76 (20 mg, 0.112 mmol), usando uma mistura de EtOAc/MeOH (98:2) para a

coluna cromatografica.

79: sélido branco, 23.6 mg, 72%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 9.72 (s, 1H), 8.15 (m,
1H), 8.06 — 7.89 (m, 1H), 7.77 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.01 — 6.60 (m, 4H), 3.88 — 3.38 (m, 8H),
1.79 (m, 2H). RMN de 13C (101 MHz, DMSO-ds)  170.5, 158.1, 153.0, 141.6, 131.4, 131.3,
130.2, 128.1, 127.0, 115.0, 114.6, 47.2, 46.0, 22.0. HRMS (ESI +): calculado para
Ci6H19N4O2" [M+H]" = 299.1502 m/z, encontrado [M+H]" = 299.1505 m/z, erro = 1.00 ppm.
(Deslocamentos e multiplicidades inusuais e/ou inesperados observados podem ser explicados

por efeitos anisotropicos e/ou conformacionais provenientes do linker 1,4-diazepano).
4-hidroxi-N-metil-V-(2-(metil(pirazin-2-il)Jamino)etil)benzamida (80)

Seguindo o Procedimento geral B, em 22 h a partir de acido 4-hidroxibenzoico (22.7 mg, 0.164
mmol, 1.2 eq) e 77 (22.7 mg, 0.137 mmol), usando uma mistura de EtOAc/MeOH (95:5) para

a coluna cromatogréafica.

80: 6leo branco translicido, 13.0 mg, 33%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) & 8.09 — 7.98 (m,
1H), 7.93 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.02 (s, 2H), 6.81 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.64 (d, J =
6.7 Hz, 2H), 3.82 (m, 4H), 3.33 — 2.79 (m, 6H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) § 169.6,
161.5, 158.4, 142.2, 132.4, 131.3, 128.8, 126.8, 115.5, 47.3, 36.7. HRMS (ESI +): calculado
para Ci1sH1oN4O," [M+H]" = 287.1502 m/z, encontrado [M+H]" = 287.1498 m/z, erro = 1.39
ppm. (Deslocamentos e multiplicidades inusuais e/ou inesperados observados podem ser
explicados por efeitos anisotropicos e/ou conformacionais provenientes da flexibilidade do

linker (N,N’-dimetil)etan-1,2-diamina).

4-hidroxi-N-(2-(pirazin-2-il)amino)etil)benzamida (81)
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Seguindo o Procedimento geral B, em 40 h a partir de 4cido 4-hidroxibenzoico (24.0 mg, 0.174
mmol, 1.2 eq) e 78 (20 mg, 0.145 mmol), usando uma mistura de EtOAc/MeOH (92:8) para a

coluna cromatografica.

81: 6leo branco translucido, 11.1 mg, 30%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 7.94 — 7.78 (m,
2H), 7.65 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.77 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.63 — 3.40
(m, 4H), 3.00 (br. s, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 168.8, 160.3, 155.1, 141.3, 133.5,
132.1, 131.6, 128.9, 125.1, 115.3, 41.1, 40.3. HRMS (ESI +): calculado para Ci3H;sN4O>"
[M+H]" = 259.1189 m/z, encontrado [M+H]" =259.1194 m/z, erro = 1.92 ppm.

VI) 1. 13. Sintese dos derivados hibridos 82 — 93
(4-metoxifenil)(4-(5-(trifluorometil)piridina-2-il)piperazin-1-il)metanona (82)

Seguindo o Procedimento geral B, em 16 h a partir de 4cido 4-metoxibenzoico (13.1 mg, 0.086
mmol, 1 eq) e 49 (20 mg, 0.086 mmol). O precipitado foi filtrado, lavado com agua destilada
fria e secado sob vacuo para render o composto almejado sem necessidade de purificagdo

adicional.

82: solido branco, 22.3 mg, 71%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.41 (s, 1H), 7.67 (dd, J =
8.9, 2.0 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.94 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.66 (d, J = 8.9 Hz, 1H),
3.85 (s, 3H), 3.72 (m, 8H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) 6 170.8, 161.2, 160.3, 145.9 (q, J
=43 Hz), 134.8 (q,J=3.2 Hz), 129.4, 127.5, 124.6 (q, /= 270.6 Hz), 116.1 (q, J=33.0 Hz),
114.0, 105.9, 55.5, 45.0. HRMS (ESI +): calculado para CigHisF3N3O:Na" [M+Na]" =
388.1243 m/z, encontrado [M+Na]" = 388.1243 m/z, erro = 0.00 ppm.

(6-aminopiridin-3-il)(4-(5-(trifluorometil)piridina-2-il)piperazin-1-il)metanona (83)

Seguindo o Procedimento geral B, em 12 h a partir de 4cido 6-aminonicotinico (11.9 mg, 0.086
mmol, 1 eq) e 49 (20 mg, 0.086 mmol). A isolacdo do composto almejado ndo necessitou

nenhuma purifica¢do adicional apds a extragdo da fase aquosa.

83: solido branco, 23.9 mg, 79%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.41 (dd, J= 1.5, 0.8 Hz,
1H), 8.23 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.67 (dd, J = 8.8, 2.2 Hz, 1H), 7.60 (dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H),
6.66 (d,J=8.8 Hz, 1H), 6.52 (dd, J=8.5, 0.8 Hz, 1H), 4.72 (s, 2H), 3.81 — 3.67 (m, 8H). RMN
de 3C (101 MHz, CDCl3) 6 169.1, 160.2, 159.5, 148.3, 145.9 (q, J= 4.3 Hz), 138.1, 134.9 (q,
J=3.1Hz), 124.6 (q, J = 258.0 Hz), 121.1, 116.1 (q, J = 33.4 Hz), 108.0, 105.9, 44.9. HRMS
(ESI +): calculado para CigHi7FsNsO" [M+H]" = 352.1379 m/z, encontrado [M+H]" =
352.1374 m/z, erro = 0.56 ppm.
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(6-cloropiridin-3-il)(4-(5-(trifluorometil)piridina-2-il)piperazin-1-il)metanona (84)

Seguindo o Procedimento geral B, em 21 h a partir de acido 6-cloronicotinico (20.5 mg, 0.130
mmol, 1 eq) e 49 (30 mg, 0.130 mmol), usando uma mistura de EtOAc/Hex (7:3) para a coluna

cromatografica.

84: solido branco, 21.8 mg, 45%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.50 (dd, J=2.4, 0.7 Hz,
1H), 8.42 (dd, J = 2.1, 0.8 Hz, 1H), 7.77 (dd, J = 8.2, 2.4 Hz, 1H), 7.69 (dd, J = 9.0, 2.1 Hz,
1H), 7.43 (dd, J=8.2,0.7 Hz, 1H), 6.67 (d, J=9.0 Hz, 1H), 3.73 (br. s, 8H). RMN de '*C (101
MHz, CDCI3) 8 167.1, 160.1, 153.2, 148.3, 145.9 (q, /= 4.3 Hz), 138.1, 135.0 (q, /= 3.2 Hz),
130.1, 124.6, 124.5 (q, J = 270.6 Hz), 116.5 (q, J = 33.0 Hz), 106.0, 44.9. HRMS (ESI +):
calculado para Ci16HisCIF3N4O" [M+H]" = 371.0881 m/z, encontrado [M+H]" = 371.0883 m/z,
erro = 0.53 ppm.

(6-(pirrolidin-1-il)piridin-3-il)(4-(5-(trifluorometil)piridina-2-il)piperazin-1-il)metanona
(85)

84 (15 mg, 0.040 mmol) foi solubilizado em DMF (0.5 mL), pirrolidina (4.3 mg, 0.060 mmol,
1.5 eq) e Na;COs (8.5 mg, 0.080 mmol, 2 eq) foram acrescentados, e a reagdo foi agitada por
24 h a 90 °C. Pirrolidina (4.3 mg, 0.060 mmol, 1.5 eq) adicional foi acrescentada, e a reacdo foi
agitada por mais 60 h a 90 °C. A mistura foi resfriada a temperatura ambiente, e 4gua destilada
fria (20 mL) foi adicionada a 0 °C. O precipitado formado foi filtrado, lavado com agua
destilada fria e purificado por coluna cromatografica (EtOAc/MeOH (92:8)) para render o

composto almejado.

85: solido branco, 13.4 mg, 83%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.41 (dd, J=1.3,0.7 Hz,
1H), 8.32 (dd, J = 2.2, 0.5 Hz, 1H), 7.66 (dd, J = 9.0, 2.2 Hz, 1H), 7.63 (dd, J = 8.5, 2.4 Hz,
1H), 6.66 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.80 — 3.75 (m, 4H), 3.73 — 3.69 (m,
4H), 3.54 — 3.46 (m, 4H), 2.08 — 2.00 (m, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) 5 169.9, 160.3,
157.8, 148.6, 145.9 (q,J = 4.2 Hz), 137.5, 134.8 (q, J = 3.2 Hz), 124.6 (q, J = 263.1 Hz), 117.6,
116.0 (q, J = 332 Hz), 106.0, 105.8, 47.0, 44.9, 25.6. HRMS (ESI +): calculado para
C20H23CIFsNsO™ [M+H]" = 406.1849 m/z, encontrado [M+H]" = 406.1849 m/z, erro = 0.00

(6-hidroxinaftalen-2-il)(4-(5-(trifluorometil)piridina-2-il)piperazin-1-il)metanona (86)

159



Seguindo o Procedimento geral B, em 12 h a partir de acido 6-hidroxi-2-naftoico (16.2 mg,
0.086 mmol, 1 eq) e 49 (20 mg, 0.086 mmol). A isolacdo do composto almejado ndo necessitou

nenhuma purificagdo adicional apods a extracao da fase aquosa.

86: solido branco, 33.0 mg, 96%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3)  8.42 (s, 1H), 7.85 (s, 1H),
7.75 = 7.61 (m, 3H), 7.44 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.13 (m, 2H), 6.67 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 3.73 (s,
8H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 171.2,160.3, 155.2, 145.9 (q, J= 4.2 Hz), 135.5, 134.9
(g, J = 3.2 Hz), 130.4, 130.1, 128.0, 127.4, 126.9, 127.9 — 122.8, 124.9, 119.2, 116.2 (q, J =
33.2 Hz), 109.7, 105.9, 45.0. HRMS (ESI +): calculado para C>1Hi9F3N3O0," [M+H]" =
402.1423 m/z, encontrado [M+H]" = 402.1423 m/z, erro = 0.00 ppm.

(5-cloro-2-metoxifenil)(4-(5-(trifluorometil)piridina-2-il)piperazin-1-il)metanona (87)

Seguindo o Procedimento geral B, em 24 h a partir de 4cido 5-cloro-2-metoxibenzoico (16.1
mg, 0.086 mmol, 1 eq) e 49 (20 mg, 0.086 mmol), usando uma mistura de EtOAc/Hex (1:1)

para a coluna cromatografica.

87: solido branco, 13.7 mg, 40%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.41 (s, 1H), 7.67 (dd, J =
9.0,2.4 Hz, 1H), 7.34 (dd, /= 8.8, 2.6 Hz, 1H), 7.26 (s, 1H), 6.87 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 6.66 (d,
J=9.0 Hz, 1H), 3.94 — 3.87 (m, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.73 (t, /= 5.3 Hz, 2H), 3.65 (t, J = 5.3 Hz,
2H), 3.37 (m, 2H). RMN de 13C (101 MHz, CDCl3) § 166.5, 160.2, 154.1, 145.9 (q, J = 4.1
Hz), 134.9 (q, J = 2.9 Hz), 130.5, 128.3, 127.0, 126.4, 116.1 (d, J = 33.2 Hz), 112.5, 105.9,
56.1, 46.4, 45.1, 44.8, 41.5. HRMS (ESI +): calculado para CisHi7CIF3N30:Na" [M+Na]" =
422.0853 m/z, encontrado [M+Na]" = 422.0865 m/z, erro = 2.84 ppm.

(5-cloro-2-hidroxifenil)(4-(5-(trifluorometil)piridina-2-il)piperazin-1-il)metanona (88)

Seguindo o Procedimento geral C, em 48 h a partir de 87 (26.1 mg, 0.065 mmol), usando uma
mistura de DCM/MeOH (98:2) para a coluna cromatografica.

88: solido branco, 9.7 mg, 39%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) § 9.51 (s, 1H), 8.43 (s, 1H),
7.69 (dd, J=9.0, 2.3 Hz, 1H), 7.32 (dd, J= 8.8, 2.5 Hz, 1H), 7.25 (m, 1H), 6.99 (d, /= 8.8 Hz,
1H), 6.67 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.86 (m, 4H), 3.77 (m, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) §
170.2, 160.1, 158.0, 146.0 (q, J = 4.3 Hz), 135.0 (q, J = 3.2 Hz), 133.1, 127.8, 124.5 (q, J =
267.4 Hz), 123.7,119.9, 117.7, 116.4 (q, J = 39.9 Hz), 105.9, 44.7. HRMS (ESI +): calculado
para C17H;5CIF3N30,Na* [M+Na]" = 408.0697 m/z, encontrado [M+Na]" = 408.0696 m/z, erro
=0.24 ppm.

(3,4-dimetoxifenil)(4-(5-(trifluorometil)piridina-2-il)piperazin-1-il)metanona (89)
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Seguindo o Procedimento geral B, em 14 h a partir de acido 3,4-dimetoxibenzoico (15.7 mg,
0.086 mmol, 1 eq) ¢ 49 (20 mg, 0.086 mmol). O precipitado foi filtrado, lavado com agua
destilada fria e secado sob vacuo para render o composto almejado sem necessidade de

purificagdo adicional.

89: solido branco, 26.9 mg, 79%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.41 (s, 1H), 7.67 (dd, J =
9.0, 1.8 Hz, 1H), 7.03 (m, 2H), 6.89 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 6.66 (d, J=9.0 Hz, 1H), 3.92 (s, 3H),
3.91 (s, 3H), 3.73 (m, 8H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 5 170.7, 160.3, 150.8, 149.3, 145.9
(q,J=4.3 Hz), 134.8 (q,/=3.2 Hz), 127.7, 124.6 (q, J = 270.4 Hz), 120.4, 116.1 (q, J=33.3
Hz), 111.2, 110.7, 105.9, 56.2, 56.1, 45.0. HRMS (ESI +): calculado para Ci9H20F3N303Na*
[M+Na]" = 418.1349 m/z, encontrado [M+Na]" = 418.1349 m/z, erro = 0.00 ppm.

(3,4-dihidroxifenil)(4-(5-(trifluorometil)piridina-2-il)piperazin-1-il)metanona (90)

Seguindo o Procedimento geral C, em 13 h a partir de 89 (20 mg, 0.051 mmol), usando uma

mistura de DCM/MeOH (95:5) para a coluna cromatografica.

90: sélido branco, 6.2 mg, 33%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.42 (s, 1H), 7.68 (dd, J =
9.0, 2.2 Hz, 1H), 7.00 (s, 1H), 6.80 (s, 2H), 6.66 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.82 (m, 8H). RMN de
13C (101 MHz, CDCl3) § 171.6, 160.2, 147.0, 145.9 (q, J = 4.1 Hz), 144.4, 134.9 (q, J = 3.1
Hz), 127.2 (d, J = 270.7 Hz), 126.4, 120.0, 1163 (q, J = 34.1 Hz), 115.4, 114.9, 106.0, 44.9,
HRMS (ESI +): calculado para Ci7Hi6F3N303Na” [M+Na]" = 390.1036 m/z, encontrado
[M+Na]" = 390.1036 m/z, erro = 0.00 ppm.

(2,3-dimetoxifenil)(4-(5-(trifluorometil)piridina-2-il)piperazin-1-il)metanona (91)

Seguindo o Procedimento geral B, em 16 h a partir de 4cido 2,3-dimetoxibenzoico (15.7 mg,
0.086 mmol, 1 eq) e 49 (20 mg, 0.086 mmol). A isolagdo do composto almejado ndo necessitou

nenhuma purificacao adicional apos a extracao da fase aquosa.

