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RESUMO

SILVA, Leonardo Araujo. Sintese e avaliacdo da atividade tripanocida de novos azdis,
derivados da B-lapachona. 2022. 262 p. Tese (Doutorado em Quimica, Quimica Organica).
Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

Passados mais de 100 anos desde a sua descoberta, a doenca de Chagas ainda representa
um desafio para a humanidade, visto que o seu tratamento apresenta sérias lacunas. Além de
nao serem satisfatoriamente eficazes na fase cronica da doenca, os farmacos utilizados mundo
a fora para o seu tratamento, nifurtimox e benznidazol, ocasionam severos efeitos colaterais aos
pacientes tratados com eles. Milhares de pessoas morrem por ano devido a essa doencga, que
atinge principalmente regides tropicais, como o Brasil. No Brasil, apenas o benznidazol ¢
autorizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o tratamento da
doenca de Chagas. Desta forma, a busca por novos fairmacos mais eficientes para o tratamento
da doenca de Chagas ¢ essencial. Neste sentido, os derivados da P-lapachona tém se
configurado como compostos promissores, em especial os derivados azolicos. A B-lapachona é
uma naftoquinona, encontrada em diversas espécies arboreas e arbustivas da familia
Bignoniaceae, dentre elas, o ip€. Nas ultimas décadas, diversos grupos de pesquisa, em especial
no Brasil, tém se dedicado a sintese de derivados da -lapachona, para o combate a diversos
patdgenos, inclusive contra o Trypanosoma cruzi (T. cruzi), causador da doenca de Chagas.
Somando-se a estes esforcos, na busca de novos agentes tripanocidas, neste trabalho foram
sintetizados 26 derivados imidazolicos e 2 derivados oxazoélicos da B-lapachona, dos quais 21
sdo inéditos (compostos 8 a 26 e composto 28), além de um 2-amino-oxazol derivado da 1,10-
fenantrolina-5,6-diona (27). Dentre os compostos sintetizados, 16 foram avaliados in vitro
quanto a atividade tripanocida, além da P-lapachona, contra as formas amastigota e
tripomastigota do 7. cruzi. Quatro dos compostos avaliados pela primeira vez (compostos 7,
10, 12 e 22) foram mais ativos do que a -lapachona contra a forma tripomastigota do parasita,
nas condi¢des testadas, dentre os quais, dois (compostos 7 e 22) também foram mais ativos do
que o proprio farmaco de referéncia, o benznidazol. Contra a forma amastigota, trés (22, 23 e
24) dos composto inéditos foram mais ativos do que a B-lapachona, dos quais, dois (22 e 23)
foram mais ativos do que o benznidazol. Também foi possivel verificar que os compostos 22 e
23 maior seletividade para o parasita do que para as células do hospedeiro. O composto 22 teve
0 seu mecanismo de acdo sob o parasita investigado, ficando constatado que a mitocondria € o
seu alvo principal de acdo sobre o parasito, provocando seu inchago e um aspecto de lavagem
na organela; também foram verificadas alteracdes morfologicas nas estruturas das células do
parasito. Por estas investigacdes, pdde-se verificar danos ocasionados nos complexos I, III e
IV dos sistemas transportadores de elétrons mitocondriais. Além dos valorosos resultados de
atividade tripanocida, este trabalho também possibilitou o desenvolvimento de um novo método
de sintese do 2-amino-oxazol derivado da B-lapachona, o composto 24, ¢ a melhoria das
condi¢des reacionais do 2-amino-imidazol derivado da B-lapachona, o composto 7.

Palavras-chave: -lapachona, naftoimidazois, naftoxazois, sintese, Trypanosoma cruzi.
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ABSTRACT

SILVA, Leonardo Araujo. Synthesis and evaluation of the trypanocidal activity of new [3-
lapachone-derived azoles. 2022. 262 p. Thesis (Doctorate in Chemistry , Organic Chemistry).
Institute of Chemistry, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

After more than 100 years since its discovery, Chagas disease still represents a challenge
for humanity, since its treatment has serious gaps. In addition to not being satisfactorily
effective in the chronic phase of the disease, the drugs used worldwide for its treatment,
nifurtimox and benznidazole, cause severe side effects to patients treated with them. Thousands
of people die each year due to this disease, which mainly affects tropical regions, such as Brazil.
In Brazil, only benznidazole is authorized for the treatment of Chagas disease, by the National
Health Surveillance Agency (ANVISA). Thus, the search for new drugs for the treatment of
Chagas disease is essential. In this sense, B-lapachone derivatives have emerged as promising
compounds, especially the azole derivatives. f-lapachone is a naphthoquinone, found in several
tree and shrub species of the Bignoniaceae family, among them, ipé€. In the last decades, several
research groups, especially in Brazil, have been dedicated to the synthesis of B-lapachone
derivatives, to combat several pathogens, including Trypanosoma cruzi (T. cruzi), which causes
Chagas disease. In addition to these efforts in the search for new trypanocidal agents, in this
work 26 imidazole derivatives and 2 oxazole derivatives of B-lapachone were synthesized,
among which 21 are unpublished (compounds 8 to 26 and compound 28), in addition to a 2-
amino-oxazole derived from 1,10-phenanthroline-5,6-dione (27). Among the synthesized
compounds, 16 were evaluated in vitro for trypanocidal activity, in addition to B-lapachone,
against the amastigote and trypomastigote forms of 7. cruzi. Under the conditions tested, four
of the evaluated compounds for the first time (compounds 7, 10, 12 and 22) were more active
than [-lapachone against the trypomastigote form of the parasite, among which two
(compounds 7 and 22) were also more active than the reference drug itself, benznidazole.
Against the amastigote form, three (22, 23 and 24) of the novel compounds were more active
than B-lapachone, among which two (22 and 23) were more active than benznidazole. It was
also possible to verify that compounds 22 and 23 had greater selectivity for the parasite than
for the host cells. The mechanism of action of compound 22 under the parasite was investigated,
and it was found that the mitochondria is its main target of action, causing its swelling and a
washing aspect in the organelle; morphological changes were also observed in the structures of
the parasite's cells. By these investigations, it was possible to verify damages caused in
complexes II, IIT and IV of mitochondrial electron transport systems. In addition to the valuable
results of trypanocidal activity, this work also enabled the development of a new method of
synthesis of the 2-amino-oxazole derived from [-lapachone, compound 24, and the
improvement of the reaction conditions of the 2-amino-imidazole derived from B-lapachone,
the compound 7.