91: sélido branco translicido, 29.6 mg, 87%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) § 8.40 (s, 1H),
7.65 (dd, J=9.0,2.2 Hz, 1H), 7.12 (t,J= 7.9 Hz, 1H), 6.97 (d,J= 7.9 Hz, 1H), 6.86 (d,J=7.9
Hz, 1H), 6.63 (d, J=9.0 Hz, 1H), 4.06 (m, 2H), 3.90 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 3.73 — 3.58 (m, 4H),
3.49 —3.31 (m, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCI3) 6 167.8, 160.3, 152.8, 1459 (q, J=4.3
Hz), 145.2, 135.0 — 134.6 (m), 131.0, 125.1, 124.6 (q, J=270.8 Hz), 119.4, 115.9 (d, /= 33.1
Hz), 113.3, 105.8, 61.7, 56.0, 46.6, 45.3, 44.7, 41.5. HRMS (ESI +): calculado para
CioH21F3N303" [M+H]" = 396.1529 m/z, encontrado [M+H]" = 396.1529 m/z, erro = 0.00 ppm.

(2,3-dihidroxifenil)(4-(5-(trifluorometil)piridina-2-il)piperazin-1-il)metanona (92)
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Seguindo o Procedimento geral C, em 15 h a partir de 91 (25.8 mg, 0.065 mmol), usando um
gradiente de DCM/MeOH (98:2) até (95:5) para a coluna cromatografica.

92: solido bege, 5.8 mg, 24%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 9.92 (s, 1H), 8.43 (s, 1H),
7.69 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 6.92 — 6.76 (m, 2H), 6.67 (d, J = 8.9
Hz, 1H), 5.73 (s, 1H), 3.96 — 3.85 (m, 4H), 3.76 (m, 4H). RMN de '3C (101 MHz, CDCl3) §
171.3, 160.1, 146.9, 146.2, 145.9 (q, J = 4.6 Hz), 134.9 (q, J = 3.3 Hz), 119.3, 119.2, 117.8,
116.6, 105.8, 44.8. HRMS (ESI +): calculado para Ci17Hi6F3N303Na" [M+Na]" = 390.1036
m/z, encontrado [M+Na]" = 390.1046 m/z, erro = 2.56 ppm.

(4-(2-(dimetilamino)etoxi)fenil)(4-(pirazin-2-il)piperazin-1-il)metanona (93)

6 (20 mg, 0.070 mmol) foi solubilizado em DMF (0.2 mL), cloridrato de 2-cloro-N,N-
dimetiletan-1,2-amina (20.2 mg, 0.140 mmol, 2 eq), KI (23.2 mg, 0.140 mmol, 2 eq) ¢ '‘BuONa
(26.9 mg, 0.280 mmol, 4 eq) foram acrescentados, e a rea¢do foi agitada por 24 h a 120 °C.
Cloridrato de 2-cloro-N,N-dimetiletan-1,2-amina (20.2 mg, 0.140 mmol, 2 eq), KI (23.2 mg,
0.140 mmol, 2 eq) e '‘BuONa (6.7 mg, 0.070 mmol, 1 eq) adicionais foram acrescentados, € a
reagdo foi agitada por mais 96 h a 120 °C. A mistura foi resfriada a temperatura ambiente, e
agua destilada fria (20 mL) foi adicionada a 0 °C. A fase aquosa foi extraida com DCM (3 x 10
mL), e as fases organicas foram juntadas, secadas sob Na,SO4 anidro, filtradas, e o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatografica (gradiente

de DCM/MeOH (9:1) até (8:2)) para render o composto almejado.

93: solido branco, 7.2 mg, 29%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3)  8.16 (d, J = 1.5 Hz, 1H),
8.08 (dd, /=2.5, 1.5 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.95 (d, J =
8.8 Hz, 2H), 4.17 (t, J=5.6 Hz, 2H), 3.70 (m, 8H), 2.86 (t, /= 5.6 Hz, 2H), 2.43 (s, 6H). RMN
de3C (101 MHz, CDCl3) 5 170.7, 160.2, 154.9, 141.9, 133.9, 131.3, 129.4, 127.8, 114.6, 65.9,
58.1, 45.7, 44.8. HRMS (ESI +): calculado para CioH2¢NsO," [M+H]" = 356.2081 m/z,
encontrado [M+H]" = 356.2080 m/z, erro = 0.22 ppm.

VI) 1. 14. Sintese do hit 2 e dos derivados com modificacdes no lado direito 94 —
108

N-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)-1 H-imidazol-1-carboxamida (107)

CDI (111.1 mg, 0.685 mmol, 1.1 eq) foi solubilizado em DCM (2.75 mL), cloridrato de 2-(4-
feniltiazol-2-il)etan-1-amina (150 mg, 0.623 mmol) e Et3N (63.0 mg, 0.623 mmol, 1 eq) foram

cuidadosamente acrescentados em pequenas por¢des a 0 °C, e a reacdo foi agitada por 16 h a
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temperatura ambiente. A solucdo foi entdo diluida com DCM (20 mL) e lavada com agua
destilada e uma solugdo saturada de NaCl (3 x 10 mL). A fase organica foi secada sob Na;SO4
anidro, filtrada, e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida para render o composto

almejado.

107: solido branco, 162.5 mg, 87%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.12 (s, 1H), 7.98 (s,
1H), 7.81 (dd, J= 8.3, 1.3 Hz, 2H), 7.45 — 7.28 (m, 5H), 7.01 (dd, J= 1.4, 0.8 Hz, 1H), 3.86 (q,
J=5.7 Hz, 2H), 3.31 (t, J = 5.7 Hz, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 6 167.7, 155.5,
149.0, 136.0, 134.1, 130.3, 129.0, 128.5, 126.3, 116.0, 112.6, 39.8, 32.1. HRMS (ESI +):
calculado para CisHisN4OS* [M+H]"=299.0961 m/z, encontrado [M+H]" =299.0961 m/z, erro
=0.00 ppm.

N-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)tiomorfolin-4-carboxamida (2)

Seguindo o Procedimento geral D, em 24 h a partir de 107 (15 mg, 0.051 mmol) e tiomorfolina
(5.8 mg, 0.056 mmol, 1.1 eq).

2: solido branco, 12.7 mg, 75%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7.85 (dd, J = 8.3, 1.2 Hz,
2H), 7.45 — 7.32 (m, 4H), 5.88 (s, 1H), 3.75 — 3.65 (m, 6H), 3.28 — 3.20 (t, J = 5.8 Hz, 2H),
2.58 — 2.53 (m, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCls) § 168.8, 157.1, 155.4, 134.4, 128.9,
128.4,126.3, 112.4, 46.7, 40.1, 33.0, 27.0. HRMS (ESI +): calculado para CisHi9N30S:Na*
[M+Na]" = 356.0861 m/z, encontrado [M+Na]" = 356.0861 m/z, erro = 0.00 ppm.

N-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)morfolin-4-carboxamida (94)

Seguindo o Procedimento geral D, em 18 h a partir de 107 (15 mg, 0.051 mmol) e morfolina
(6.7 mg, 0.077 mmol, 1.5 eq).

94: 6leo translicido, 14.0 mg, 86%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 7.85 (dd, J = 8.3, 1.3
Hz, 2H), 7.52 — 7.28 (m, 4H), 5.87 (s, 1H), 3.72 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 3.66 (t, J = 4.9 Hz, 4H),
3.37 (t, J= 4.9 Hz, 4H), 3.24 (t, J = 6.0 Hz, 2H). RMN de 13C (101 MHz, CDCIl3) § 168.7,
157.9, 155.4, 134.5, 128.9, 128.4, 126.3, 112.4, 66.6, 44.1, 40.0, 33.1. HRMS (ESI +):
calculado para Ci6Hi9N302SNa" [M+Na]" = 340.1090 m/z, encontrado [M+Na]* = 340.1090
m/z, erro = 0.00 ppm.

4-hidroxi-/V-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)piperidin-1-carboxamida (95)

Seguindo o Procedimento geral D, em 16 h a partir de 107 (22.7 mg, 0.076 mmol) e piperidin-
4-0l (8.5 mg, 0.084 mmol, 1.1 eq).
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95: solido branco, 17.5 mg, 69%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 5 7.89 — 7.82 (m, 2H), 7.45
—7.30 (m, 4H), 5.83 (s, 1H), 3.88 — 3.73 (m, 3H), 3.69 (q, J = 6.1 Hz, 2H), 3.23 (t, /= 6.1 Hz,
2H), 3.06 (ddd, J = 13.2, 9.5, 3.3 Hz, 2H), 1.89 — 1.81 (m, 2H), 1.68 (s, 1H), 1.53 — 1.42 (m,
2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCls) 6 168.8, 157.6, 155.3, 134.5, 128.9, 128.3, 126.3, 112.4,
67.7, 41.5, 40.1, 34.1, 33.2. HRMS (ESI +): calculado para Ci7H2/N302SNa" [M+Na]" =
354.1246 m/z, encontrado [M+Na]" = 354.1246 m/z, erro = 0.00 ppm.

N-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)pirrolidin-1-carboxamida (96)

Seguindo o Procedimento geral D, em 18 h a partir de 107 (15 mg, 0.051 mmol) e pirrolidina
(6.0 mg, 0.081 mmol, 1.6 eq).

96: solido branco, 13.0 mg, 85%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 7.91 — 7.84 (m, 2H), 7.50
—7.29 (m, 4H), 5.27 (s, 1H), 3.73 (g, J = 6.0 Hz, 2H), 3.34 (t, J = 6.6 Hz, 4H), 3.25 (t, J = 6.0
Hz, 2H), 1.92 — 1.83 (m, 4H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) § 168.8, 156.9, 155.3, 134.6,
128.9, 128.2, 126.3, 112.3, 45.6, 39.8, 33.8, 25.7. HRMS (ESI +): calculado para
Ci6H19N3OSNa” [M+Na]" = 324.1141 m/z, encontrado [M+Na]" = 324.1141 m/z, erro = 0.00

ppm.
4-metil-V-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)piperazin-1-carboxamida (97)

Seguindo o Procedimento geral D, em 16 h a partir de 107 (15 mg, 0.051 mmol) e N-
metilpiperazina (5.6 mg, 0.056 mmol, 1.1 eq).

97: s6lido branco, 13.7 mg, 81%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 5 7.86 (dd, J = 8.3, 1.3 Hz,
2H), 7.48 — 7.29 (m, 4H), 5.82 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 3.70 (q, J = 5.9 Hz, 2H), 3.41 (t, J = 5.0 Hz,
4H), 3.24 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.37 (t, J = 5.0 Hz, 4H), 2.29 (s, 3H). RMN de 1*C (101 MHz,
CDCl) 6 168.8, 157.7, 155.3, 134.5, 128.9, 128.3, 126.3, 112.4, 54.8, 46.2, 43.8, 40.0, 33.2.
HRMS (ESI +): calculado para C17H23N4OS* [M+H]" = 331.1587 m/z, encontrado [M+H]" =
331.1587 m/z, erro = 0.00 ppm.

4-fenil-V-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)piperazin-1-carboxamida (98)

Seguindo o Procedimento geral D, em 16 h a partir de 107 (15 mg, 0.051 mmol) e N-
fenilpiperazina (9.1 mg, 0.056 mmol, 1.1 eq).

98: solido branco, 12.3 mg, 61%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 7.91 — 7.85 (m, 2H), 7.49
—7.33 (m, 4H), 7.32 — 7.23 (m, 2H), 6.90 (d, /= 7.2 Hz, 3H), 5.90 (s, 1H), 3.74 (q, /= 5.2 Hz,
2H), 3.59 - 3.52 (m, 4H), 3.26 (t,J=5.2 Hz, 2H), 3.18 — 3.11 (m, 4H). RMN de *C (101 MHz,
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CDCl3) 6 168.8, 157.7, 155.4, 151.2, 134.5, 129.3, 128.9, 128.4, 126.3, 120.4, 116.6, 112.4,
49.3, 43.8, 40.0, 33.1. HRMS (ESI +): calculado para C22H24N4OSNa“ [M+Na]" = 415.1563
m/z, encontrado [M+Na]" = 415.1563 m/z, erro = 0.00 ppm.

N-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)-1,4-diazepan-1-carboxamida (99)

Seguindo o Procedimento geral D, em 16 h a partir de 107 (15 mg, 0.051 mmol) e 1,4-diazepano
(15.3 mg, 0.153 mmol, 3 eq).

99: 6leo branco, 11.7 mg, 69%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7.89 — 7.81 (m, 2H), 7.46 —
7.30 (m, 4H), 5.63 (s, 1H), 3.72 (q, J = 5.7 Hz, 2H), 3.50 — 3.47 (m, 4H), 3.25 (t, J = 5.7 Hz,
2H), 2.94 — 2.88 (m, 2H), 2.86 — 2.81 (m, 2H), 1.82 — 1.73 (m, 2H). RMN de '*C (101 MHz,
CDCI3) 6 168.9, 157.7, 155.4, 134.5, 128.9, 128.3, 126.3, 112.4, 49.8, 49.3, 48.4, 45.6 40.0,
33.4,30.6. HRMS (ESI +): calculado para C17H23N4OS" [M+H]" = 331.1587 m/z, encontrado
[M+H]" =331.1589 m/z, erro = 0.60 ppm.

1-metil-1-(2-(metilamino)etil)-3-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)ureia (100)

Seguindo o Procedimento geral D, em 16 h a partir de 107 (15 mg, 0.051 mmol) e N,N'-
dimetiletan-1,2-diamina (13.5 mg, 0.153 mmol, 3 eq).

100: 6leo branco, 12.6 mg, 78%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 7.90 — 7.85 (m, 2H), 7.44
—7.31 (m,4H), 6.31 (s, 1H), 3.69 (q, J = 5.9 Hz, 2H), 3.33 (t, /= 5.8 Hz, 2H), 3.25 (t, J=5.9
Hz, 2H), 2.90 (s, 3H), 2.70 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 2.33 (s, 3H). RMN de '3C (101 MHz, CDCl5)
0 168.9, 159.2, 155.3, 134.6, 128.9, 128.2, 126.4, 112.4, 50.6, 49.5, 40.2, 36.4, 35.0, 33.8.
HRMS (ESI +): calculado para Ci1sH23N4OS" [M+H]" = 319.1587 m/z, encontrado [M+H]" =
319.1584 m/z, erro = 0.94 ppm.

1,1-dimetil-3-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)ureia (101)

Seguindo o Procedimento geral D, em 15 h a partir de 107 (15 mg, 0.051 mmol) e cloreto de
N,N-dimetilamina (8.3 mg, 0.102 mmol, 2 eq).

101: solido branco, 11.1 mg, 79%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 7.87 (dd, J= 8.3, 1.3 Hz,
2H), 7.47 — 7.30 (m, 4H), 5.53 (s, 1H), 3.71 (q, J = 5.8 Hz, 2H), 3.24 (t, /= 5.8 Hz, 2H), 2.91
(s, 6H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 168.9, 158.6, 155.3, 134.6, 128.9, 128.2, 126.3,
112.4,40.1, 36.2, 33.6. HRMS (ESI +): calculado para C14H;7N30SNa" [M+Na]" = 298.0984
m/z, encontrado [M+Na]" = 298.0984 m/z, erro = 0.00 ppm.

1-ciclopropil-3-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)ureia (102)
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Seguindo o Procedimento geral D, em 24 h a partir de 107 (15 mg, 0.051 mmol) e
ciclopropilamina (5.8 mg, 0.102 mmol, 2 eq).

102: sélido branco, 11.8 mg, 81%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7.96 — 7.82 (m, 2H), 7.50
727 (m, 4H), 5.88 (s, 1H), 4.67 (s, 1H), 3.77 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 3.27 (t, J = 6.0 Hz, 2H),
2.47-2.24 (m, 1H), 0.67 — 0.56 (m, 2H), 0.53 — 0.41 (m, 2H). RMN de *C (101 MHz, CDCls)
0168.5,159.1, 155.4, 134.5, 128.8, 128.3, 126.4, 112.5, 39.3, 33.7, 22.5, 7.6. HRMS (ESI +):
calculado para C;sH;7N3OSNa™ [M+Na]" = 310.0984 m/z, encontrado [M+Na]" = 310.0984
m/z, erro = 0.00 ppm.

1-ciclopentil-3-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)ureia (103)

Seguindo o Procedimento geral D, em 16 h a partir de 107 (15 mg, 0.051 mmol) e
ciclopentilamina (6.6 mg, 0.077 mmol, 1.5 eq).

103: solido branco, 11.0 mg, 68%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7.94 — 7.81 (m, 2H), 7.47
727 (m, 4H), 5.20 (s, 1H), 4.31 (s, 1H), 3.89 (sextuplet, J= 6.3 Hz, 1H), 3.71 (q, J = 6.0 Hz,
2H), 3.23 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 1.92 (sextuplet, J = 6.3 Hz, 2H), 1.64 — 1.47 (m, 4H), 1.33
(sextuplet, J = 6.3 Hz, 2H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 168.6, 157.9, 155.4, 134.6,
128.9, 128.3, 126.4, 112.5, 52.5, 39.6, 33.8, 33.7, 23.7. HRMS (ESI +): calculado para
C17H2:1N30SNa* [M+Na]" = 338.1297 m/z, encontrado [M+Na]" = 338.1297 m/z, erro = 0.00

ppm.
1-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)-3-(tetrahidro-2 H-piran-4-il)ureia (104)

Seguindo o Procedimento geral D, em 24 h a partir de 107 (15 mg, 0.051 mmol) e tetrahidro-
2H-piran-4-amina (13.0 mg, 0.128 mmol, 2.5 eq).

104: solido amarelo, 10.0 mg, 59%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 7.87 (dd, J = 8.3, 1.3
Hz, 2H), 7.50 — 7.29 (m, 4H), 5.08 (s, 1H), 4.21 (d, /= 7.8 Hz, 1H), 3.97 — 3.81 (m, 2H), 3.71
(q,/=6.0 Hz, 3H), 3.41 (td, /= 11.8, 2.2 Hz, 2H), 3.23 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 1.87 (dd, J = 12.6,
2.0 Hz, 2H), 1.38 (ddd, J = 24.0, 11.3, 4.4 Hz, 2H). RMN de 13C (101 MHz, CDCl3) 5 168.5,
157.2, 155.4, 134.5, 128.9, 128.4, 126.5, 112.6, 66.9, 46.8, 39.6, 34.0, 33.8. HRMS (ESI +):
calculado para Ci7H21N302SNa" [M+Na]" = 354.1246 m/z, encontrado [M+Na]" = 354.1246
m/z, erro = 0.00 ppm.

1-ciclohexil-3-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)ureia (105)
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Seguindo o Procedimento geral D, em 16 h a partir de 107 (15 mg, 0.051 mmol) e
ciclohexilamina (7.6 mg, 0.077 mmol, 1.5 eq).

105: sélido branco, 11.2 mg, 67%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7.87 (d, J = 7.4 Hz, 2H),
7.38 (m, 4H), 5.10 (s, 1H), 4.25 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 3.69 (g, J = 6.0 Hz, 2H), 3.49 — 3.36 (m,
1H), 3.23 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 1.90 (m, 2H), 1.70 — 1.61 (m, 2H), 1.60 — 1.51 (m, 1H), 1.35 —
1.23 (m, 2H), 1.15 — 1.00 (m, 3H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 168.6, 157.4, 155.4,
134.6, 128.9, 128.3, 126.5, 112.5, 49.5, 39.6, 34.0, 33.9, 25.7, 25.0. HRMS (ESI +): calculado
para C1sH24N30S" [M+H]" = 330.1634 m/z, encontrado [M+H]" = 330.1643 m/z, erro = 2.72

ppm.
1-fenil-3-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)ureia (106)

Seguindo o Procedimento geral D, em 120 h a partir de 107 (15 mg, 0.051 mmol) e anilina (42.7
mg, 0.459 mmol, 9 eq). O residuo apos evaporagdo da fase organica necessitou ser purificado

por coluna cromatografica (DCM/MeOH (95:5)) para render o composto almejado.

106: solido amarelado, 9.0 mg, 55%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 7.80 — 7.74 (m, 2H),
7.42 —7.31 (m, 4H), 7.22 (d, J = 4.3 Hz, 4H), 7.04 (dt, J = 8.5, 4.3 Hz, 1H), 6.34 (s, 1H), 5.65
(s, 1H), 3.78 (q, J = 5.9 Hz, 1H), 3.27 (t, J = 5.9 Hz, 2H). RMN de 1*C (101 MHz, CDCL) §
168.4, 155.7, 155.4, 138.3, 134.4, 129.5, 128.9, 128.2, 126.5, 124.3, 121.8, 112.5, 39.5, 33.6.
HRMS (ESI +): calculado para CisHi7N3OSNa® [M+Na]" = 346.0984 m/z, encontrado
[M+Na]" = 346.0978 m/z, erro = 1.73 ppm.

N-(2-(4-feniltiazol-2-il)etil)ciclopentancarboxamida (108)

Acido ciclopentanéico (7.1 mg, 0.062 mmol, 1 eq), EDC (11.9 mg, 0.062 mmol, 1 eq) e HOBt
(0.8 mg, 0.006 mmol, 0.1 eq) foram solubilizados em DMF (0.310 mL), cloridrato de 2-(4-
feniltiazol-2-1l)etan-1-amina (15 mg, 0.062 mmol) e Et;N (6.3 mg, 0.062 mmol, 1 eq) foram
acrescentados, e a reagdo foi agitada por 24 h a temperatura ambiente. Agua destilada fria (20
mL) foi adicionada a 0 °C, e o precipitado formado foi filtrado, lavado com 4gua destilada fria

e secado sob vacuo para render o composto almejado.

108: solido amarelado, 13.2 mg, 71%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 7.91 — 7.85 (m, 2H),
7.47 —7.30 (m, 4H), 6.39 (s, 1H), 3.75 (q, /= 6.0 Hz, 2H), 3.27 — 3.20 (t, J= 6.0 Hz, 2H), 2.58
—2.47 (m, 1H), 1.90 — 1.67 (m, 8H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 176.4, 168.2, 155.4,
134.5,128.9, 128.3, 126.4, 112.4, 46.1, 38.6, 33.0, 30.5, 26.0. HRMS (ESI +): calculado para
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C17H20N20SNa” [M+Na]" = 323.1188 m/z, encontrado [M+Na]" = 323.1188 m/z, erro = 0.00
ppm.

VI) 1. 15. Sintese dos derivados com modificacdes no linker e no lado esquerdo 117

-120
2-bromo-1-feniletan-1-ona (109)

Acetofenona (5 g, 41.6 mmol) foi solubilizada em DCM (25 mL), N-bromosuccinimida (8.2 g,
45.8 mmol, 1.1 eq) e acido para-toluenesulfonico (716.3 mg, 4.16 mmol, 0.1 eq) foram
acrescentados, e a reacao foi agitada por 24 h a temperatura ambiente. A solucao foi entdo
diluida com DCM (20 mL) e lavada com agua destilada, solu¢do saturada de NaCl e solucgdo
saturada de KHCO3 (3 x 20 mL). A fase organica foi secada sob Na>SOs anidro, filtrada, ¢ o

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

109: cristais brancos/amarelos deliquescentes, 8.3 g, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) §
8.03 —7.95 (m, 2H), 7.64 — 7.58 (m, 1H), 7.54 — 7.46 (m, 2H), 4.46 (s, 2H). RMN de 3C (101
MHz, CDCl3) 6 191.4, 134.1, 134.0, 129.0, 129.0, 30.9.

4-feniltiazol-2-amina (110)

109 (8.3 g, 41.6 mmol) foi solubilizado em EtOH (35 mL), tioureia (3.9 g, 50.6 mmol, 1.2 eq)
foi acrescentada, e a reagdo foi agitada por 15 h a 70 °C. A mistura reacional foi resfriada a
temperatura ambiente, 4gua destilada fria (70 mL) foi adicionada a 0 °C, e o pH foi ajustado
até ~ 8 com uma solugdo saturada de KHCO3. O precipitado formado foi filtrado, lavado com

agua destilada fria e secado sob vacuo para render o composto almejado.

110: solido amarelo, 6.8 g, 93%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 7.80 — 7.73 (m, 2H), 7.38
(t, J=7.4 Hz, 2H), 7.29 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.72 (s, 1H), 5.18 (br. s, 2H). RMN de *C (101
MHz, CDCl3) 6 167.3, 151.2, 134.6, 128.7, 127.9, 126.1, 102.9.

(tert-butoxicarbonil)glicina (111)

Glicina (300 mg, 4.00 mmol) foi solubilizada em uma mistura de 1,4-dioxano/H>O (1:1) (8.8
mL) com NaOH (175.6 mg, 4.4 mmol, 1.1 eq), e a solugdo foi resfriada a 0 °C. (Boc)20 (960.3
mg, 4.4 mmol, 1.1 eq) foi acrescentado gota-a-gota a 0 °C, e a reagdo foi agitada por 24 h a
temperatura ambiente. 1,4-dioxano foi evaporado sob pressdo reduzida, e HCI (2 M) foi

adicionado gota-a-gota a 0 °C até pH ~ 2. A fase aquosa foi extraida com EtOAc (3 x 15 mL),
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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.

111: solido branco translucido, 619.5 mg, 88%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d;) 6 7.01 (4,
J=6.2Hz, 1H), 3.57 (d, /= 6.2 Hz, 2H), 1.38 (s, 9H).

Tert-butil-(2-oxo0-2-((4-feniltiazol-2-il)amino)etil)carbamato (112)

111 (99.5 mg, 0.568 mmol, 2 eq), HBTU (215.4 mg, 0.568 mmol, 2 eq) e EtsN (57.5 mg, 0.568
mmol, 2 eq) foram solubilizados em DMF (1 mL) e agitados por 15 minutos. 110 (50 mg, 0.284
mmol) foi acrescentado, e a reagdo foi agitada por 24 h a temperatura ambiente. 111 (49.8 mg,
0.284 mmol, 1 eq), HBTU (107.7 mg, 0.284 mmol, 1 eq) e EtzN (28.7 mg, 0.284 mmol, 1 eq)
adicionais foram acrescentados, ¢ a reacdo foi agitada por mais 24 h a temperatura ambiente.
Agua destilada fria (20 mL) foi adicionada a 0 °C, e o precipitado formado foi filtrado, lavado
com agua destilada fria e purificado por coluna cromatografica (EtOAc/Hex (4:6)) para render

o composto almejado.

112: solido amarelado, 61.8 mg, 65%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 5 9.78 (s, 1H), 7.81 (dd,
J=28.3, 1.3 Hz, 2H), 7.44 — 7.38 (m, 2H), 7.35 — 7.30 (m, 1H), 7.15 (s, 1H), 5.15 (s, 1H), 4.04
(d,J=4.3 Hz, 2H), 1.49 (s, 9H). RMN de *C (101 MHz, CDCl3) 6 167.7, 157.2, 150.3, 134.4,
128.9, 128.2, 126.2, 108.1, 44.8, 28 4.

Tert-butil-(2-(benzo|d]tiazol-2-ilamino)-2-oxoetil)carbamato (113)

111 (116.7 mg, 0.666 mmol, 1 eq), HBTU (252.6 mg, 0.666 mmol, 1 eq) e EtsN (67.4 mg, 0.666
mmol, 1 eq) foram solubilizados em DMF (1 mL) e agitados por 15 minutos. Benzo[d]tiazol-
2-amina (100 mg, 0.666 mmol) foi acrescentado, e a reagdo foi agitada por 16 h a temperatura
ambiente. 111 (11.7 mg, 0.066 mmol, 0.1 eq), HBTU (25.3 mg, 0.066 mmol, 0.1 eq) e EtsN
(6.7 mg, 0.066 mmol, 0.1 eq) adicionais foram acrescentados, e a reagdo foi agitada por mais
24 h a temperatura ambiente. Agua destilada fria (25 mL) foi adicionada a 0 °C, e o precipitado
formado foi filtrado, lavado com agua destilada fria e purificado por coluna cromatografica

(EtOAc/Hex (1:1)) para render o composto almejado.

113: solido branco, 174.4 mg, 85%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 10.22 (s, 1H), 7.80 (dd,
J=28.0,7.6 Hz, 2H), 7.46 — 7.40 (m, 1H), 7.35 - 7.28 (m, 1H), 5.28 (s, I1H), 4.11 (d, /= 5.6 Hz,
2H), 1.48 (s, 9H). RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) § 168.5, 157.7, 148.3, 132.3, 126.4, 124.3,
121.6, 121.1, 81.4, 44.8, 28.4.

2-amino-/N-(4-feniltiazol-2-il)acetamida (114)
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112 (61.8 mg, 0.185 mmol) foi solubilizado em DCM (0.620 mL), &cido trifluoroacético (0.620
mL) foi acrescentado, e a reagdo foi agitada por 16h a temperatura ambiente. Os volateis foram
evaporados sob pressdo reduzida, e o sal de TFA foi suspendido em EtOAc (15 mL) e lavado
com NaOH (2 M) (3 x 5 mL). A fase aquosa foi ajustada até¢ pH ~ 10 com HCI (4 M) e extraida
com EtOAc (2 x 10 mL). As fases organicas foram juntadas, secadas sob Na>SOjs anidro,

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

114: s6lido amarelado, 46.2 mg, 100%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 5 7.87 — 7.81 (m, 2H),
7.45 —7.37 (m, 2H), 7.34 — 7.29 (m, 1H), 7.15 (s, 1H), 3.62 (s, 2H). RMN de 3C (101 MHz,
CDCl3) 6 171.0, 157.3, 150.2, 134.6, 128.8, 128.1, 126.2, 107.7, 44.5.

2-amino-/N-(benzo|d]tiazol-2-il)acetamida (115)

113 (174 mg, 0.566 mmol) foi solubilizado em DCM (1.9 mL), &cido trifluoroacético (1.9 mL)
foi acrescentado, e a reag@o foi agitada por 16h a temperatura ambiente. Os volateis foram
evaporados sob pressao reduzida, e o sal de TFA foi suspendido em EtOAc (25 mL) e lavado
com NaOH (2 M) (3 x 10 mL). A fase aquosa foi ajustada até pH ~ 10 com HCl (4 M) e extraida
com EtOAc (3 x 10 mL). As fases organicas foram juntadas, secadas sob Na»SOjs anidro,

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

115: solido amarelado, 114.1 mg, 98%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 10.73 (br. s, 1H),
7.81 (t, J= 8.8 Hz, 2H), 7.45 (t, J= 7.6 Hz, 1H), 7.32 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 3.64 (s, 2H). RMN
de 3C (101 MHz, CDCl3) § 171.5, 157.4, 148.8, 132.4, 126.3, 124.1, 121.5, 121.2, 44.6.

(1H-imidazol-1-il)(tiomorfolino)metanona (116)

CDI (259.4 mg, 1.60 mmol, 1.1 eq) foi solubilizado em DCM (5.8 mL), tiomorfolina (150 mg,
1.45 mmol) e Et;N (146.7 mg, 1.45 mmol, 1 eq) foram cuidadosamente acrescentados gota-a-
gota a 0 °C, e a reacao foi agitada por 14 h a temperatura ambiente. A solugdo foi entdo diluida
com DCM (20 mL) e lavada com dgua destilada e uma solu¢do saturada de NaCl (3 x 10 mL).
A fase organica foi secada sob Na;SOg4 anidro, filtrada, e o solvente foi evaporado sob pressao

reduzida para render o composto almejado.