Keywords: B-lapachone, naftoimidazoles, naftoxazole, synthesis, Trypanosoma cruzi.
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1. Introducao

A tripanossomiase americana ¢ popularmente conhecida como doenca de Chagas,
em homenagem ao pesquisador brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro Chagas (1878—1934),
primeiro cientista a diagnosticar um paciente com essa doenca. E mais, Carlos Chagas foi
o primeiro, ¢ até os dias atuais permanece o Unico cientista na histéria da medicina, a
descrever completamente uma doenga infecciosa: o patogeno (7rypanosoma cruzi), o
vetor (insetos da familia Reduviidae, subfamilia Triatominae), os hospedeiros, bem como
as manifestagdes clinicas e a epidemiologia da doenga (KROPF; SA, 2009). Essa
parasitose ¢ uma das doencas que compdem o conjunto de doengas conhecidas como
doengas negligenciadas ou, doencas tropicais negligenciadas (DNT’s). O termo
negligenciadas estd associado ao fato de que elas afetam, de forma endémica,
principalmente os paises em desenvolvimento, fazendo com que recebam menor aten¢do
das grandes companhias farmacéuticas (SOUZA, 2010). Sdo apontadas pela organizagado
mundial de satide (OMS) como DNT’s as seguintes enfermidades: tlcera de Buruli,
doenca de Chagas, dengue e chikungunya, dracunculiase, equinococose, trematodiases
alimentares, tripanossomiase humana africana, leishmaniose, hanseniase, filariose
linfatica, micetoma, cromoblastomicose e outras micoses profundas, oncocercose, raiva,
escabiose e outras ectoparasitoses, esquistossomose, transmitidas pelo solo helmintiases,
envenenamento por cobra, teniase/cisticercose, tracoma e bouba (NEGLECTED

TROPICAL DISEASES, 2021).

A OMS estima que haja cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas infectadas com a doenca
de Chagas em todo o mundo, principalmente em regides endémicas nos 21 paises da
América Latina (CHAGAS DISEASE, 2021). Entre os paises latinos, o Brasil ¢ o mais
atingido pelas doencgas negligenciadas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).
Dentre elas, a doenca de Chagas ocupa um lugar de destaque devido ndo s6 as condigdes
sanitarias de algumas regides, mas também a cultura de consumir alimentos e bebidas
oriundos de vegetagdes nas quais o seu vetor de transmissao habita, como o acai e o caldo
de cana (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012). O agente etiologico da doenca de
Chagas ¢ o protozoario Trypanosoma cruzi, parasita da familia Trypanosomatidae
(CHAGAS, 1909). Esse parasita pode ser transmitido para os seres humanos e para mais

de 150 espécies de mamiferos, através de alguns dos insetos da subfamilia dos



triatomineos, principalmente, através das espécies hematofagas Triatoma infestans,
Rhodnius prolixus, e Triatoma dimidiata. No Brasil, a espécie mais comum ¢ a Triatoma
infestans. Outras espécies também habitam no Brasil e, de maneira geral, os insetos
transmissores da doenga de Chagas sao popularmente conhecidos pelo nome de barbeiros

(RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

O processo de infecgdo pelo 7. cruzi pode ocorrer de diversas formas. O parasita
se hospeda no intestino do barbeiro que o excreta nas suas fezes e urina (SANTOS et al.,
2019). Ao picar o mamifero, o inseto deposita os parasitas sobre a sua pele através dos
seus dejetos (fezes e urina). A infec¢ao ocorre devido ao instinto natural do mamifero de
cogar a regido, arrastando assim os dejetos — e, consequentemente, os parasitas — para o
ferimento causado pela picada (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Como o inseto
tem habitos noturnos, e as pessoas t€m o habito de dormir apenas com a cabega exposta,
a face acaba se tornando uma regido mais propicia as suas picadas, o que justifica o nome
popular (barbeiro) dado a ele. A ingestdo do parasita também pode ocasionar a infec¢ao,
0 que ajuda a explicar os niumeros elevados de pacientes com a doenga de Chagas na
regido norte do Brasil, onde o consumo da polpa do acgai in natura é muito frequente. Esta
via de infeccdo ¢ considerada a principal na regido da bacia amazonica, sendo chamada
de “infec¢do a distancia” (PASSOS et al., 2012). Outras formas de infec¢do possiveis se
dao através da transfusdo de sangue ou do transplante de 6rgaos contaminados, e através

da transmiss@o congénita, porém, esta ultima, em baixo percentual (ORTIZ et al., 2012).

O Trypanosoma cruzi € um parasita eucariota cujo ciclo de vida ¢ composto por
formas evolutivas diferentes no hospedeiro invertebrado e no hospedeiro vertebrado. Nos
intestinos dos triatomineos, o 7. cruzi se encontra em uma de suas formas replicativas: a
epimastigota, que se transforma na forma infectiva e ndo replicativa, tripomastigota
metaciclica. Quando o inseto defeca, essa ultima ¢ excretada e levada ao organismo do
mamifero através da entrada aberta pela picada ou de mucosas presentes na pele. Na
corrente sanguinea do mamifero predomina a forma flagelada ndo replicativa,
tripomastigota, que adentra as células do organismo hospedeiro, se transformando em
seguida na forma replicativa, amastigota. Dentro da célula, os amastigotas se replicam
intensamente. Quando ha uma grande quantidade de amastigotas, esses se transformam
novamente em tripomastigotas, que rompem a membrana celular, tornando a infectar

novas células. Se o mamifero contaminado for novamente picado pelo vetor hematdfago,



esse contrai os parasitas, tornando-se apto a transmiti-lo para outro hospedeiro (RASSI;

RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Figura 1. Ciclo de vida do 7. cruzi, mostrando as diversas formas do parasita nos
hospedeiros invertebrados (triatomineos) e nos hospedeiros vertebrados (mamiferos).
Adaptado da pagina inicial do Centro de Controle de Doengas e Prevencdo (CDC) dos
Estados Unidos da América (EUA) (adaptado de (CDC - DPDX - AMERICAN
TRYPANOSOMIASIS, 2021)).

Apbs a infec¢do do ser humano, a doenga de Chagas se apresenta em duas fases.
A fase inicial da doenca — chamada de fase aguda — dura algumas semanas, ou poucos
meses apds a transmissdao e, nesta fase, os parasitas podem infectar qualquer célula
nucleada. Durante esse periodo, podem aparecer sintomas como febre, adenomegalia
(inchago dos ganglios do sistema linfatico), hepatoesplenomegalia (inchago do figado e
do baco), miocardite (inflamacao do coragao), meningoencefalite (inflamacao do cérebro
e dos tecidos circundantes), parasitemia patente, além do chagoma de inoculagdo, que ¢
a inflamacdo na regido picada pelo triatomineo, e, ocasionalmente, o sinal de Romafa
(inchago na mucosa ocular). Na maioria dos casos essa fase ¢ assintomatica, porém
detectavel através de exame de sangue, pela detecc¢ao de parasitas na circulagdo sanguinea

(COURA; BORGES-PEREIRA, 2010). Apo6s cerca de dois meses, essa parasitemia
3



diminui drasticamente, dificultando inclusive o diagndstico, € € nessa etapa que se inicia
a fase cronica da infeccdo. Essa fase pode ser dividida em duas: a indeterminada e a
determinada. A fase indeterminada — também chamada de periodo latente — pode durar
décadas sem que o paciente sequer apresente algum sintoma, ou consiga relacionar algum
sintoma existente com a doenca de Chagas. No entanto, o risco de morte por miocardite
durante essa fase existe (CHADALAWADA et al., 2020). A fase indeterminada pode
evoluir para a fase determinada, quando pode ocorrer cardiomiopatia, embolia pulmonar
e a doenca no sistema digestorio do paciente, causando o surgimento do megaesdfago
e/ou o megacolon. A cardiomiopatia € a principal causa de morte durante a fase cronica

determinada (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).