116: solido amarelado, 213.6 mg, 75%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 7.85 (s, 1H), 7.17
(d, J=1.3 Hz, 1H), 7.10 (s, 1H), 3.89 — 3.81 (m, 4H), 2.75 — 2.67 (m, 4H). RMN de 3C (101
MHz, CDCl3) 6 151.3, 136.9, 130.1, 117.9, 49.1, 27.5.

N-(2-0x0-2-((4-feniltiazol-2-il)amino)etil)tiomorfolin-4-carboxamida (117)
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Seguindo o Procedimento geral E, em 20 h a partir de 114 (20 mg, 0.086 mmol) e tiomorfolina
(13.3 mg, 0.129 mmol, 1.5 eq), usando uma mistura de DCM/MeOH (95:5) para a coluna

cromatografica.

117: s6lido amarelado, 12.9 mg, 41%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5 10.87 (s, 1H), 7.87
(d, J=7.2 Hz, 2H), 7.41 (m, 3H), 7.30 (t, /= 7.4 Hz, 1H), 6.89 (s, 1H), 4.07 (d, J = 4.8 Hz,
1H), 3.75 (s, 2H), 3.66 (s, 2H), 2.66 (s, 2H), 2.57 (s, 2H). RMN de *C (101 MHz, DMSO-dy)
3 166.9, 159.8, 153.8, 148.5, 134.4, 128.6, 127.5, 125.5, 106.5, 46.8, 44.0, 41.4, 26.7, 26.4.
HRMS (ESI +): calculado para C16H19N4O2S;" [M+H]" = 363.0943 m/z, encontrado [M+H]"
=363.0943 m/z, erro = 0.00 ppm.

N-(2-(benzo|d]tiazol-2-ilamino)-2-oxoetil)tiomorfolin-4-carboxamida (118)

Seguindo o Procedimento geral E, em 20 h a partir de 115 (30 mg, 0.145 mmol) e tiomorfolina
(37.5 mg, 0.363 mmol, 2.5 eq), usando uma mistura de DCM/MeOH (95:5) para a coluna

cromatografica.

118: solido branco, 24.6 mg, 50%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5 10.94 (s, 1H), 7.87
(d,/J=7.6 Hz, 1H), 7.62 (d, J= 7.6 Hz, 1H), 7.36 (t,J = 7.6 Hz, 1H), 7.21 (t,J= 7.6 Hz, 1H),
7.05 (s, 1H), 4.09 (d, J = 4.5 Hz, 2H), 3.75 (s, 2H), 3.66 (s, 2H), 2.67 (s, 2H), 2.57 (s, 2H).
RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) § 166.7, 159.6, 153.6, 149.1, 131.4, 125.7, 122.6, 121.3,
119.7, 46.8, 44.0, 41.5, 26.7, 26.4. HRMS (ESI +): calculado para C14H17N402S," [M+H]" =
337.0787 m/z, encontrado [M+H]" = 337.0789 m/z, erro = 0.60 ppm.

N-(benzo|d|tiazol-2-il)tiomorfolin-4-carboxamida (119)

Seguindo o Procedimento geral E, em 70 h a partir de benzo[d]tiazol-2-amina (30 mg, 0.200
mmol) e tiomorfolina (30.9 mg, 0.300 mmol, 1.5 eq), usando uma mistura de DCM/MeOH
(95:5) para a coluna cromatografica. CDI (38.9 mg, 0.240 mmol, 1.2 eq) e tiomorfolina (30.9

mg, 0.300 mmol, 1.5 eq) adicionais foram acrescentados apds 24 h de reagao.

119: solido branco, 26.1 mg, 47%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5 7.78 (s, 1H), 7.48 (br.
s, IH), 7.35 (t,J="7.2 Hz, 1H), 7.19 (t, J=7.6 Hz, 1H), 3.84 (s, 4H), 2.64 — 2.55 (m, 4H). RMN
de 3C (101 MHz, DMSO-ds) 5 126.0, 122.6, 121.7, 46.1, 26.6 (nota: carbonos quaternarios
ndo apareceram, apesar de realizar a aquisi¢do com 32 000 scans). HRMS (ESI +): calculado

para C12H14N30S," [M+H]" = 280.0572 m/z, encontrado [M+H]" = 280.0572 m/z, erro = 0.00
ppm.
N-(4-feniltiazol-2-il)tiomorfolin-4-carboxamida (120)
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116 (140.1 mg, 0.710 mmol, 2.5 eq) foi solubilizado em DMF (1 mL), 110 (50 mg, 0.284 mmol)
e NaH (60%) (22.7 mg, 0.568 mmol, 2 eq) foram acrescentados a 0 °C, e a reagdo foi agitada
por 24 h a 70 °C. 116 (140.1 mg, 0.710 mmol, 2.5 eq) e NaH (60%) (34.1 mg, 0.852 mmol, 3
eq) adicionais foram acrescentados, ¢ a reagdo foi agitada por mais 48 h a 70 °C. A mistura
reacional foi resfriada a temperatura ambiente, e agua destilada fria (20 mL) foi adicionada a 0
°C. O precipitado formado foi filtrado, lavado com agua destilada fria e purificado por coluna

cromatografica (EtOAc/Hex (6:4)) para render o composto almejado.

120: s6lido amarelo, 13.2 mg, 15%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.77 (br. s, 1H), 7.77 (d,
J=17.6 Hz, 2H), 7.40 (t, J= 7.6 Hz, 2H), 7.32 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.07 (s, 1H), 3.80 — 3.70 (m,
4H), 2.64 — 2.54 (m, 4H). RMN de 1*C (101 MHz, CDCl3) § 160.9, 153.0, 149.5, 134.5, 128.9,
128.1, 126.0, 107.4, 47.0, 27.2.

VI) 1. 16. Métodos analiticos de espectrometria (HRMS) e cromatografia liquida
(HPLCO)

Espectrometria de massas de alta resolucio (HRMS)

Analises de espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS) foram realizadas em um
espectrometro Q-TOF geometry Impect II (Bruker Daltonics Corporation, Alemanha) equipado
com uma fonte de ionizacao por eletrospray (ESI). A voltagem do capilar foi operada em modo
ion positivo, com as regulagens seguintes: 4500 V com potencial de final de placa de 500 V;
pressdo do nebulizador 0.4 bar; fluxo de gas seco 4 L/min; temperatura seca 180 °C. A
frequéncia de aquisicao do espectro foi de 1.00 Hz, monitorando uma faixa de massas de 50 a
700 m/z. Uma syringe pump (KDS Legato 100, KD Scientific, Hollistom, MA, USA) foi usada
com um fluxo de 10 pL/min para infusar a solucao de calibra¢dao de formato de sodio (10 mM;

iPrOH/agua, 1:1, v:v).

Todas as andlises de HRMS foram realizadas por Dr. Felipe de Oliveira Souza, Me. Paula

Derksen Macruz e Prof. Dr. Eduardo Jorge Pilau (LaBioMass — UEM).
Analise de pureza por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Andlises por HPLC foram realizadas em um aparelho de cromatografia liquida Shimadzu
Prominence equipado com um detetor UV-Vis acoplado a um espectrometro de massas de
armadilha i6nica (Bruker Amazon SL, Bruker Daltonics Corporation, Alemanha). A amostra
foi solubilizada em MeOH de grau LC-MS (500 pL), e 10 uL da solugdo foram injetados no

aparelho de cromatografia. A andlise foi realizada com uma coluna Hichrom C18 (250 x 4.6
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mm, 5 um) usando dgua (A) e MeOH + 0.1% acido formico (B) como fase moével, eluindo com
eluicdo isocratica de A/B (70:30) (v/v). A temperatura foi estabilizada em 35 °C durante toda a
analise, com um fluxo de 0.7 mL/min, e a detec¢do foi feita com comprimento de onde de 254
nm. ApoOs detec¢do UV-Vis, os analitos foram analisados por espectrometria de massas,
operando em modo positivo. A andlise dos dados foi realizada usando o software Bruker

DataAnalysis 5.2 (Bruker Daltonics Corporation, Alemanha).

Todas as analises de HPLC foram realizadas por Me. Paula Derksen Macruz e Prof. Dr. Eduardo

Jorge Pilau (LaBioMass — UEM).

VI) 2. Ensaios biologicos
VI) 2. 1. Parasitologia
VI) 2. 1. 1. Ensaio in vitro de atividade contra amastigotas de Leishmania

Células da linhagem humana monocitica THP-1 foram cultivadas em médio completo Rowell
Park Memorial Institute (RPMI)-1640 (suplementado com sérum fetal bovino 10 %, penicilina
100 U/mL, e estreptomicina 100 pg/mL). Os monocitos foram diferenciados em macrofagos
com a adicdo de acetato de forbol miristato (PMA) 20 ng/mL. Apds 72 h, os macrofagos (5 x
10%), em placas pretas de 96 pogos (Corning Incorporated, Corning, NY, USA), foram
infectados com promastigotas de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2904) ou L. infantum
(MHOM/BR/1974/PP75) transfectados com o gene tdTomato, no segundo dia da fase
estacionaria (20 parasitas por macrofago) por 4 h. Os parasitas que ndo conseguiram infectar os
macroéfagos foram removidos (trés lavagens com 1X PBS), e os macrofagos infectados foram
incubados por 72 h em médio RPMI-1640 contendo concentracdes diferentes dos compostos
(80, 40, 20, 10, e 5 pg/mL). A concentracdo em composto que inibe 50 % do crescimento
parasitario (ICso) foi determinada pela diminui¢do da fluorescéncia dos parasitas na auséncia e
presenca do composto, apds 72 h de exposicdo, usando um leitor de microplacas (Varioskan
LUX, Thermoscientific'™), com excitagdo em 554 nm e emissdo em 581 nm. Os valores de
ICso foram determinados por regressao nao-linear usando um modelo de variable slope
(log(concentragdo) vs inibigdo do crescimento) com o sofiware GraphPadPrism v8.2.0 (CA,
USA). Controles com células nao infectadas, células infectadas nao tratadas e células infectadas

tratadas com anfotericina B a 0.25 uM (controle positivo) ou DMSO 1% foram usados.
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Quadruplicatos foram realizados na mesma placa, ¢ os experimentos foram repetidos pelo

menos uma vez.
VI) 2. 1. 2. Ensaio in vitro de citotoxicidade em macrofagos THP-1

As células monociticas humanas THP-1 foram diferenciadas em macréfagos em placas de 96
pocos por 72 h, conforme descrito acima. O médio foi trocado, e as células foram expostas aos
compostos em concentragdes crescentes, comecando no valor de ICso contra L. infantum. Apos
72 h de incubag¢do com os compostos, AlamarBlue™ foi adicionado e a absorbancia a 570 e
600 nm foi medida apds 4 h. Controles com células ndo tratadas e células tratadas com DMSO
1% foram conduzidos em paralelo. Os resultados foram exprimidos como a diferengca em
percentagem na redugdo de absorbancia entre células tratadas e ndo tratadas. A concentracdo
em composto que inibe 50 % da viabilidade das células THP-1 (CCso) foi determinada. Os
valores de CCso foram determinados por regressao ndo-linear usando um modelo de variable
slope (log(concentrag@o) vs inibicdo do crescimento) com o software GraphPadPrism v8.2.0
(CA, USA). Triplicatos foram realizados na mesma placa, e os experimentos foram repetidos

pelo menos uma vez.
VI) 2. 1. 3. Ensaio in vitro de atividade contra promastigotas de L. infantum

Promastigotas de L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram cultivados em médio
completo Schneider (SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA), consistindo de médio Schneider com
10% de sérum fetal bovino (FBS, SigmaAldrich) pH 7.4 inativado a 24 °C. Os promastigotas
de L. infantum foram colocados em placas de 96 pogos em uma concentragio de 10°
parasitas/mL, e 6 foi adicionado em concentracdes de 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, ¢ 0.125
uM. As células foram cultivadas por 72 h e ap0ds o periodo de incubagdo, a proliferacao celular
foi medida por colorimetria com MTS. As células em cada pogo foram manchadas com 20 uL
de MTS (Promega, G3580) por 3 h, e o valor de OD a 490 nm foi determinado com um leitor
de microplacas. Todos os experimentos foram repetidos pelo menos trés vezes de maneira

independente.'%

VI) 2. 1. 4. Ensaio in vitro de atividade contra 7. cruzi

A atividade contra 7. cruzi foi avaliada em células L.929 (de fibroblastos de rato) infectadas
com a cepa Tulahuen do parasita, exprimindo B-galactosidase de Escherichia coli como gene
reportador. Para o ensaio, 4000 células L929 foram adicionadas a cada po¢o de uma placa de

96 pocos. Apds uma noite de incubacgao, 40 000 tripomastigotas foram adicionados as células

174



e incubados por 2 h. Em seguida, o meio contendo parasitas extracelulares foi substituido por
200 pL de meio fresco e a placa foi incubada por mais 48 h para estabelecer a infec¢do. Para
determinar o valor de ICsp dos compostos, as células foram expostas a cada composto em
concentracoes decrescentes (100, 50, 25, 12.5, 6.25 e 3.12 ug/mL) e a placa foi incubada por
96 h. Depois, 50 uL de vermelho de clorofenol beta-D-galactopiranosida (CPRG) 500 uM em
Nonidet P40 0.5% foram acrescentados em cada poco, a placa foi incubada por mais 16 a 20 h,
e a absorbancia em 570 nm foi medida. Controles com células ndo infectadas, células infectadas
ndo tratadas e células infectadas tratadas com benznidazol a 3.8 uM (controle positivo) ou
DMSO 1% foram usados. Os resultados foram exprimidos como a percentagem de inibi¢ao do
crescimento de 7. cruzi nas células tratadas com os compostos comparando com as células
infectadas e as células nao tratadas. Os valores de ICso foram determinados por regressao nao-
linear usando um modelo de variable slope (log(concentrag@o) vs inibicao do crescimento) com
o software GraphPadPrism v8.2.0 (CA, USA). Quadruplicatos foram realizados na mesma

placa, e os experimentos foram repetidos pelo menos uma vez.
VI) 2. 1. 5. Ensaio in vitro de citotoxicidade em células 1.929

Para o ensaio, 4000 células L929 em 200 pL de meio RPMI-1640 (pH 7.2 — 7.4) (Gibco BRL)
com 10% de sérum fetal bovino e 2 mM de glutamina foram adicionadas a cada pogo de uma
placa de 96 pocos, que foi incubada por 3 dias a 37 °C. Em seguida, o meio foi substituido por
200 puL de meio fresco, e as células foram expostas a cada composto em concentragdes
crescentes. Apds 96 h de incubagiio com os compostos, AlamarBlue™ foi acrescentado, e a
absorbancia em 570 nm e 600 nm foi medida ap6s 4 — 6 h. Controles com células nao tratadas
e células tratadas com DMSO 1% foram conduzidos em paralelo. Os resultados foram
exprimidos como a percentagem de diferenca na reducdo entre células tratadas e ndo tratadas.
A concentragdo em composto que inibe 50 % da viabilidade das células L929 (CCso) foi
determinada. Quadruplicatos foram realizados na mesma placa, e os experimentos foram

repetidos pelo menos uma vez.
VI) 2. 1. 6. Ensaio in vitro de atividade contra 7. cruzi (cepa Dm28c-Luc)