O grande fluxo migratdrio das ultimas décadas fez com que individuos infectados
com o 7. cruzi migrassem para outras regides do planeta, aumentando a preocupagao da
comunidade cientifica com a doenca de Chagas (ANTINORI ef al., 2017). Além disso,
estudos indicam que a transmissdo vetorial da doenga de Chagas pode ocorrer em regides
fora da América Latina, como no sul dos Estados Unidos da América, onde se verifica a
existéncia de pelo menos onze espécies de triatomineos, competentes para a transmissao
do 7. cruzi. Dentre esses, ha registros de nove espécies infectadas com o 7. cruzi e da
transmissdo para mamiferos, embora os registros de casos de transmissdo para seres

humanos ainda permanecam raros (BERN ez al., 2019).

Figura 2. Mapa da distribuicao geografica da doenga de Chagas pelo mundo, elaborado

em 2010 (figura adaptada de (PATTERSON; GUHL, 2010)).



Durante a 72% assembleia da OMS, ocorrida em maio de 2019, o dia 14 de abril
ficou estabelecido como dia mundial da doenga de Chagas. A data foi escolhida como
uma referéncia ao primeiro diagnéstico publicado da doenca, em 1909 por Carlos Chagas.
Em 13 de abril de 2021, a OMS, através de seu diretor geral, Tedros Adhanom
Ghebreyesus, recomendou que os pacientes de Chagas fossem incluidos nos grupos
prioritarios para a vacinagdo contra o COVID-19 (WORLD CHAGAS DISEASE DAY
2021, 2021), pois a SARS-Cov-2 pode causar miocardite, ¢ a doenca de Chagas propicia
a ocorréncia de trombose, alteragdes cardiacas e derrames tromboticos secundarios
(ZAIDEL et al., 2020). A inclusdao de uma data no calendério internacional tende a
aumentar a visibilidade e as discussoes sobre o tema para a sociedade. Uma delas aponta
na direcdo do desenvolvimento de vacinas, que possam atenuar os efeitos da infecg¢do
com o T. cruzi, ou at¢ mesmo preveni-la. Embora a busca por uma vacina contra o 7.
cruzi tenha iniciado apenas quatro anos apoOs as ja mencionadas descobertas de Carlos
Chagas, a sociedade segue até hoje sem um imunizante comprovadamente eficaz contra

o parasita (CAMARGO et al., 2022).

Outro debate que ja ocorre ha muito tempo, quando se fala em doenca de Chagas,
¢ sobre a busca de novas terapias para o seu tratamento. Ha no mercado farmacéutico
mundial, em geral, dois farmacos recomendados para o tratamento etiologico da doenga
de Chagas, o nifurtimox (LAMPIT/Bayer) e o benznidazol (LAFEPE e Abarax/ELEA).
A eficéacia do tratamento com esses farmacos depende de diversos fatores, como a idade
e a origem geografica do paciente, devido a fenotipos populacionais distintos de pessoas
que tém capacidades de metabolismo que variam de extremamente pobres a
extremamente rapidas, influenciando assim na efetividade do farmaco. Contudo, a
eficacia do tratamento, se deve, principalmente, a fase da doenga em que o paciente se
encontra e as doses de farmaco administradas. Embora ainda seja utilizado em alguns
paises, o nifurtimox teve a sua producdo descontinuada no Brasil, na década de 80, dentre
outros fatores, devido aos diversos sintomas geralmente associados ao uso desse
medicamento (COURA; CASTRO, 2002). Uma pesquisa realizada neste ano apontou que
nos Estados Unidos, onde o nifurtimox ainda ¢ utilizado para o tratamento da doencga,
dentre aqueles que fizeram uso do firmaco entre nos anos 2001-2021 e tinham
informagdes disponiveis (243 pessoas), 91,4% (222 pessoas) apresentaram efeitos
colaterais. Dentre esses que relataram algum efeito colateral, um quinto relatou que eles

foram graves (ABBOTT; MONTGOMERY; CHANCEY, 2022). O nifurtimox foi



originalmente comercializado pela grande companhia farmacéutica Bayer ®, que em
2000 voltou a produzi-lo, depois de resultados promissores nos testes para o tratamento
da tripanossomiase africana humana (PEPIN ez al., 1989). No entanto, para o tratamento
da doenca de Chagas no Brasil, o benznidazol (Bzd) segue sendo o Unico farmaco

autorizado pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) para este uso.

\EO)—\\M/ O/\Jﬁ

Nifurtimox Benznidazol N

O,N

Figura 3. Formulas estruturais do nifurtimox e do benznidazol.

O benznidazol ¢ um farmaco da classe dos 2-nitroimidazois, cujo mecanismo de
acdo contra o 7. cruzi ndo estd completamente elucidado, embora muito jé se saiba sobre
as propriedades do benznidazol in vivo. Uma das propostas para o mecanismo de a¢ao do
benznidazol consiste na sua conversao de nitroimidazol para um nitrosoimidazol que, por
sua vez, se liga a tripanotiona do parasita. A tripanotiona ¢ um importante cofator para
manter a viabilidade das células do parasita (SUETH-SANTIAGO et al., 2017). Uma das
caracteristicas que o nifurtimox e o benznidazol apresentam em comum ¢ a sua baixa
eficacia para o tratamento da doenca de Chagas, na fase cronica. Quando administrado na
fase aguda, as chances de cura do paciente sdo acima de 50%, se diagnosticado
precocemente, levando em conta todas as vias de transmissdo. J4 na fase crOnica, as
chances de cura dependem muito dos fatores j4 mencionados no paragrafo anterior, como
idade, questdes fenotipicas, fase e periodo da doenga. Para alguns grupos de pessoas, ha
estudos que apontam que a eficacia ¢ de 0%. O benznidazol ndo deve ser administrado
em individuos que apresentem a doenca em sua forma cardiaca grave, devido a falta de
evidéncias cientificas de que haja evolugdo do quadro clinico dos pacientes, apds o
tratamento com esse medicamento (DIAS et al., 2016). O uso do benznidazol também
pode provocar efeitos colaterais graves, como nduseas, anorexia, cefaleia, artralgia,
exantema morbiliforme, erupgdo cutdnea, neuropatia periférica, anormalidades
gastrointestinais leves ou moderadas, célica intestinal, etc (PEREZ-MOLINA et al.,
2009). De maneira geral, o uso do benznidazol causa reagdes adversas em 44,1% dos
pacientes, sendo elas mais frequentes em adultos do que em criangas (51,6% em adultos,

contra 24,5% em criancas), o que faz com que 11,4% destes interrompam o tratamento.
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As reagdes severas ocorrem em 3% dos casos (CRESPILLO-ANDUJAR et al., 2018).
Tais fatores evidenciam a necessidade da busca por substancias mais eficientes do que as

que estdo disponiveis para o tratamento da doenca de Chagas.

Algumas classes de substancias se destacam na busca por novos farmacos, dentre
elas, as quinonas que sdo extraidas dos ipés (DE MOURA et al., 2001). Os ipés sao
arvores e arbustos da familia Bignoniaceae, e suas espécies foram recentemente divididas
em trés novos géneros: Tabebuia, Handroanthus e Roseodendron. No Brasil, existem
aproximadamente 40 espécies de ipés (SANTOS, 2017). Essas espécies estdo difundidas
em quase todo o territorio brasileiro, a ponto de muitas pessoas considerarem a flor da
espécie Tabebuia vellosoi (ip€ amarelo) como a flor simbolo do Brasil. O potencial
bioldgico das quinonas extraidas dos ipés € vasto, e, para além da atividade tripanocida,
também incluem-se as atividades contra Leishmania e contra diversos tipos de cancer
(DA SILVA JUNIOR et al., 2019). Dentre as quinonas, a B-lapachona se configura como

uma precursora promissora para a sintese de novos compostos com potencial tripanocida.

A B-lapachona ¢ uma orto-naftoquinona, cujo potencial tripanocida tem sido
investigado ha décadas (GOIJMAN; STOPPANI, 1985). Embora a 3-lapachona também
seja um constituinte do ip€, um dos métodos mais utilizados para a obteng¢do desta
quinona a partir do ip€ se da através da extragdo do seu isdmero, o lapachol, e conversdo
deste na orto-naftoquinona. O lapachol ¢ a naftoquinona mais abundante extraida de
espécies de Tabebuia e representa de 3 a 7% da composi¢do do material lenhoso do
vegetal, a depender da espécie, o que justifica a escolha por se obter a B-lapachona a partir
do lapachol, quando se quer prepard-la (GOMES et al., 2021). Esta sintese ocorre pela
1somerizagdo na presenga de acido sulftrico concentrado (Figura 4) (BARBOSA; DINIZ
NETO, 2013).

OH
H,S0,
0°C, 15 min

70%

lapachol B-lapachona

Figura 4. Sintese da 3-lapachona a partir do lapachol, na presenca de 4cido sulfurico.



A geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) nas células do parasita ¢,
provavelmente, o grande fator responsavel pela atividade tripanocida da (-lapachona
(SALAS et al., 2008). Infelizmente, apesar de seu elevado potencial biologico, a -
lapachona ¢ consideravelmente citotoxica para as células dos mamiferos (SILVERS et
al., 2017). Fora isso, sua atividade tripanocida cai consideravelmente na presenca de
sangue, o que pode estar associada a uma reducao promovida pela oxiemoglobina, ou por
proteinas séricas. Uma das estratégias que tém sido investigadas para “driblar” a sua

toxidez ¢ o encapsulamento da quinona em moléculas, que possam agir como carreadoras

(BARBOSA et al., 2021; NICOLETTI et al., 2020).

A sintese de derivados da B-lapachona também tem sido vastamente explorada,
para o desenvolvimento de novos compostos com atividade tripanocida. Dentre esses, 0s
derivados imidazolicos s3o alguns dos mais promissores (DE MOURA et al., 2001).
Imidazois sdo heterociclos aromaticos de cinco membros, com dois a&tomos de nitrogénio
separados por um metino, conforme visto na Figura 5, do 1,3-diazol, o imidazol mais
simples, também chamado de glioxalina. O nticleo imidazolico estd presente na estrutura

de diferentes farmacos, inclusive no benznidazol.

17 JNH
5
"—____4

Glioxalina
Figura 5. Formula estrutural e numeragao [UPAC do 1,3-diazol (glioxalina).

Até o desenvolvimento deste trabalho, os derivados imidazdlicos da [3-lapachona
mais ativos contra o 7. cruzi foram os compostos N1, N2 e N3, intitulados assim pelos
seus desenvolvedores, membros do grupo de pesquisa do inestimavel professor Dr.
Antonio Ventura Pinto, do antigo Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN) da
UFRJ (DE MOURA et al., 2001, 2004; PINTO et al., 1997).



N1 N2 N3

Figura 6. Formulas estruturais dos derivados imidazolicos da -lapachona N1, N2 ¢ N3.

Os derivados N1, N2 ¢ N3 (Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.) foram
avaliados sobre todas as formas evolutivas do parasita e apresentaram as atividades mais
relevantes contra as formas tripomastigotas e amastigotas do 7. cruzi, que sao as formas
clinicamente relevantes do parasita. A analise ultraestrutural apontou a mitocondria e a
via autofagica como alvos primdrios desses trés naftoimidazdis (MENNA-BARRETO et
al., 2005, 2007). Estudos posteriores, utilizando técnicas protedmicas e bioquimicas,
confirmaram o papel central das mitocondrias no modo de acdo de N1, N2 e N3 em
epimastigotas e tripomastigotas da corrente sanguinea (BRUNORO et al., 2016;
MENNA-BARRETO et al., 2010), mostrando que o sistema de transporte de elétrons
mitocondrial (ETS) foi severamente afetado pelo tratamento. Infelizmente, em trabalho
recente do grupo de pesquisa coordenado pelo Dr. Rubem Figueiredo Sadok Menna
Barreto e pela Dra. Solange Lisboa de Castro, do Laboratério de Biologia Celular —
Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, demonstrou-se um efeito discreto desses trés
naftoimidazdis na infec¢do aguda em camundongos, levando a uma reducao parcial da
parasitemia e nenhum efeito protetor sobre a mortalidade (BOMBACA et al., 2019). No
entanto, N1 apresentou efeitos cardioprotetores e imunomoduladores, merecendo mais
analises nesse sentido e destacando a importancia do planejamento e sintese de outros
derivados, para uma maior compreensao da relagdo estrutura-atividade desta familia de

moléculas (CASCABULHO et al., 2020).

A sintese de imidazoéis a partir da -lapachona ocorre através da condensagao da

quinona com uma fonte de amoénia, como o acetato de amonio (AcONH4), e um aldeido.



Essa condensagao também ¢ conhecida como reagao de Radzewski ou rea¢ao de Debus-
Radzewski (WANG, 2010). Essa reacao pode ser feita tanto em solu¢dao, como em fase
solida, sendo essa ultima promovida pela agdo de radiagdo micro-ondas. Nessa reagdo, a
cadeia ligada a carbonila do aldeido ocupa a posi¢ao 2 do nucleo imidazolico (Figura 7)
(PINTO et al., 2000; SILVA et al., 2008). Os compostos N1, N2 ¢ N3 derivam deste tipo
de condensagdo entre a -lapachona e o benzaldeido, o 3-indolcarboxaldeido e para-

tolualdeido, respectivamente (PINTO et al., 2000).

Figura 7. Representagdo da sintese de imidazodis a partir da B-lapachona, pela sua

condensagdo com amonia (liberada in situ pelo acetato de amonio) e diferentes aldeidos.