Foram utilizadas formas tripomastigotas de 7. cruzi, cepa Y, Brazil e Dm28c-Luc
(geneticamente modificada expressando luciferase) derivadas de cultivo celular. Culturas de
células Vero foram infectados numa multiplicidade de infec¢do de 10 parasitos/célula
hospedeira (10:1). Células Vero foram tripsinizadas e o total de células foi quantificado em

camara de Neubauer. 1.5x10% células/pogo foram semeadas em placas de 96 pogos com paredes
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brancas foscas para permitir a leitura da luminescéncia. No mesmo dia do plaqueamento, as
células foram infectadas com 7. cruzi Dm28c-Luc, 10:1. Ap6s 24 h, foi adicionado o tratamento.
Os compostos (estoque em DMSO) foram diluidos de forma seriada em outra placa na
propor¢ao de 1:3, sendo a concentragado inicial igual a 100 uM e a concentragao final de 0.0457
uM para permitir calculo do ICso. Como os compostos foram muito potentes, nova série de
ensaios foi realizada partindo de uma concentragao inicial de 10 uM, e diluidos também 1:3.
Apds 72 h de incubagdo, as culturas tiveram o seu meio removido ¢ 50 pL de solucdo de
luciferina 300 ug/mL em PBS foi adicionado por pogo, permitindo a detec¢do de parasitas
expressando luciferase pela leitura de luminescéncia. As placas foram lidas em leitor de
microplacas Glomax (Promega). O ICso e IC9o (concentracdo do composto que reduziu em 50%
e 90%, respectivamente, a viabilidade da forma amastigota do 7. cruzi) foi determinado através
do software GraphPad Prism através da curva dose-resposta dos valores de inibi¢do (%) da

viabilidade do parasita em relagdo ao controle nao tratado.
VI) 2. 1. 7. Ensaio in vitro de citotoxicidade em células Vero

Linhagens de células Vero, originalmente obtidas de rim de macaco verde (ATCC#CCL-81),
sdo mantidas rotineiramente no laboratério em meio RPMI suplementado com 8% sérum fetal
bovino (FBS), 1 mM L-glutamina e antibidticos (penicilina e estreptomicina), e passadas por
tripsinizacdo quando a confluéncia celular atinge mais que 80%. Células Vero foram
tripsinizadas e o total de células foi quantificado em cAmara de Neubauer. 1.5x10* células/pogo
foram semeadas em placas de 96 pogos com paredes brancas foscas para permitir a leitura da
luminescéncia. Células ndo infectadas foram tratadas com os compostos considerados ativos
apos triagem inicial, em dilui¢do seriada 1:3 partindo de 300 uM. Apds 72 h de incubagdo, a
viabilidade celular foi quantificada através da adi¢do de 20 pL/pogo do reagente Cell Titer Glo
(Promega), por 5 min sob agitagdao de 250 rpm. A luminescéncia resultante da deteccao de ATP
como indicador de viabilidade foi lida em leitor de microplacas Glomax (Promega). Os valores
de CCsp e CCy (concentragdo do composto que inibe 50% e 20% da viabilidade da célula
hospedeira, respectivamente) foi calculado através da curva dose-resposta de inibi¢do de

viabilidade vs Log da concentragao do composto.
VI) 2. 1. 8. Toxicidade aguda in vivo em camundongos BALB/c

A dose méaxima tolerada (DMT) de 6 foi determinada em camundongos BALB/c. Um macho e
uma fémea, sadios, de seis semanas (peso ideal: 20 gramas), receberam por administragao

intraperitoneal uma amostra emulsificada preparada com 70% de PBS1X, 20% de PEG 400
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(Polietileno glicol 400, Sigma-Aldrich), 0.16% de Tween 80 e 10% de 6, com uma dose inicial
de 5 mg/kg de 6. Apos 2 h, uma dose adicional de 15 mg/kg foi administrada (resultando numa
dose acumulada (DA) de 20 mg/kg). Apdés mais 2 h, uma nova dose de 30 mg/kg foi
administrada (DA = 50 mg/kg), e apds outras 2 h, uma dose final de 50 mg/kg (DA = 100
mg/kg) foi administrada. 24 h apos a administragao da dose final, ambos os camundongos foram
inspetados para avaliar manifestagdes clinicas de toxicidade e sub-toxicidade em acordo com
as normas da Organizagdo para a Cooperacio e o Desenvolvimento Econémico (OCDE).!06:107

A inspecao ndo revelou nenhum sinal de toxicidade aguda em ambos os espécimens.
VI) 2. 1. 9. Eficacia in vivo contra L. infantum em camundongos BALB/c

Todos os animais foram manipulados de acordo com o protocolo aprovado pelo Comité de Etica
para Experimenta¢do Animal do Instituto René Rachouw/FIOCRUZ Minas (licenca LW-7/23).
Os camundongos BALB/c foram obtidos no Centro de Bioterismo do Instituto René
Rachou/FIOCRUZ Minas. Acesso livre a uma dieta padrao foi deixado durante todo o estudo,

e agua de torneira foi providenciada ad libitum.

Camundongos BALB/c (machos, 6 a 8 semanas, 18 a 20 g) foram inoculados por intravenosa
(veia da cauda) com 2x107 promastigotas de L. infantum oriundos de linhagens Li::tdTomato,
e repartidos aleatoriamente em um dos quatro grupos (seis camundongos por grupo). Apds 7
dias de infec¢do, cada grupo foi tratado de acordo com o seu regime de tratamento por 10 dias
consecutivos: o grupo de controle positivo recebeu administragdes intraperitoneais em dose
unica de 500 mg/kg/dia de antimoniato de meglumina (Glucantime®, Sanofi Medley), ambos
os grupos tratados com 6 receberam duas injecdes intraperitoneais didrias para uma dose total
de 50 mg/kg/dia (para um grupo) ou 100 mg/kg/dia (para o outro), € o grupo do controle
negativo recebeu injecdes de solucao-veiculo. Para as inje¢des intraperitoneais, a formulagao
de 6 foi preparada conforme o seguinte: uma solugdo-estoque de 6 em DMSO (100 mg/mL) foi
preparada diariamente, e uma solugdo de 70% de PBS1X, 20% de PEG 400 (Polietileno glicol
400, Sigma-Aldrich), 0.16% de Tween 80 e 10% de 6 (da solucdo-estoque) foi preparada. O
grupo do controle negativo recebeu esta solugdo, substituindo 6 por 10% de DMSO. Todos os
camundongos foram eutanasiados 3 dias apds o fim do tratamento, e o bago e figado de cada

animal foram coletados.

A quantidade de parasitas vidveis em cada o6rgdo foi determinada usando um ensaio de dilui¢dao
limitante quantitativa. Brevemente, os 6rgaos foram macerados usando um dispersador Ultra-

Turrax (IKA-Werke GmbH & Co. KG., Staufen, Alemanha), e um homogenato dos tecidos foi
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obtido com 1 mL de meio M199. Cada homogenato de tecido foi submetido a diluicdes em
sequéncia (10 vezes) em placas pretas de 96 pogos e incubado por 10 dias a 26 °C. Os pogos
contendo promastigotas motis foram identificados com um microscopio invertido (Axiovert 25,
Zeiss), € a carga parasitaria foi determinada a partir da maior diluicdo em qual promastigotas

tinham crescido apds 10 dias de incubagao.
VI) 2. 1. 10. Sinergismo entre 6 e antimoniais

Células da linhagem humana monocitica THP-1 foram cultivadas em médio completo Rowell
Park Memorial Institute (RPMI)-1640 (suplementado com sérum fetal bovino 10 %, penicilina
100 U/mL, e estreptomicina 100 pg/mL). Os mondcitos foram diferenciados em macrofagos
com a adicdo de acetato de forbol miristato (PMA) 20 ng/mL. Ap6s 72 h, os macrofagos (5 x
10%), em placas pretas de 96 pogos (Corning Incorporated, Corning, NY, USA), foram
infectados com promastigotas de L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75) exprimindo proteinas
de fluorescéncia vermelha no segundo dia da fase estacionaria (20 parasitas por macréfago) por
4 h. Os parasitas que ndo conseguiram infectar os macrofagos foram removidos (trés lavagens
com 1X PBS). Para avaliar o sinergismo entre Sb'"' e 6, seis concentragdes diferentes dos
compostos foram usadas (1.0, 0.5, 0.2, 0.1, e 0.05 pg/mL). As dilui¢des de Sb'" e 6 foram
preparadas no dia do ensaio. Os compostos foram avaliados separadamente e em combinagao.
A concentragdo efetiva em composto que inibe 50 % do crescimento parasitario (ECso) foi
determinada pela diminui¢do da fluorescéncia dos parasitas na auséncia e presenga dos
compostos, apds 72 h de exposi¢do, usando um leitor de microplacas (Varioskan LUX,
Thermoscientific™), com excitagio em 554 nm e emissdo em 581 nm. Os valores de ECso
foram determinados por regressdo ndo-linear usando um modelo de variable slope
(log(concentracdo) vs inibigdo do crescimento) com o sofiware GraphPadPrism v8.2.0 (CA,
USA). A normalizagdo dos dados em resposta fracional permitiu realizar os calculos usando o
modelo Bayesiano.® Os resultados foram comparados entre si para determinar se a combinagio
dos compostos tinha um efeito sinergético, antagdnico ou aditivo. Controles com células nao
infectadas, células infectadas ndo tratadas e células infectadas tratadas com anfotericina B a
0.25 uM (controle positivo) ou DMSO 1% foram usados. Quadruplicatos foram realizados na

mesma placa, e os experimentos foram repetidos pelo menos uma vez.
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VI) 2. 2. Perfil ADMET da série de pirazinilpiperazinas

VI) 2. 2. 1. Ensaio de Permeabilidade em membrana artificial paralela

(PAMPA) — Barreira hematoencefialica (BBB)

Em um frasco de 5 mL solubilizou-se 1 mg de cada composto em EtOH (1 mL), e EtOH (500
uL) e tampao PBS (pH 7.4) (3.5 mL) foram acrescentados a esta solucao. A solugdo resultante
foi filtrada através de um filtro de fluoreto de polivinilideno (PVDF) 0.45 uM, e o filtrato foi
reservado. Em seguida, 180 puL. de uma solu¢do PBS (pH 7.4)/EtOH (70:30) foi adicionada aos
pogos de uma placa de 96 pogos (placa receptora), € 5 uL. de uma solucdo de lipidio de cérebro
porcino (20 mg/mL em dodecano) foram adicionados aos pogos de uma placa doadora de 96
pocos. Apos 5 minutos, 180 pL da solugdo reservada contento cada composto foram
adicionados aos pocos da placa doadora, em triplicata, e a placa doadora foi colocada
cuidadosamente por cima da receptora, formando um sistema tipo "sanduiche" que foi deixado
imovel por 2 h 45 minutos a temperatura ambiente em um recipiente selado contendo 10 mL de
PBS (pH 7.4). Apo6s esse periodo, a placa doadora foi removida, e o contetido presente na placa
receptora foi transferido para uma placa de leitura UV, a qual foi lida usando um leitor de
microplacas (SpectraMax 5® — Molecular Devices). Uma amostra de referéncia para a correcio
interna do leitor de microplacas foi preparada usando 180 pL da solucao PBS (pH 7.4)/EtOH
(70:30) (adaptado de °'). Os valores de densidade optica do contetido das placas receptoras
foram comparados com os valores obtidos nas leituras realizadas com as solugdes iniciais
contendo cada composto, antes da adi¢cdo deles a placa doadora. Triplicatos foram realizados
na mesma placa, e os experimentos foram repetidos pelo menos uma vez, usando os controles
experimentais seguintes: atenolol, cafeina, diazepam, enoxacina, ofloxacina, testosterona e
verapamil, que sdo compostos de referéncia com valores de permeabilidade diferentes
previamente reportados e usados como padrio experimental.>? Os valores de densidade dptica
obtidos da placa doadora foram comparados com os dos controles experimentais, que foram
usados para determinar a equagdo da regressao linear e determinar os valores de P. de cada

composto usando uma planilha interna no Microsoft Excel.

VI) 2. 2. 2. Ensaio de Permeabilidade em membrana artificial paralela

(PAMPA) — Trato gastrointestinal (GI)

Uma solucao de concentragdo 10 mM em cada composto em DMSO foi incialmente preparada,
e foi em seguida homogeneizada em um frasco de 5 mL com tampao PBS (pH 6.6) (4.75 mL).

A solugdo resultante foi filtrada através de um filtro de fluoreto de polivinilideno (PVDF) 0.45
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uM, e o filtrato foi reservado. Em seguida, 180 pL de uma solug¢ao PBS (pH 7.4)/DMSO (95:5)
foi adicionada aos pocos de uma placa de 96 pogos (placa receptora), e 5 uL. de uma solugdo de
L- a-fosfatidilcolina (20 mg/mL em dodecano) foram adicionados aos pogos de uma placa
doadora de 96 pogos. Apds 5 minutos, 180 pL da solugdo reservada contento cada composto
foram adicionados aos pogos da placa doadora, em triplicata, e a placa doadora foi colocada
cuidadosamente por cima da receptora, formando um sistema tipo "sanduiche" que foi agitado
(50 rpm) por 8 h a temperatura ambiente em um recipiente selado contendo 10 mL de PBS (pH
7.4). Apo6s esse periodo, a placa doadora foi removida, e o contetdo presente na placa receptora
foi transferido para uma placa de leitura UV, a qual foi lida usando um leitor de microplacas
(SpectraMax 5® — Molecular Devices). Uma amostra de referéncia para a corregio interna do
leitor de microplacas foi preparada usando 180 pL da solugao PBS (pH 7.4)/DMSO (95:5)
(adaptado de '%%1%%). Os valores de densidade 6ptica do contetdo das placas receptoras foram
comparados com os valores obtidos nas leituras realizadas com as solugdes iniciais contendo
cada composto, antes da adig¢do deles a placa doadora. Triplicatos foram realizados na mesma
placa, e os experimentos foram repetidos pelo menos uma vez, usando os controles
experimentais seguintes: aciclovir, atenolol, ceftriaxona, coumarina, diclofenaco,
hidrocortisona, norfloxacina, ranitidina, sulfasalazina e verapamil, que sdo compostos de
referéncia com valores de permeabilidade diferentes previamente reportados e usados como
padrio experimental.!!” Os valores de F, foram determinados para cada composto, comparado
os valores de densidade Optica obtidos da placa doadora com os dos controles experimentais

usando uma planilha interna no Microsoft Excel.