Em trabalho publicado pelo nosso grupo, em 2017, foram apresentadas a sintese
e a avaliacdo da atividade tripanocida de uma série de N-alquil-naftoimidazodis por
alquilagdo do composto 1, um naftoimidazol derivado da condensacdo entre a -
lapachona, amoénia e paraformaldeido. Os N-alquil-naftoimidazéis 2 e 3 (Figura
8)demonstraram atividade tripanocida promissora, sendo 2,2 e 3,2 vezes mais letais ao
parasita do que o benznidazol, nas mesmas condi¢des experimentais e apresentando

indice de seletividade (IS) de 2,7 e 13,4, respectivamente (SILVA et al., 2017).

Figura 8. Sintese dos N-alquilimidazoéis 2 e 3, através da alquilagdo do composto 1.
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Essa série de N-alquilimidazdis foi sintetizada durante o trabalho de dissertagao
de mestrado do presente autor (SILVA, 2016). Nesse trabalho, foram realizados célculos
de “Quantitative structure—activity relationship” (QSAR), que possibilitam fazer uma
analise sobre a correlagdo entre a estrutura e a atividade tripanocida dos compostos
sintetizados, cujos resultados indicaram que o efeito indutivo dos grupos substituintes
ligados ao heterociclo tem papel fundamental para essa atividade. Também foi observado
que, embora ndo haja uma linearidade entre o tamanho da cadeia alifatica e a atividade
tripanocida, a lipofilicidade desses compostos ¢ um fator importante (SILVA et al., 2017).
Esses dados nos levaram a busca por novos derivados imidazolicos com cadeias alifaticas

ligadas diretamente ao nucleo imidazdlico.

Tendo em vista que sdo raros os casos de sucesso na reagao de Debus-Radzewski
com aldeidos ndo-aromaticos, outros métodos de sintese de imidazdis foram utilizados
para a obtencdo de compostos que pudessem agrupar as caracteristicas almejadas. Nesse
sentido, o composto 6 foi preparado como um potencial intermediario para a obtencao de
2-alquilimidazéis por diferentes estratégias sintéticas explorando a reatividade da
carbonila, como: reducdo, adi¢des, condensacdes ¢ demais processos necessarios para
estas propostas sintéticas. Contudo essa reatividade nao pode ser explorada até o final do

mestrado.

O composto 6 foi sintetizado, por uma rota reacional em duas etapas, através da
acetilagdo do composto 1, na qual foi obtida a mistura dos N-acetilimidazois 4 e 5; e esta
mistura foi submetida a irradiacdo com luz ultravioleta de 300 nm de comprimento de
onda, condi¢cdo em que sofrem foto isomerizagao (rearranjo de foto-Fries), produzindo o

composto 6, em (Figura 9).
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Figura 9. Acetilacdo do composto 1 e fotosomerizagao dos produtos obtidos.

Outro produto obtido nessa mesma pesquisa de mestrado (SILVA, 2016), com
estrutura de grande interesse, com base nos calculos de QSAR, foi o composto 7, cuja
estrutura apresenta um grupo doador de elétrons (-NH>) ligado diretamente ao nucleo
imidazodlico. Esse composto foi obtido em uma condensa¢do incomum, entra a f3-
lapachona e a guanidina (adicionada ao meio na forma de cloridrato de guanidina
(NHC(NH2)2.HCI), em meio basico (Figura 10). Devido a presenca do grupo 2-
aminoimidazol em sua estrutura, o nicleo imidazdlico do composto 7 tem potencial para
ser um bioisdéstero da guanidina (AHMAD et al., 2004). Apesar de apresentar uma
estrutura promissora, o composto 7 jamais havia sido testado contra o 7rypanosoma cruzi,
devido a pouca quantidade do material disponivel, em virtude do baixo rendimento

alcangado, até a execuc¢do do presente trabalho.
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Figura 10. Sintese do 2-aminoimidazol 7, a partir da B-lapachona.

A busca por agentes tripanocidas mais eficientes permanece sendo um desafio
para o campo da quimica medicinal, e dreas associadas, dada a emergéncia vivida pelos
paises atingidos pelas DNT's, afligindo de forma mais impactante as populagdes em
situacdes de maior vulnerabilidade socioecondmica. Este trabalho soma-se a esse
conjunto de esfor¢os, com a sintese novos azois derivados da -lapachona e as avaliagdes
das atividades tripanocidas desses compostos. As propostas deste trabalho estdao descritas

a seguir, no capitulo de objetivos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo geral a sintese e avaliagdo da atividade
tripanocida de naftoimidazdis e naftoxazdis, a partir da b-lapachona e da orto-fenantreno-

quinona.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Sintese de imidazois derivados da p-lapachona

Sintetizar, purificar e caracterizar compostos imidazolicos derivados da [-
lapachona com diferentes grupos substituintes ligados diretamente ao nticleo imidazdlico,

com foco na posicao 2.

B-lapachona 4

Figura 11. Férmula estrutural dos naftoimidazois planejados.
2.2.2. Sintese de 2-amino-oxazois

Sintetizar 2-amino-oxazdis a partir da B-lapachona e da 1,10-fenantrolina-5,6-

diona (orto-fenantreno-quinolina).
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1,10-fenantrolina-5,6-diona

Figura 13. Formula estrutural do 2-amino-oxazol derivado da 1,10-fenantrolina-5,6-

diona.

3. Materiais e métodos

Para obtengdo do lapachol foram adquiridas tabuas do cerne do ipé em uma
madeireira de regido proxima a Seropédica (RJ), na qual o vendedor nao soube identificar

a espécie. Estas tdbuas foram secas e moidas no instituto de floresta da UFRRJ.

A fonte de micro-ondas empregada para a sintese do composto 1 foi um aparelho
de uso doméstico, da marca Panasonic Piccolo, modelo: NN-S42BH, frequéncia 2,45GHz

e poténcia maxima 800W.

Para a remogdo dos solventes foi utilizado um aparelho rota-evaporador ILMVAC
(LVS 105T — 10ef), banho de aquecimento IKA® HBI10 digital e aparelho de rotagao
IKA® RV10 digital.

Os pontos de fusdao dos compostos obtidos foram determinados em um aparelho

Aaker modelo PFM —11.
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Na cromatografia em camada fina (CCF), utilizaram-se placas de aluminio com
gel silica Kieselgel 60 F254, Merck, com 0,2 mm de espessura e indicador de
fluorescéncia, reveladas com lampadas de ultravioleta nos comprimentos de onda 254 nm
e 366 nm. A cromatografia em coluna foi realizada em silica, com tamanho de particula
de malha 220-440, 60 A (Merck, Darmstadt, Alemanha). A cromatografia preparativa em
camada fina foi realizada em placas de vidro com 2 mm de espessura com silica Vetec

para cromatografia preparativa com indicador de fluorescéncia.

A cromatografia gasosa (CGQG) foi realizada em cromatégrafo HP-5880, acoplado
ao espectrometro de massas (EM) computadorizado HP-5897* com detector de ions
quadrupolo e ionizacdo por impacto de elétrons (IE), 70 eV, CG/EM Varian Saturn 2000
do IQ-UFRRIJ.

A espectroscopia de infravermelho, com transformada de Fourier, com refletancia
total atenuada (FTIR-ATR) e os espectros de Raman, com transformada de Fourier (FT-
Raman), das amostras sélidas, foram obtidas, respectivamente, num equipamento Vertex
70 e em espectrometros MultiRam (ambos da Bruker), com resolucdo de 4 cm™ e 32

varreduras.

Os espectros de massa de alta resolugdo foram obtidos em aparelhos Bruker
microTOF II (IPPN-UFRJ) - para as analises com ionizagdo por "electrospray"(IES). Os
principais fragmentos foram descritos como uma relagdo entre as unidades de massa
atbmica e a carga (m/z), e a abundancia relativa de cada pico foi contabilizada

proporcionalmente ao pico base (100%).

Os processos de purificagdo e andlise realizados através de cromatografia liquida
de alta eficiéncia, em fase reversa (CLAE-FR), foram executados em um equipamento
Waters Delta Prep 4000 HPLC, coluna Phenomenex Luna C18 (5 um, 250 x 4,6 mm), com
fase moével composta por: A = acetonitrila + 0,1% TFA; B = agua + 0,1% TFA. O
monitoramento foi realizado por UV/Vis em 214 nm e 254 nm. Esses experimentos foram
acompanhados por andlises através de espectrometria de massas de ionizagdo por
dessor¢do a laser, assistida por matriz e detec¢do de ions por tempo de voo (MALDI-
ToF). O equipamento utilizado para essa analise foi um Voyager DE Mass Spectrometer

(Applied Biosystems).
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Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, e '*C (DEPT 135),
correlagdes homonuclear ('H-COSY) e heteronuclear (HSQC, 'J, e HMBC, 23)) e
NOESY foram obtidos em espectrometros Bruker Advance 400 e Bruker Advance 500
(IQ-UFRRJ), como referéncia interna foi usado tetrametilsilano (TMS), com os
deslocamentos quimicos dados em ppm (J) e as constantes de acoplamento (/) dadas em
hertz (Hz); as multiplicidades dos sinais foram assinaladas como: simpleto (s), simpleto
largo (s/), dupleto (d), duplo-dupleto (dd), tripleto (¢) e multipleto (m); e os solventes
utilizados foram MeOD, CDClz, DMSO-ds.

Os espectros de absorcao e emissao UV-Visivel foram registrados com um
espectrofluorimetro Jasco J-815, equipado com um sistema de termostato Jasco PFD-
425S15F, com precisdo de 0,1 °C. A absorcao de UV-Vis foi medida em uma célula de
quartzo de 1,0 cm, na faixa de 200-700 nm.

Foram utilizadas placas de aquecimento e agitacdo IKA® C-MAG HS7.

A nomenclatura dos compostos foi atribuida utilizando o software ACD Name do

pacote ACD Labs 6.0.

Peneiras moleculares de 3 A foram ativadas em mufla, a 400°C, e utilizadas para

secar os solventes.

A remogao de dgua residual da alumina utilizada para a sintese do composto 1 foi

realizada em mufla, a 300°C, por 12 horas e armazenada em um dessecador.

Nas reacgdes de foto-isomerizacao para sintese dos compostos 6 e 21 foi utilizado
um reator fotoquimico Rayonet (Rayonett -Photochemical Reactor — The Southern New
England Ultraviolet Company), com lampadas Southern NE. Ultraviolet CO com emissado

em 300nm.

Os dados de difracdo de raios X foram coletados com um Difratometro Bruker
D8-Venture, usando radiagio Mo Ka (A = 0,71073 A), a temperatura ambiente (298 K).
A coleta dos dados e o refinamento celular foram realizados com um Servigo de
Instrumentos Bruker e APEX3, respectivamente (APEX3, 2007). A reducdo dos dados
foi realizada com SAINT (SAINT, 2007). A correcao de absor¢dao usando reflexdes
equivalentes foi realizada com o programa SADABS (SADABS, 2001). A solucao de

estrutura e o refinamento de minimos quadrados de matriz completa, com base em F2,
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foram realizados com os programas SHELXS (SHELDRICK, 2008) e SHELXL
(SHELDRICK, 2015), respectivamente, implementados no OLEX2 (DOLOMANOV et
al., 2009). Todos os atomos, exceto hidrogénios, foram refinados anisotropicamente. As

estruturas foram desenhadas através do programa Mercury (MACRAE et al., 2006).

Os espectros e os parametros cristalograficos tedricos foram obtidos através do
software SPARTAN'14 (SHAO et al., 2006). Para o estudo do mecanismo de reagdo da
sintese dos compostos 24 e 25, os calculos de acompanhamento foram realizados
utilizando o método semiempirico, com o conjunto de bases PM6. A aquisi¢do dos
espectros vibracionais teoricos de o composto 24 foi realizada em fase gasosa, usando a
teoria do funcional da densidade (DFT), com o método Becke-3-Lee Yang Parr (B3LYP)
e conjunto de bases padrio 6-31G* (RODRIGUEZ-BECERRA et al., 2010). O mesmo
método ¢ o mesmo conjunto de bases foram usados para obter os espectros de RMN
teoricos e os pardmetros geométricos da estrutura molecular (comprimentos de ligagao,
angulos de torcdo e diedro) do composto 24, mas a geometria de equilibrio foi
previamente realizada em dimetilsulfoxido (DMSO), que foi 0 mesmo solvente utilizado
nessas se¢des experimentais. Apos a otimizacao da estrutura em DMSO, os espectros de

RMN e os parametros geométricos foram adquiridos na fase gasosa.

O benznidazol foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Todos os
demais reagentes, meios de cultura e suplementos foram da Gibco ThermoFisher

(Walthan, MA, EUA).

Todas as linhagens de células e bactérias utilizadas foram adquiridas da ATCC
(Manassas, VA, EUA). Hemadacias humanas foram adquiridas comercialmente da

Innovative Research (Novi, MI, EUA), cat # IWB3CPDAI.

Os parasitos da cepa Tulahuen C2C4 LacZ de T. cruzi foram gentilmente doados

pelo Prof. Adriano Andricopulo do Instituto de Fisica da USP-Sao Carlos, SP.

Medidas de absorbancia e densidade 6tica em microplacas foram realizadas em
leitor TECAN Infinite F PLEX. Os experimentos de citometria foram realizados em
citdmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences), equipado com laser de argdnio de
488 nm, ¢ a emissdao de compostos marcados fluoresceina. Imagens de microscopia

confocal foram obtidas em um microscopio de fluorescéncia confocal invertido, Nikon
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A1R-MP, equipado com lente objetiva de 60x por imersao em 06leo, e as imagens obtidas

foram processadas utilizando o software NIS Elements.