VI) 2. 2. 3. Estabilidade metabdlica em microssomas de figado de rato

(MLM)

A um tubo de microcentrifuga foram adicionados 1 mg/mL de microssoma de figado de rato
(MLM), um sistema gerador de NADPH consistindo de 1 mM de NADP+, 1.5 mM de MgCl,
3.5 mM de glucose-6-fosfato e 0.5 U/mL de glucose-6-fosfato desidrogenase, e tampao fosfato
(pH 7.4) em quantidade suficiente para um volume total de 248.75 pL. Apds 15 minutos de pré-
incubacdo a 37 °C em banho de agua, as reagdes enzimaticas foram iniciadas pela adi¢ao de 2
puL de uma solugdo estoque de 500 uM em cada composto a ser avaliado, chegando a uma
concentragdo final de 5 pM em composto avaliado.!'"!'? As amostras foram novamente
incubadas a 37 °C sob agitagdo (30 rpm) por periodos predeterminados (0, 15, 30, 45 e 60
minutos), € 500 uL de MeOH frio e 500 puL de acetonitrila fria foram acrescentados antes de

homogeneizar e deixar as amostras de repouso em banho de gelo para acelerar a precipitagao
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da proteina. A mistura resultante foi centrifugada a 13 000 rpm por 15 minutos a 4 °C, a fase
organica foi extraida e 2 uL de padrdo interno (clonazepam 5 pM) foram acrescentados. Enfim,
as amostras foram filtradas através de um filtro de PVDF (Millex® 0.22 pm x 13 mm) e
analisadas por HPLC-PDA Sh111.112

Quatro controles experimentais foram usados para todas as analises: uma amostra de referéncia
do meio enziméatico sem o composto testado, para identificar os picos HPLC correspondendo
ao meio enzimatico; uma amostra contento o meio enzimatico e o sistema gerador de NADPH,
para identificar a atividade das diversas isoenzimas CYP450 e/ou das monooxigenases
contendo flavinas, que sdo todas enzimas NADPH-dependentes; uma amostra sem o sistema
gerador de NADPH, para identificar a atividade das carboxilesterases, cuja atividade nao
depende de NADPH; ¢ uma amostra sem a fragao microssomal, para avaliar a estabilidade dos

compostos no meio reacional.
VI) 2. 2. 4. Hepatotoxicidade

Células HepG2 foram sediadas a 2x10* células/mL em DMEM, as placas foram incubadas por
24 h (5% CO», 37 °C), e os compostos ¢ doxorubicina (usada como controle positivo) foram
adicionados em diluigdes seguidas. Apds 72 h de incubacdo, 15 pL de reagente MTS
(CellTiter96®) foi acrescentado a cada pogo, e as placas foram incubadas por 4 h, e em seguida
lidas usando um leitor de microplacas por absorbancia a 490 nm.!!'3 A inibi¢io do crescimento
foi exprimida como uma percentagem de absorbancia dos pocos do controle negativo. Os
valores de CCsp foram calculados automaticamente a partir das curvas de dose-resposta usando
o logaritmo da concentragdo em inibidor vs a resposta normalizada entre 0 e 100% com um

modelo de variable slope.
VI) 2. 3. Mecanismo de acio de 6
VI) 2. 3. 1. Analise por citometria de fluxo das fases G0/G1 do ciclo celular

Promastigotas de L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP-263) em concentragio de 1x10°
parasitas/mL foram tratados com uma concentragdo em composto de 0.5 x ICso, ICs0 € 2 x ICso
(valores de ICso determinados contra promastigotas de L. infantum), e parasitas ndo tratados
foram usados como controle negativo. Apds tratamento por 24 h, as células foram coletadas,
lavadas duas vezes com 1X PBS, e fixadas em EtOH 70% a 4 °C por 24 h. Os parasitas fixados
foram lavados com 1X PBS e o residuo foi tratado com 500 pL de RNase A (20 mg/mL) e

incubados a 37 °C por 1 h. Em seguida, os parasitas foram manchados com 10 pg/mL de iodeto
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de propidio (PI) no escuro por 20 minutos. A distribuicao do ciclo celular, determinando a
percentagem de células nas fases GO, G1, S e G2/M, foi analisada usando um citometro de fluxo
Accuri C5 BD. Os histogramas apresentados sdo representativos de resultados obtidos em trés

experimentos independentes.''*

VI) 2. 3. 2. Analise por FACS para a determinacio da externalizacio de
fosfatidilserina (PS)

Um kit de detecgdo de apoptose annexin V/7-amino-actinomicina D (7-AAD) (BD Bioscience)
foi usado para a deteccdo da morte celular por apoptose ou necrose em promastigotas de L.
infantum. Ap6s 72 h de incubag¢do com os compostos a 0.5 x ICso, ICso e 2 x ICso (valores de
ICs0 determinados contra promastigotas de L. infantum), os promastigotas de L. infantum (1 x
10 parasitas/mL) foram lavados em meio PBS e centrifugados a 13 000 rpm por 5 minutos.
Em seguida, eles foram manchados com annexin V-PE/7-AAD por 15 minutos no escuro a 4

°C. Os dados foram adquiridos usando um citémetro de fluxo Accuri C5 BD.!!3
VI) 2. 3. 3. Ensaio de producio de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A tinta fluorescente H,DCFDA foi utilizada para avaliar a producao de ROS. Promastigotas de
L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP-263) em concentracio de 2x10° parasitas/mL foram
tratados com 6 em concentragdo igual ao seu ICso contra promastigotas de L. infantum e com
100 uM H2O:> por 24 h. Apos o tratamento, os parasitas foram coletados e lavados trés vezes
com 1X PBS. Em seguida, foram incubados com 10 pM de tinta H-DCFDA em 500 uM de 1X
PBS no escuro a temperatura ambiente por 30 minutos. As células foram entdo centrifugadas,
resuspendidas em PBS frio e mantidas a 0 °C at¢ a leitura em leitor de microplacas (SpectraMax
Gemini™ XPS/EM). A intensidade de fluorescéncia media (MIF) foi medida numa populagao

de pelo menos 10 000 células e os dados foram analisados usando Microsoft Excel 2021.'!4
VI) 2. 4. Ensaios de inibicao enzimatica
VI) 2. 4. 1. Enzimas GSK-3A e GSK-3B de L. infantum

Para as medidas de ICso, 6 foi diluido em sequéncia em 100% DMSO (8 pontos, maior
concentracgdo final no ensaio 30 uM) e transferido (100 nL) para a placa do ensaio usando um
sistema de transferéncia de liquidos automatizado (CyBio FeliX, Analytik Jena GmbH). Os
controles seguintes foram incluidos: proteina em 1% DMSO (100% de atividade), 10 uM AZD-

5438 (0% de atividade), e 0 meio sem enzima (branco).
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Para detectar o progresso da reacdo enzimdtica, um ensaio comercial baseado na TR-FRET
(LANCE® TR-FRET, PerkinElmer) foi usado. Na etapa enzimadtica, a proteina quinase
purificada e o substrato peptidico foram incubados com os compostos por 30 minutos a 25 °C
antes da adi¢ao de ATP para iniciar a reagdo, que foi conduzida a 30 °C (2 h para GSK-3A ou
1 h 15 minutos para GSK-3B). As concentragdes finais de cada componente do ensaio foram:
50 nM de GSK-3A or 10 nM de GSK-3B, Km de ATP (6.2 uM de ATP para GSK-3A ¢ 13.0
uM para GSK-3B), e 50 nM de peptideo (substrato ULight-4E-BP1, PerkinElmer #TRF0128)
em tampao 1X contendo 50 mM de HEPES (pH 7.5), 10 mM de MgCI2, 1 mM de EGTA,
0.01% de Tween-20 e 2 mM de DTT (volume de reacdo = 10 pL). Para a detecgdo, a placa foi
incubada por 1 h a 25 °C apo6s a adigdo de 6 mM de EDTA (para parar a reagdo) ¢ 2 nM de
anticorpo (Europium-anti-phospho-4E-BP1, PerkinElmer #TRF0216) em tampao 1X de
detec¢ao (PerkinElmer #CR97-100) (volume de reagdo final = 20 pL). Todas as reagdes
enzimaticas foram realizadas em duplicatos, € a concentragdo em proteina foi estimada usando
um espectrofotometro UV/Vis NanoDrop2000 (Thermo Scientific), usando o peso molecular e

o coeficiente de extingdo molar da proteina.

O sinal de fluorescéncia foi medido usando um leitor de microplacas CLARIOstar (BMG
LABTECH) com excitagdo em 320 nm e emissdo em 665 nm. O software MARS (BMG
LABTECH) foi utilizado para analisar os dados obtidos apds a leitura de cada placa. O sinal de
fluorescéncia de fundo (branco) foi subtraido do sinal de fluorescéncia obtido para cada reacao,
para refletir o sinal especifico da atividade enzimatica. Os dados foram analisados com o
software GraphPad Prism, usando a equac¢ao "log(inibidor) vs resposta - variable slope (quatro
parametros) - Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10”((LogIC50-X)* HillSlope))" para obter curvas
de dose-resposta e determinar os valores de ICso. O fator Z’ foi calculado para cada ensaio de

maneira individual (valores entre 0.5 ¢ 1 sao considerados excelentes).
VI) 2. 4. 2. Enzima DHODH de L. braziliensis

O ensaio de inibicao foi realizado nas condigdes seguintes: 50 mM de Tris (pH 8.15), 150 mM
de KCI, 50 uM de DHO, 60 uM de DCIP, e 0.1% Triton X-100. 6 foi testado em triplicato em
uma concentragdo de 100 uM, usando 5% (v/v) de DMSO para preparar as solugdes estoque.
A reacdo foi iniciada pela adi¢do da enzima, chegando a uma concentragdo final em enzima de
165 nM. A atividade enzimatica foi medida em seguida por 60 segundos a 610 nm usando um
leitor de microplacas (SpectraMax® Plus 384, Molecular Devices, San Jose, CA, USA) a 25
°C. A reacdo nao-inibida, contendo 5% (v/v) de DMSO, foi usada como controle positivo
(100% de atividade).
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VI) 2. 4. 3. Enzimas Hsp83 e SOD de L. braziliensis, usando fluorimetria de

varredura diferencial (DSF)

Os ensaios foram realizados usando o sistema de RT-PCR Applied Biosystems 7500 Fast RT-
PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), em triplicato, com placas de PCR de 96
pogos (BioRad, Hercules, CA, USA) seladas com bandas transparentes (BioRad, Hercules, CA,
USA). As placas foram centrifugadas por 2 minutos a 2000 rpm a 25 °C. Em seguida, a
temperatura foi aumentada de 25 °C a 85 °C seguindo uma rampa de temperatura, aumentando
de 1 °C por minuto, enquanto os sinais de fluorescéncia foram monitorados usando tinta

SPYRO Orange, com excitacdo em 492 nm e emissdo em 610 nm.

As condi¢des de DSF usadas neste ensaio foram descritas previamente.!!6!!” Resumidamente,
cada pocgo conteve 10 uM de Hsp83 de L. braziliensis ou 5 uM de SOD de L. braziliensis, 1 pL
de 5X SPYRO Orange, tampao A (50 mM de PBS, 100 mM de NaCl, pH 7.0 para SOD de L.
braziliensis ou 50 mM de Tris-HCIl, 100 mM de KCIl, pH 8.0 para Hsp83 de L. braziliensis), e
ou 1 uL. de DMSO (5% v/v/, controle negativo) ou 6 (diluido em DMSO). Triplicatos foram
realizados para todos os experimentos. Os dados brutos de fluorescéncia foram coletados
usando o software Applied Biosystems 7500 Fast Software v2.0, e em seguida exportados para
NAMI'"® para o calculo de Tm via o método da primeira-derivada. As diferengas nos valores
de Tm (ATm) foram consideradas estatisticamente relevantes com p < 0.05, conforme
determinado pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo poés-teste de Dunn para comparagdes
multiplas, realizados usando GraphPad Prism 10.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA,

www.graphpad.com).
VI) 2. 4. 4. Inibicao de cruzaina (Cz)

Inicialmente, os compostos foram solubilizados em DMSO para preparar solucdes estoque na
concentracdo de 20 mM. A seguir, a solubilidade destes foi testada no tampao de ensaio, na
concentracdo de 100 uM. A atividade enzimatica foi mensurada com base na clivagem do
substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-Aminometilcumarina (Z-FR-AMC) catalisada pela cruzaina
(Cz). Ao ser clivado, o composto fluorescente 7-amino-4-metilcumarina (AMC) ¢ liberado e a
sua fluorescéncia foi mensurada a 340/440 nm (comprimento de onda excitagcdo/emissdao) em
um fluorimetro BioTek Synergy 2. Na presenca de um inibidor, a formacao deste produto reduz
ou cessa. Dessa forma, a percentagem de inibi¢ao enzimatica ¢ obtida por meio da diferenga da
fluorescéncia detectada entre o pogo da placa com o composto avaliado e o pogo com o controle

negativo de inibicdo, DMSO. A triagem inicial foi realizada a uma concentragao de 100 uM de

184



composto, 2 nM de cruzaina e 2.5 pM de substrato, sendo feita em triplicata e em dois
experimentos independentes. Os compostos foram avaliados em duas condi¢des distintas: sem
incubagdo previa e apos pré-incubacdo de 10 minutos com a cruzaina. Apos esse periodo, o
substrato foi adicionado e a atividade enzimatica foi monitorada por 5 minutos no fluorimetro.
Os compostos que inibiram a atividade enzimaética na triagem inicial por pelo menos 80% foram
selecionados para a determina¢dao do ICso. Com o objetivo de avaliar a possibilidade de
agregacao, os ensaios foram realizados para determinar o valor de ICso em duas condigdes: pré-
incubacdo com albumina séria bovina (BSA) e diferentes concentracdes de Triton X-100.

Foram realizados dois experimentos independentes em triplicata.
VI) 2. 5. Perfil ADME da série de tiazois

As analises ADME da série de tiazois foram realizadas usando LC-MS/MS (cromatografia
liquida-espectrometria de massas em tandem). O sistema de cromatografia utilizado foi um
Prominence UFLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan), em interface com um espectrémetro
de massas a triple quadrupolo LCMS-8045 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipado

com uma fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI).

VI) 2. 5. 1. Determinacio experimental da lipofilicidade pelo coeficiente de

distribuicio (log(D)7.4)

Para a determinagdo do coeficiente de distribui¢do (log(D)), uma metodologia baseada no
tempo de retencdo das moléculas na fase estacionaria foi usada. O cromatograma foi obtido
com uma coluna de HPLC Supelco Ascentis express RP amide (5 cm x 2.1 mm, 2.7 uM) usando
fases moveis de 5% MeOH em 10 mM de acetato de amonio (pH 7.4) (A) e 100% MeOH (B).
A fase movel foi eluida em modo de gradiente binario, conforme o seguinte: 0 min: 95% A; 0.3
min: 100% A; 5.2 min: 0% A; 5.6 min: 0% A; 5.8 min: 100% A; 7.0 min: 100% A. O tempo
total da analise foi de 7 minutos, e 5 pL de cada amostra foram injetados. As solucdes dos
compostos testados foram preparadas em concentracoes de 1.0 mg/mL em composto ao
adicionar a solucao estoque a uma mistura (1:1) das fases moveis A/B (com padrdo interno a
200 nM), e a concentracdo em DMSO foi menor que 2%; A lipofilicidade dos compostos foi
avaliada injetando individualmente os compostos e uma série de oito farmacos comerciais,
abrangendo uma faixa de log(D) de -1.86 até 6.81 (aciclovir: -1.86, atenolol: 0.16, antipirina:
0.38, fluconazol: 0.50, metoprolol: 1.88, ketoconazol: 3.83, tolnaftato: 5.40, e amiodarona:

6.10).!"7121 O tempo de retencdo (em minutos) de cada dos oito padrdes foi plotado vs os
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valores de log(D) deles. A equagao resultante para a curva de calibragdo (y = mx + b) foi usada

para calcular os valores de log(D) dos compostos testados a partir de seus tempos de retengao.

VI) 2. 5. 2. Permeabilidade em membrana artificial paralela (PAMPA) —
Trato gastrointestinal (GI)

O ensaio de permeabilidade em membrana artificial paralela foi realizado num sistema de
placas PAMPA de 96 pogos pré-revestido (Corning Gentest # 353015). As solugdes dos
compostos testados foram preparadas diluindo as solugdes estoque (10 mM) em tampao PBS
(pH 6.5) até uma concentracao final de 10 uM, e em seguida adicionadas a por¢ao doadora da
placa (300 puL/pogo), enquanto a por¢do aceptora recebeu tampao PBS (pH 7.4) (200 uL/pogo).
A concentracdo em DMSO nas solugdes foi menor que 1%. As duas por¢des da placa foram
assembladas, e o sistema foi incubado por 5 h a 37 °C. Amostras das solu¢des doadoras iniciais
(TO) foram coletadas e guardadas a -20 °C. No fim da incubagdo, amostras das placas aceptora
e doadora foram coletadas e adicionadas a placas contendo uma solucdo (10% agua e 90%
MeOH/acetonitrila (50:50) + 50 nM tolbutamida), e as amostras TO foram tratadas de maneira
similar. As concentracgdes finais dos compostos nos pocos doadores, aceptores ¢ TO foram
quantificadas por LC-MS/MS. Os cromatogramas para a analise foram obtidos com uma coluna
Supelco Ascentis express C18 (3 cm x 2.1 mm, 5 uM). As fases moveis foram: dgua + 0.1%
acido formico (A) e acetonitrila + 0.1% acido férmico (B). A fase movel foi eluida em modo
de gradiente binario, conforme o seguinte: 0 min: 95% A; 0.05 min: 95% A; 0.3 min: 2% A;
0.7 min: 2% A; 0.8 min: 95% A; 1.15 min: 95% A; 2.0 min: 95% A. O tempo total da analise
foi de 2 minutos, e 10 pL. de cada amostra foram injetados e eluidos com um fluxo de 0.7
mL/min. Os resultados foram usados para calcular um valor de permeabilidade efetiva (P.).