3.1. Extragao do lapachol

Em um extrator de Soxhlet foram inseridos 200 gramas da serragem de ipé¢,
envelopada em papel filtro. Um baldo de fundo redondo de 1000 mL contendo 750 mL
de cloroférmio foi acoplado ao Soxhlet, na presenca de pedras de ebulicdao. Este aparato
foi colocado sobre uma manta de aquecimento, com a qual submeteu-se o solvente ao
refluxo durante 12 horas. Passado esse tempo, a solugao apresentou coloracao alaranjada.
Em seguida, a solugdo foi dividida em duas fracdes de volumes iguais. Estas fragdes
foram submetidas separadamente a um processo de partigdo em um funil de decantagao
de 1,0 L, contendo 250 mL de solugdo saturada de bicarbonato de sodio, o que fez com
que a fase aquosa ficasse vermelha, cor caracteristica do sal de sddio do lapachol. Apos
o recolhimento da fase aquosa, a fase orgénica foi submetida ao tratamento com a mesma
solugdo alcalina por mais trés vezes. A solugdo aquosa obtida neste processo foi
adicionado gelo picado e a mistura foi neutralizada com solugao de 4cido cloridrico 6N,
0 que promoveu a precipitagdo do lapachol na forma de um so6lido amarelo. Este sélido
foi filtrado a vacuo sendo em seguida, dissolvido em acetato de etila. A solugdo obtida
foi concentrada em placa de aquecimento e depois, mantida em repouso em um bécher.
Apos 7 dias, foram obtidos 4,2 gramas de lapachol na forma de cristais (Figura 14), o que
corresponde a um rendimento de 2,1%, com o método utilizado. Tanto o ponto de fusao,

quanto os dados espectroscopicos estdo de acordo com o descrito na literatura

(BARBOSA; DINIZ NETO, 2013).

2-hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il)-2,3-di-hidronaftaleno-1,4-diona (lapachel): P.F. 139—
142°C; RMN-'H (500 MHz, CDCls), § (ppm): 1,70 (s, 3H); 1,81 (s, 3H); 3,32 (d, 2H);
5,22 (t, 1H); 7,38 (s, 1H); 7,69 (t, 1H); 7,76 (t, 1H); 8,08 (d, 1H); 8,13 (d, 1H). RMN-*C
(125 MHz, CDCl), ¢ (ppm): 17,88 (CHz3); 22,62 (CHz); 25,74 (CH3); 119,66 (CH);
123,48 (C); 126,04 (CH); 126,76 (CH); 129,44 (C); 132,84 (CH); 132,91 (C); 133,82
(C);134,83 (CH); 152,69 (C); 181,69 (C); 184,54 (C). IV (cm™): 3354; 1659; 1637; 1591;
1338; 1269; 1238; 1182; 1045; 935; 846; 719; 665; 580; 435.
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Figura 14. Esquema ilustrativo da metodologia empregada para a extracao do lapachol.

3.2. Sintese da f-lapachona

Em um erlenmeyer de 125 mL, imerso em banho de gelo, foram inseridos 20 mL
de 4cido sulfurico fumegante. Em seguida, 4 gramas de lapachol foram adicionados ao
meio, divididos em 7 porcdes, adicionadas de cinco em cinco minutos, sob agitagdo lenta
com o auxilio de um bastdo de vidro. Apds cinco minutos adicionais de reagdo, a mistura
foi neutralizada com solugado saturada de carbonato de sddio, na presenca de gelo picado,
promovendo a precipitagdo de um solido de cor laranja. A mistura foi filtrada a vacuo,
em funil de buchner. Uma vez que o s6lido retido permanecia com muita 4gua, mesmo
ap6s 20 minutos no buchner, sob acdo da bomba de vacuo, dissolveu-se o s6lido em
tolueno e removeu-se o excesso de agua com sulfato de sddio. A solucao foi concentrada
em placa de aquecimento e deixada em repouso para ser recristalizada. Apos duas
semanas, foram obtidos 2,6 gramas de 3-lapachona, o que corresponde a um rendimento
de 65%, com o método utilizado. Tanto o ponto de fusdo, como os dados espectroscopicos

estdo de acordo com os dados descritos na literatura (BARBOSA; DINIZ NETO, 2013).

2,2-dimetil-3,4-di-hidro-2H-benzo[ #]cromeno-5,6-diona  (B-lapachona): P.F. 154—
156°C; RMN-'H (500 MHz, MeOD), ¢ (ppm):1,51 (s, 6H); 1,91 (t, 2H); 2,53 (t, 2H);
7,67 (t, 1H); 7,72 (t, 1H); 7,84 (d, 1H); 7,98 (d, 1H). RMN-'3C (125 MHz, MeOD), ¢
(ppm): 15,66 (CH); 25,48 (CH3); 30, 97 (CHz); 79,59 (C); 112,35 (C); 123,90 (CH);
127,75 (CH); 129,99 (C); 130,64 (CH); 132,51 (C); 134,82 (CH); 162,72 (C); 178,48 (C);
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179,55 (C). IV (cm™): 2978; 2933; 1693; 1633; 1591; 1566; 1452; 1392; 1311; 1223;
1115; 1091; 927; 767; 721; 665; 526; 428. EM (IE): m/z 242 [M]"; 227; 214; 199; 181;
171; 159 (100%); 130; 102; 76.

H,SO,
0°C, 15 min

lapachol p-lapachona
Figura 15. Sintese da -lapachona, a partir do lapachol.

3.3 Sintese do 6,6-dimetil-3,4,5,6-tetrahidrobenzo[7,8] cromeno[5,6-d]imidazol
(1)

Em um almofariz foram macerados 3,42 g de 6xido de aluminio S (Riedel-de Haén
AG), 1,58 g de acetato de amonio ¢ 90 mg de paraformaldeido. Em seguida, foram
adicionados 242 mg (1,0 mmol) de B-lapachona. A mistura foi novamente macerada e
depois foi adicionada uma pequena quantidade de diclorometano, suficiente apenas para
dissolver a B-lapachona. O recipiente foi coberto com um vidro relogio (para conter o
material eventualmente projetado) e levado ao forno de micro-ondas doméstico, sob

poténcia 20 (162.8 W), por 5 minutos.

O isolamento dos produtos foi realizado através de cromatografia liquida em
coluna de fase estacionaria normal (silica-gel). Devido a presenca de alumina na amostra,
a propria amostra bruta obtida da reagado foi utilizada como pastilha para este processo. A
cromatografia foi realizada com um gradiente de polaridade do eluente, iniciando com n-
hexano/acetato de etila 4:1 e, terminando em acetato de etila 100%, sendo acompanhada
através de cromatografia de camada fina analitica (CCFA). A proporcao de acetato de
etila foi elevada rapidamente, at¢ que ndo fossem mais observadas nas placas de CCFA
manchas correspondentes aos subprodutos mais apolares, incluindo a -lapachona. Em
seguida, aplicou-se acetato de etila a coluna para a eluicdo do produto principal, o
composto 1, que pode ser observado nas placas através de uma mancha azul, revelada ao

irradid-las com luz de 254 nm. Apo6s a cromatografia, as fracdes que continham o
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composto 1 foram reunidas e concentradas em placa de aquecimento. Quando o volume
da solugdo atingiu a marca de 200 mL, interrompeu-se o aquecimento e deixou-se a
amostra em repouso, a temperatura ambiente para que ocorresse a cristalizacdo do
produto. Apds quatro dias, o solvente residual foi removido e os cristais verdes formados
foram lavados com uma pequena quantidade de n-hexano/acetato de etila 1:1. Ao final
deste procedimento foram obtidos 180 mg do composto 1, o que corresponde a um
rendimento de 71%, com o método utilizado. Tanto o ponto de fusdo, como os dados

espectroscopicos estdo de acordo com os dados anteriormente descritos na literatura

(SILVA et al., 2008).