Todos os ensaios PAMPA foram realizados em triplicato.

VI) 2. 5. 3. Ensaios de estabilidade metabdlica em microssomas de figado de

rato (MLM) e humano (HLM)

A estabilidade metabdlica foi avaliada em microssomas de figado humano (HLM) (20 mg/mL,
GIBCO) e microssomas de figado de rato (MLM) (20 mg/mL, GIBCO). As solugdes dos
compostos testados foram preparadas em concentragdes de 0.5 uM em composto e incubadas
com 0.25 mg/mL de microssomas de figado em tampao PBS (pH 7.4). A concentracdo em
DMSO nas solugdes foi menor que 1%. A reagdo comegou com a adi¢ao de 0.5 uM de cofator
NADPH. Amostras foram prelevadas nos tempos 0 (imediatamente apds a adigdo do cofator),

5, 10, 20, 30, e 60 minutos. As reacdes foram paradas com a adicdo de uma solucdo de

186



acetonitrila/MeOH (1:1) (com padrao interno a 50 nM). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3500 rpm por 30 minutos para obter granulos de proteina microssomal
precipitada. As fragdes sobrenadantes foram quantificadas por LC-MS/MS. Os ricios da area
dos picos (analito/padrao interno) foram convertidas em percentagem remanente, usando o
racio das areas no tempo 0 minutos como 100%. O tempo de meia-vida (ti2 = In(2)/k) em
minutos e o clearance intrinseco (Clin = k x 1000/(0.25)) em pL/min/mg foram calculados por
regressao ndo-linear a partir da percentagem remanente vs tempo de incubagdo. A partir deste
grafico, a inclinagao (k) foi determinada. Os cromatogramas para a analise foram obtidos com
uma coluna Supelco Ascentis express C18 (3 cm x 2.1 mm, 5 uM). As fases mdveis foram:
agua + 0.1% acido formico (A) e acetonitrila + 0.1% acido formico (B). A fase movel foi eluida
em modo de gradiente binario, conforme o seguinte: 0 min: 95% A; 0.05 min: 95% A; 0.3 min:
2% A; 0.7 min: 2% A; 0.8 min: 95% A; 1.15 min: 95% A; 2.0 min: 95% A. O tempo total da
analise foi de 2 minutos, e 10 uL de cada amostra foram injetados e eluidos com um fluxo de
0.7 mL/min. Os ensaios de estabilidade metabdlica microssomal foram realizados em

triplicatos.
VI) 2. 5. 4. Solubilidade cinética

Para a determinagdo da solubilidade cinética, solugdes estoque dos compostos testados e dos
controles (10 mM em DMSO) foram transferidas para duas placas de 96 pocos (placa de
incubacdo) em duplicato. Para cada amostra nas placas, tampao PBS (pH 7.4 ou 2.0)
(concentracao final 250 uM) foi adicionado. A concentragdo final em DMSO foi menor que
2.5%. As placas foram seladas e agitadas por 24 h a 200 rpm e 25 °C. Os precipitados na placa
de incubagdo foram removidos por centrifugagdo (15 minutos, 3000 rpm, 25 °C), e as fragdes
sobrenadantes foram quantificadas por LC-MS/MS. Uma solu¢do padrao intermediéria diluida
a 0.5 mM em acetonitrila/agua (1:1) foi preparada a partir da solugao padrao 10 mM. Uma curva
de calibragdo foi preparada para cada composto testado e os controles, diluindo vérias vezes a
solu¢do padrio intermedidria para chegar nas concentracdes desejadas de 50, 40, 20, 2, e 1 uM.
A equacdo da curva de calibragdo resultante (y = mx + b) foi usada para calcular os valores
experimentais de concentracao para os compostos. Os cromatogramas para a analise foram
obtidos com uma coluna Supelco Ascentis express C18 (3 cm x 2.1 mm, 5 uM). As fases moveis
foram: dgua + 0.05% &cido formico (A) e acetonitrila + 0.05% acido formico (B). A fase mével
foi eluida em modo de gradiente binario, conforme o seguinte: 0 min: 98% A; 1.2 min: 2% A;
2.0 min: 2% A; tempo de re-equilibracao: 0.6 min, 98% A. O tempo total da analise foi de 2

minutos, € 5 puL. de cada amostra foram injetados e eluidos com um fluxo de 0.6 mL/min.
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VI) 2. 6. Ensaios in vitro de washout contra T. cruzi Dm28c-Luc

Células Vero foram tripsinizadas e o total de células foi quantificado em camara de Neubauer.
1.5x10* células/pogo foram semeadas em placas de 96 pogos com paredes brancas foscas para
permitir a leitura da luminescéncia. No mesmo dia do plaqueamento, as células foram
infectadas com 7. cruzi Dm28c-Luc, 10:1. Apos 24 h, foi adicionado o tratamento. Os
compostos foram previamente diluidos em outra placa, obtendo-se a concentragdo final
equivalente ao ICop € a0 CCyo, com valores descrito em tabela. Ap6s 72 h de incubacao, as
culturas foram lavadas, € meio novo sem compostos foi adicionado, e foram incubadas por mais
72 h. Apos, o meio foi removido e 50 pL de solugdo de luciferina 300 pg/mL em PBS foi
adicionado por pogo, permitindo a detecg¢do de parasitas expressando luciferase pela leitura de

luminescéncia. As placas foram lidas em leitor de microplacas Glomax (Promega).
VI) 2. 7. Investigac¢ao in silico por target-fishing

A aproximacdo por farget-fishing baseada no principio de similaridade quimica usada para a
triagem dos alvos moleculares de 6 foi adaptada de '?*>. Resumidamente, o c6digo SMILES de
6 foi carregado nos servidores Superpred (https://prediction.charite.de/, acessado no 14 de
junho de 2023)!%, SwissTargetPrediction (https://www.swisstargetprediction.ch/, acessado no
14 de junho de 2023)'?*) Similarity Ensemble Approach (SEA) (https://sea.bkslab.org/,
acessado no 14 de junho de 2023)'"” e PharmMapper (https://www.lilab-
ecust.cn/pharmmapper/, acessado no 14 de junho de 2023)!%6. Os valores de corte foram
selecionados por parametros padrdao. Um diagrama de Venn com os alvos moleculares preditos
encontrados por cada servidor foi gerado com a ferramenta web “Calculate and draw custom
Venn diagrams” (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). Como os principais
meios oferecidos pelos servidores para avaliacao de farget-fishing sao relacionados a proteinas
humanas, uma correspondéncia com proteinas relacionadas em L. infantum (taxid: 5671) e L.

braziliensis (taxid: 37617) foi realizada usando o programa BLASTp'?’

, aplicando um valor
esperado (e-value) menor que 0.005 e um 4it score maior que 100.0 para considerar sequéncias
como homélogas.'”® Depois, as sequéncias identificadas foram carregadas na plataforma
Cytoscape'?, em qual o plugin “stringApp” foi usado para o enriquecimento funcional e a
representacdo das redes.!>* Graficos em bolhas foram gerados para a visualiza¢do da analise
por enriquecimento dentro da plataforma online SRplot
(http://www.bioinformatics.com.cn/SRplot).!*! O pacote “rBLAST” foi usado para a
comparacao das sequéncias de proteinas no ambiente de programacao R (versao 4.0.3), a opgao

“ClustalW” foi usada para o alinhamento das sequéncias, e o pacote “ggmsa” foi usado para a
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representacdo visual.!*> O formato FASTA das sequéncias selecionadas foi carregado no
servidor Iterative Threading Assembly Refinement (I-TASSER), onde modelos moleculares
foram preditos e obtidos no formato PDB.!'** Aqueles com os maiores scores de confianca (c-
score) representaram o melhor modelo. Os sitios ativos para cada modelo molecular foram
identificados usando o servidor DoGSiteScorer'**, enquanto as simulacdes de docagem
molecular foram realizadas usando a ferramenta AutoDock Vina.!*> Os modelos moleculares
preditos foram carregados como macromoléculas, a uma pesquisa detalhada foi realizada ao
ativar a op¢ao “Run AutoGrid”, que cria arquivos de configuragdo para o encaixe de menor
energia do parametro da grade, e depois a op¢ao “Run AutoDock”, que utiliza o algoritmo de
docagem Lanarckian GA. A simulagdo de docagem foi, em seguida, realizada com um
parametro de exaustividade de 20 e instruida para produzir apenas a configuragdo de menor

energia.
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VIII) ANEXOS
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Anexo 1. Predic@o in silico dos alvos moleculares de 6 por target-fishing. (A) Diagramas de Venn do niimero de
"hits" preditos pelos diferentes servidores utilizados. (B) Diagramas de rede de proteinas preditas como alvos de
6 em Homo sapiens (nddulos amarelos), L. infantum (ndédulos verdes) e L. braziliensis (ndédulos vermelhos). (C) e
(D) Analise por enriquecimento funcional em L. infantum (C) e L. braziliensis (D), os alvos preditos estdo
mostrados nos graficos em bolhas. (E) Os alinhamentos das sequéncias mostram a conservagdo dos residuos para
as sequéncias selecionadas, enquanto o eixo horizontal representa o numero das colunas do alinhamento de
sequéncias multiplas. (F) As afinidades de ligagdo para os alvos moleculares selecionados estdo mostradas no
grafico como barras, onde a linha tracejada representa o valor de corte (> 6 kcal/mol).

As predigdes in silico foram realizadas por Prof. Dr. Miguel Angel Chavez-Fumagalli (UCSM — Peru).
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Anexo 2. Inibi¢ao de LbHsp83 ¢ LbSOD pelo composto 6 (100 uM).

Os ensaios enzimaticos in vitro com 6 foram realizados por Dr?. Thamires Quadros Froes (FIOCRUZ-BA,
CRAFT e USP-Ribeirdo Preto), Dr*. Priscila Zonzini Ramos (CQMED-UNICAMP), Prof®. Dr®. Thalita Carolyne
Souza Trindade (FIOCRUZ-BA), Prof*. Dr® Patricia Sampaio Tavares Veras (FIOCRUZ-BA), Prof®. Dr*. Maria

Cristina Nonato (CRAFT e USP-Ribeirao Preto) e Prof®. Dr*. Katlin Brauer Massirer (CQMED-UNICAMP).
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VIII) 2. Espectros de RMN dos compostos testados contra L. infantum e T. cruzi

TIL 013 (20220824)
TIL 013 (20220824) CDCL3

—3.72
62

EP e 0
cl
)
‘ ‘ ‘ N N\)
8.10 8.00 7.90 | N OH
ot 1 (ppm) _
N 1

T T T T T T
7.44 7.43 7.42 7.41 7.40 7.39
f1 (ppm)

T T
720 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90
f1 (ppm)

o
0.83=

0.9:
1 0.8

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0

5.0 4.5
1 (ppm)
Anexo 3. Espectro de RMN de 'H de 1 (400 MHz, CDCls)

TIL 013 - C CDCL3 (20220225)

9 3% 5 3AS33 ¥ 2 m o
g 4 7 fegs3 8§ ¢ g
- - s HH - - « c|
11 NN | (\N
e
| A OH
P
N 1

T T T T T
1295 1290 1285 128.0 127.
1 (ppm)

80 70 60 50 40 30 20 10 0

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

Anexo 4. Espectro de RMN de *C de 1 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 5. Espectro de RMN de 'H de 2 (400 MHz, CDCI;)
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Anexo 6. Espectro de RMN de *C APT de 2 (101 MHz, CDCl3)
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Anexo 7. Espectro de RMN de 'H de 5 (400 MHz, CDCls)
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Anexo 8. Espectro de RMN de *C de 5 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 9. Espectro de RMN de 'H de 6 (400 MHz, CDCls)
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Anexo 10. Espectro de RMN de *C APT de 6 (101 MHz, CDCl3)
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Anexo 11. Espectro de RMN de 'H de 7 (400 MHz, CD;0D)
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Anexo 12. Espectro de RMN de '*C APT de 7 (101 MHz, CD;0D)
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Anexo 13. Espectro de RMN de 'H de 8 (400 MHz, CDCls)
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Anexo 14. Espectro de RMN de *C APT de 8 (101 MHz, CDCl5)
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Anexo 16. Espectro de RMN de *C APT de 9 (101 MHz, CDCl3)
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Anexo 17. Espectro de RMN de 'H de 10 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 18. Espectro de RMN de *C de 10 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 19. Espectro de RMN de 'H de 11 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 20. Espectro de RMN de *C de 11 (101 MHz, CDCl5)
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Anexo 21. Espectro de RMN de 'H de 12 (400 MHz, CD;0D)
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Anexo 22. Espectro de RMN de '*C APT de 12 (101 MHz, CD;0D)

218



TJLO34 MeOD (2022-05-11)
TIL034 MeOD (2022-05-11)
HO

3.31 Methanol-d4

92
92
90
90
89
89
87
87
3.71

7.35 7.30 7.25 7.20 13
f1 (ppm)

1IN

6.95

6.90 6.85
f1 (ppm)

(-
—
&

1.1
1.0:

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Anexo 23. Espectro de RMN de 'H de 13 (400 MHz, CD;0D)
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Anexo 24. Espectro de RMN de *C APT de 13 (101 MHz, CD;0D)
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Anexo 25. Espectro de RMN de 'H de 14 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 26. Espectro de RMN de '3C APT de 14 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 27. Espectro de RMN de 'H de 15 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 28. Espectro de RMN de *C APT de 15 (101 MHz, CDCl3)
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Anexo 29. Espectro de RMN de 'H de 16 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 30. Espectro de RMN de '3C de 16 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 31. Espectro de RMN de 'H de 17 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 32. Espectro de RMN de *C APT de 17 (101 MHz, CDCl3)
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Anexo 33. Espectro de RMN de 'H de 18 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 34. Espectro de RMN de '3C APT de 18 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 35. Espectro de RMN de 'H de 19 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 36. Espectro de RMN de '3C APT de 19 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 37. Espectro de RMN de 'H de 20 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 38. Espectro de RMN de '3C APT de 20 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 39. Espectro de RMN de 'H de 21 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 40. Espectro de RMN de '3C APT de 21 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 41. Espectro de RMN de 'H de 22 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 42. Espectro de RMN de *C APT de 22 (101 MHz, CDCl5)
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Anexo 43. Espectro de RMN de 'H de 23 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 44. Espectro de RMN de '3C APT de 23 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 45. Espectro de RMN de 'H de 24 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 46. Espectro de RMN de '*C APT de 24 (101 MHz, CDCl3)
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Anexo 47. Espectro de RMN de 'H de 25 (400 MHz, CD;0D)

TIL 042 (20220608) 3
TIL 042 (20220608) %
g
% 2 g 53 8ng @ za
g g 8 29 R anu
g 8 8 55 888 8 B
\ Y4 A Y
o
(\N
v A
| A NO,
—Z
N 25
|
|
| ll | .
T Y T
| T L T A A
I
156 154 152 150 148 146 144 142
f1 (ppm)
T T T T T T T T T T T T T T T T 1
170 160 150 140 130 120 110 100 70 60 50 40 30 20 10 0

90
f1 (ppm)

Anexo 48. Espectro de RMN de '3C APT de 25 (101 MHz, CD;0D)
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Anexo 49. Espectro de RMN de 'H de 26 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 50. Espectro de RMN de '3C APT de 26 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 51. Espectro de RMN de 'H de 27 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 52. Espectro de RMN de '3C APT de 27 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 53. Espectro de RMN de 'H de 28 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 54. Espectro de RMN de '3C APT de 28 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 55. Espectro de RMN de 'H de 29 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 56. Espectro de RMN de '3C APT de 29 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 57. Espectro de RMN de 'H de 30 (400 MHz, CD;0D)
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Anexo 59. Espectro de RMN de 'H de 31 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 60. Espectro de RMN de '3C APT de 31 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 61. Espectro de RMN de 'H de 32 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 62. Espectro de RMN de '3C APT de 32 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 63. Espectro de RMN de 'H de 33 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 64. Espectro de RMN de '3C APT de 33 (101 MHz, DMSO-ds)

239



TILO65 TG (20220727)
TIL065 TG (20220727) CDCL3

(Y’

34

8.2 7.9

1 8.0
f1 (ppm)

i ‘ 7.20 7.15 7.10
| f1 (ppm)
lDCM
£y 4 4%
~ooco So < <

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
f1 (ppm)

Anexo 65. Espectro de RMN de 'H de 34 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 66. Espectro de RMN de '3C APT de 34 (101 MHz, CDCls)

240



TIL024 PR(20220408)
TIL024 PR (20220408)

LE888558 $H88BY RN R
BBBBBBNN NNNNN G mmmmFirvirvirvirvirvirvi
= NV =SSN e
[o] OMe
o )
N N\)
| S
T T T T T ~Z Cl
740 735 730 725 7.20 N 35
f1 (ppm)
T T T T
4.0 3.8 3.6 3.4
! f1 (ppm)
|
|
|
A )
] s
L5 L sdy NS L
S®® R oMm—=n
232 338 2 IR
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Anexo 67. Espectro de RMN de 'H de 35 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 68. Espectro de RMN de '3C APT de 35 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 69. Espectro de RMN de 'H de 36 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 70. Espectro de RMN de '3C APT de 36 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 71. Espectro de RMN de 'H de 37 (400 MHz, CDCl3)
TIL 025-3 (20220414) T
TIL 025-3 (20220414) k5
K
589 98% § 283 8O 83 <o S o P
Nuem N o Moa oo IS NS = 3 T8¢ h
G8E Lh3 5  Bnd% &\ g5  gg R 8 EERE
Irr N/ I SNY v % % | NI
| OMe
I
(\N
\ | N N\)
I AN F
—
N 37
T
[ !
il |
T T T T T T T T T T T T : i ‘
157.3 157.1 156.9 1299 1297 1295
f1 (ppm) f1 (ppm)
T T T T T T T T
1216 1215 1214 108 106 104 102 100
f1 (ppm) f1 (ppm)
T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 80 70 60 50 40 30 20 10

90
f1 (ppm)

Anexo 72. Espectro de RMN de '3C APT de 37 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 73. Espectro de RMN de 'H de 38 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 74. Espectro de RMN de '3C APT de 38 (101 MHz, CDCls)

244



OMe
OMe
0.0

0.5

1.0

1.5

8Y T~
9S°bb

ST'Sh V
L5°9

25

3.0

86'55 —
hipels
POt
T'1
0T
0°€

T°E
H/ONA

8L 19—

3.5

n
e}
B

L

P-Wi0J010lYd 9T°LL —

8RR
oo
T
6.90
3.4
4.5

3.6
f1 (ppm)

5
¢
T
7.00
f1 (ppm)
T T
3.8
f1 (ppm)
5.5

7.10
T
4.0

+8'9
589 L
98'9
89
69
569 .

169 / — 060
69

or's D - = €01
:.NN
E,N\

Pp-wiiojololyd 9z°L
88°L
68°L

B.m/ e - =480

B.ww. . _ JS80 o8 16'THT —
7 - _
E.w\ £T'SpT —
€18

EEETT —

6.5

9E'6TT —

s —

96°0ET ~_
171ET
89°€ET

Anexo 75. Espectro de RMN de 'H de 39 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 76. Espectro de RMN de '3C APT de 39 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 77. Espectro de RMN de 'H de 40 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 78. Espectro de RMN de '3C APT de 40 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 79. Espectro de RMN de 'H de 41 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 80. Espectro de RMN de '3C APT de 41 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 81. Espectro de RMN de 'H de 42 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 82. Espectro de RMN de '3C APT de 42 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 83. Espectro de RMN de 'H de 43 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 84. Espectro de RMN de '3C APT de 43 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 85. Espectro de RMN de 'H de 44 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 86. Espectro de RMN de *C APT de 44 (101 MHz, DMSO-dy)
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Anexo 89. Espectro de RMN de 'H de 54 (400 MHz, CD;0D)
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Anexo 90. Espectro de RMN de '3C APT de 54 (101 MHz, CD;0D)
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Anexo 91. Espectro de RMN de 'H de 55 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 92. Espectro de RMN de '3C APT de 55 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 93. Espectro de RMN de 'H de 56 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 94. Espectro de RMN de '3C APT de 56 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 95. Espectro de RMN de 'H de 57 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 96. Espectro de RMN de '3C APT de 57 (101 MHz, CDCls)
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Anexo 98. Espectro de RMN de '*C APT de 58 (101 MHz, CD;0D)

160

170

180



TIL154 (20230619)
TIL154 (20230619) DMSO

— 2.50 Dimethy! Sulfoxide-d6

~ @ NonT Mo mmoo
5 25 N8 an 883

S @ w S o o NN G666 o
I v ~N NN

59

L B
9.00 8.98 8.96
f1 (ppm)

MM

—T—T——T

8.28 8.24
f1 (ppm)

-

1.07x
2.15T
112
2.23T

T
11.0 105 10.0 9.5

100z —————
© 4 g5 E——
R
-

55 5.0
f1 (ppm)

Anexo 99. Espectro de RMN de 'H de 59 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 100. Espectro de RMN de '*C APT de 59 (101 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 101. Espectro de RMN de 'H de 60 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 102. Espectro de RMN de *C APT de 60 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 103. Espectro de RMN de 'H de 61 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 104. Espectro de RMN de *C APT de 61 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 105. Espectro de RMN de 'H de 62 (400 MHz, CD;0D)
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Anexo 106. Espectro de RMN de '*C APT de 62 (101 MHz, CD;0D)
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Anexo 107. Espectro de RMN de 'H de 63 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 108. Espectro de RMN de '3C APT de 63 (101 MHz, DMSO-ds)

OH

261



TIL110 (20221208)
TIL110 (20221208) - CDCL3

7.26 Chloroform-d

A% RV
o
"y
I | N N oH
o
N A
64

E)

.5 6.0 5.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

© 1 0.871
0.88-
2113
1.904

o 1 0.89F

5.0 4.5
1 (ppm)
Anexo 109. Espectro de RMN de 'H de 64 (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 110. Espectro de RMN de '3C APT de 64 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 111. Espectro de RMN de 'H de 67 (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 112. Espectro de RMN de '3C APT de 67 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 113. Espectro de RMN de 'H de 70 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 114. Espectro de RMN de '3C APT de 70 (101 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 115. Espectro de RMN de 'H de 71 (400 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 116. Espectro de RMN de '3C APT de 71 (101 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 118. Espectro de RMN de '3C APT de 72 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 119. Espectro de RMN de 'H de 73 (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 121. Espectro de RMN de 'H de 74 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 122. Espectro de RMN de '3C APT de 74 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 124. Espectro de RMN de '3C APT de 75 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 125. Espectro de RMN de 'H de 79 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 126. Espectro de RMN de *C APT de 79 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 129. Espectro de RMN de 'H de 81 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 146. Espectro de RMN de '3C APT de 89 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 147. Espectro de RMN de 'H de 90 (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 148. Espectro de RMN de '3C APT de 90 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 150. Espectro de RMN de '3C APT de 91 (101 MHz, CDCl;)

282



TIL228 (20240309)
TIL228 (20240309) CDCI3

9.92

@ CoRNOMANYINNO®B®N o

< IR EEER R N

% RRRRRRRGSS663 8 I
S

[o] OH
OH
(\N
)
/
FsC 92
T T 1 T T T T
770 7.68 7.66 685 6.80 39 38
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)
1
| [T
[} [
S py g LI T gk
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
f1 (ppm)
Anexo 151. Espectro de RMN de 'H de 92 (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 152. Espectro de RMN de '3C APT de 92 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 153. Espectro de RMN de 'H de 93 (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 154. Espectro de RMN de '3C APT de 93 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 155. Espectro de RMN de 'H de 94 (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 156. Espectro de RMN de *C APT de 94 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 158. Espectro de RMN de *C APT de 95 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 159. Espectro de RMN de 'H de 96 (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 160. Espectro de RMN de *C APT de 96 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 161. Espectro de RMN de 'H de 97 (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 162. Espectro de RMN de *C APT de 97 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 163. Espectro de RMN de 'H de 98 (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 164. Espectro de RMN de *C APT de 98 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 165. Espectro de RMN de 'H de 99 (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 166. Espectro de RMN de *C APT de 99 (101 MHz, CDCl;)
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Anexo 167. Espectro de RMN de 'H de 100 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 168. Espectro de RMN de *C APT de 100 (101 MHz, CDCl3)
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Anexo 169. Espectro de RMN de 'H de 101 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 170. Espectro de RMN de *C APT de 101 (101 MHz, CDCl3)

292



TIL147 (20230601)
TIL147 (20230601) CDCL3

26 Chloroform-d

CommmEaRnUEMANN DD © ~ QPO BRNNENCOOOANRRRNLE  NMMONEOQARL P
QRRITITAAROARANRNAN R S RRRR ARATTSSTTmamaann  S88083nRSSTE
PSS NRRNR N RN eR N B < PR MES MR ENNNNNNNNNANA N SSSScoooooo

3.80 3.28 2.40 0.64 0.48
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)

g

) g L5

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

5.0
f1 (ppm)

Anexo 171. Espectro de RMN de 'H de 102 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 172. Espectro de RMN de 3C APT de 102 (101 MHz, CDCl3)

293



TIL148 (20230606)
TIL 148 (20230606) CDCL3

° C O EM N OWIMN OTMEORYTINEBNT M S ON QT M
S @ SRNRRANAN 335325800 hRhbRhRnnnnal
P P U 0 i o e o ks
| SRR inininininining abninbnialna
=\

Tl M

T T
1.38 1.32

T T
1.96 1.89

3.90 3.72 3.24
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)
|
i
\‘ !
N
£ 7 L g TI 1 T 7Y
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)
Anexo 173. Espectro de RMN de 'H de 103 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 174. Espectro de RMN de *C APT de 103 (101 MHz, CDCl3)
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Anexo 175. Espectro de RMN de 'H de 104 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 176. Espectro de RMN de 3C APT de 104 (101 MHz, CDCl3)
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Anexo 177. Espectro de RMN de 'H de 105 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 178. Espectro de RMN de 3C APT de 105 (101 MHz, CDCl3)
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Anexo 179. Espectro de RMN de 'H de 106 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 180. Espectro de RMN de *C APT de 106 (101 MHz, CDCl3)
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Anexo 181. Espectro de RMN de 'H de 107 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 182. Espectro de RMN de *C APT de 107 (101 MHz, CDCl3)

298



TIL164 (20230721)
TIL164 (20230721) CDCL3

6.39

o
108
T T T T T
3.76 3.24
filepm)  fi (ppm)
|
I
|
] | g
B ¢ £ z
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2. .0 1.5 0.5 0.0
1 (ppm)
Anexo 183. Espectro de RMN de 'H de 108 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 184. Espectro de RMN de *C APT de 108 (101 MHz, CDCl3)
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Anexo 185. Espectro de RMN de 'H de 117 (400 MHz, DMSO-dy)
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Anexo 186. Espectro de RMN de '*C APT de 117 (101 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 187. Espectro de RMN de 'H de 118 (400 MHz, DMSO-dy)
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Anexo 188. Espectro de RMN de '*C APT de 118 (101 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 189. Espectro de RMN de 'H de 119 (400 MHz, DMSO-dy)
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Anexo 190. Espectro de RMN de '*C APT de 119 (101 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 191. Espectro de RMN de 'H de 120 (400 MHz, CDCl3)
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Anexo 192. Espectro de RMN de *C APT de 120 (101 MHz, CDCl3)
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VIII) 3. Espectrogramas de HRMS dos compostos testados contra L. infantum e T.

cruzi
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Anexo 193. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 1
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Anexo 194. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 2
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Anexo 195. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 5
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Anexo 196. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 6

330 mz
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Anexo 197. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 7
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Anexo 198. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 8
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Anexo 199. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 9
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Anexo 200. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 10

mz
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Anexo 201. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 11
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Anexo 202. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 12
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Anexo 203. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 13
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Anexo 204. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 14

320 mz
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Anexo 205. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 15
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Anexo 206. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 16
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Anexo 207. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 17
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Anexo 208. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 18
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Anexo 209. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 19
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Anexo 210. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 20
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Anexo 211. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 21
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Anexo 212. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 22
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Anexo 213. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 23
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Anexo 214. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 24
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Anexo 215. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 25
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Anexo 216. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 26
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Anexo 217. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 27
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Anexo 218. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 28

390 mz

Intens.
x105

282.2032

284.1389
L

)

286.1169

|

1+
299.1502

295.1160

1+
300.1532

1+
287.0786 296.1189 301.1390
L.

l 297l1329

TIL036.d: +MS, 0.6min #36

2825

285.0

287.5 290.0 2925 295.0 297.5 300.0 3025

Anexo 219. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 29
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Anexo 220. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 30
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Anexo 221. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 31
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Anexo 222. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 32
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Anexo 223. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 33
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Anexo 224. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 34
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Anexo 225. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 35
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Anexo 226. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 36
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Anexo 227. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 37
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Anexo 228. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 38
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Anexo 229. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 39
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Anexo 230. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 40
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Anexo 231. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 41
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Anexo 232. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 42
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Anexo 233. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 43
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Anexo 234. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 44
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Anexo 235. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 53
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Anexo 236. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 54
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Anexo 237. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 55
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Anexo 238. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 56
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Anexo 239. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 57
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Anexo 240. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 58
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Anexo 241. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 59
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Anexo 242. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 60
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Anexo 243. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 61
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Anexo 244. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 62
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Anexo 245. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 63
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Anexo 246. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 64
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Anexo 247. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 67
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Anexo 248. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 70
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Anexo 249. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 71
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Anexo 250. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 72
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Anexo 251. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 74
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Anexo 252. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 75
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Anexo 253. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 79
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Anexo 254. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 80
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Anexo 255. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 81
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Anexo 256. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 82
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Anexo 257. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 83

Intens.
x106

30jul24 TJL266 dil +ac.d: +MS, 1.4min #84

371.0883

381.2975
353.2662
359.3156 397.2715

T
260

T T T T t T T T
280 300 320 340 360 380 400 420 mz

Anexo 258. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 84
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Anexo 259. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 85
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Anexo 260. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 86
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Anexo 261. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 87
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Anexo 262. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 88
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Anexo 263. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 89
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Anexo 264. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 90

"
420 mz

352.2227

L

360.1933

370.1369

37
1
T

381.2971

6.1637 l
I L

386.1840

L

396.1529

I\ A

418.1345

414.2247

|1

l,

447.1358

455.2274

434.1084

429.1249 l
J T o

29jul24 TJL223 dil.d: +MS, 0.8min #47

477.1828
463.1677

o [N

360

380

T
400

420

440

Anexo 265. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 91
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Anexo 266. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 92
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Anexo 267. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 93
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Anexo 268. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 94
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Anexo 269. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 95
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Anexo 270. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 96
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Anexo 271. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 97
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Anexo 272. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 98
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Anexo 273. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 99
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Anexo 274. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 100
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Anexo 275. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 101
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Anexo 276. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 102
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Anexo 277. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 103
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Anexo 278. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 104
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Anexo 279. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 105
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Anexo 280. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 106
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Anexo 281. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 107
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Anexo 282. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 108
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Anexo 283. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 117
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Anexo 284. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 118
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Anexo 285. Espectrograma de HRMS (ESI +) de 119

290 mz

327



Intens
[mau]

3000

2000

VIII) 4. Tracas de HPLC de 6

Anexo 286. Cromatograma HPLC de 6 usado para a determinagdo da pureza HPLC (97.3%)
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