6,6-dimetil-3,4,5,6-tetrahidrobenzo[ 7,8]cromeno[5,6-d]imidazol (1): P.F. 296-298°C;
RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 1,39 (s, 6H); 1,93 (t, 2H); 2,95 (m, 2H); 7,39
(t, 1H); 7,52 (t, 1H); 8,12 (d, 1H); 8,33 (m, 1H); 12,62 (s, 0,61H); 13,07 (s, 0,32H). RMN-
BC (125 MHz, DMSO-ds), J (ppm): 19,01 (CH>); 26,90 (CH3); 31,91 (CH>); 74,63 (C);
102,84 (C); 121,42 (CH); 122,55 (CH); 123,04 (C); 123,62 (CH); 126,13 (CH); 129,81
(C); 131,59 (C); 138,43 (CH); 144,55 (C). IV (cm™): 3058; 3051; 2970; 2943; 2811;
2788; 1602; 1587; 1452; 1433; 1367; 1253; 1153; 1118; 1055; 947; 818; 769; 650; 635;
603; 449. EM (IE): m/z 252 [M]"; 196 (100%); 168; 140; 115; 102; 76.

0 Nﬂ

+ AcONH, __ ALOspo _

gz
n

paraformaldeido

B-lapachona © 1(71%) ©

Figura 16. Sintese do 6,6-dimetil-3,4,5,6-tetrahidrobenzo[7,8]cromeno[5,6-d]imidazol
(1).

Alguns dos cristais obtidos foram enviados para realizagdo da analise por difragao

de raio X.

3.4. Sintese dos nitro-imidazois

3.4.1. Alquila¢do do composto 1

Em um tubo reator pyrex de 10 mL foram inseridos 50 mg (0,2 mmol) do

composto 1, 6 mL de acetonitrila anidra e 8 mg (0,2 mmol) de uma suspensao de hidreto

22



de sodio (60 %) em parafina. O tubo foi fechado e a mistura resultante foi submetida a
agitacdo magnética em temperatura ambiente, durante 2 horas. Em seguida, foram
adicionados 35 uL (0,25 mmol) de bromo-hexano e a mistura foi submetida a temperatura
de 80°C e agitagao magnética durante 48 horas. Os produtos obtidos foram isolados em
placa de cromatografia de camada fina preparativa (CCFP), utilizando uma mistura de n-
hexano/acetato de etila (1:3). As amostras foram extraidas da silica com acetato de etila.
Este procedimento produziu 30 mg do composto 2 ¢ 30 mg do composto 3, o que
corresponde a rendimentos de 44,5% para ambos os isomeros, com o método utilizado.
Para ambos os compostos, tanto o ponto de fusdo, como os dados espectroscopicos estao

de acordo com os dados anteriormente descritos na literatura.

Figura 17. Sintese dos N-alquilimidazéis 1-hexil-6,6-dimetil-1,4,5,6-tetra-
hidrobenzo[7,8]cromeno[5,6-d]imidazol  (2) e  3-hexil-6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-
hidrobenzo[7,8]cromeno[5,6-d]imidazol (3).

Numa das vezes em que esse procedimento foi realizado, algumas amostras de
ambos os isomeros foram concentradas em rota-evaporador e deixadas em eppendorf,
cobertas com papel aluminio, com pequenos furos, para que o solvente evaporasse
espontaneamente. Este procedimento resultou em alguns cristais de ambos 0os compostos,

os quais foram submetidos ao experimento de difragdo de raio X.

1-hexil-6,6-dimetil-1,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 |cromeno[5,6-d]imidazol (2): P.F. 125—
128°C; UV (CH3CN; (€)) Amax = 332 nm (2700). Infra-vermelho (KBr) cm™': 3409, 3144,
3083, 3010, 2973, 2924, 2844, 1666, 1652, 1605, 1588, 1486, 1451, 1367, 1257, 1161,
1120, 1056, 948, 770. RMN-'H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm): 0,88 (t, 3H); 1,27-1,42 (m,
6H); 1,45 (s, 6H); 1,99 (t, 4H); 3,20 (t, 2H); 4,54 (t, 2H, J = 6,5 Hz); 7,49 (t, IH, J = 7,5
Hz); 7,57 (t, 1H, J = 7,1 Hz); 7,96 (s, 1H); 8,09 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 8,41 (d, 1H, J =8,3
Hz). RMN-3C (100 MHz, CDCIl3), § (ppm): 13,98 (CH3); 18,49 (CH>); 22,51 (CHy);
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26,29 (CHa); 26,74 (2 CHs); 30,04 (CH,); 31,28 (CH,); 32,32 (CH,); 48,15 (CHo); 74,66
(C); 107,60 (C); 119,86 (CH); 120,75 (C); 121,18 (C); 123,46 (CH); 123,77 (CH); 124,52
(C); 125,98 (CH); 140,33 (C); 141,22 (CH); 145,15 (C). IV (em™): 3076; 2978; 2958;
2920; 2854; 2360; 2341; 1674; 1624; 1591; 1487; 1379; 1361; 1327; 1211; 1163; 1082;
933; 837; 765; 638; 555; 455.

3-hexil-6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 |cromeno[5,6-d]imidazol (3): P.F. 126—
129°C; RMN-'H (400 MHz, CDCl3), 6 (ppm): 0,88 (t, 3H, J = 6,9 Hz); 1,30-1,40 (m,
6H); 1,46 (s, 6H); 1,88 (qui, 2H); 1,98 (t, 2H, J = 6,6 Hz); 3,19 (t, 2H, J = 6,7 Hz); 4,36
(t,2H,J=7,3 Hz); 7,44 (t, 1H, J =7,5 Hz); 7,57 (t, 1H, J = 7,2 Hz); 7,77 (s, 1H); 8,26 (d,
1H, J = 8,3 Hz); 8,52 (d, 1H, J = 8,0 Hz). RMN-3C (100 MHz, CDCl5), J (ppm): 13,98
(CHs); 19,62 (CH2); 22,53 (CH2); 26,43 (CH2); 26,54 (2 CH3); 31,35 (CH>); 32,37 (CH);
32,53 (CHy); 47,04 (CH>); 73,60 (C); 101,59 (C); 121,28 (CH); 122,40 (CH); 123,57 (2
C); 123,93 (CH); 126,44 (CH); 128,80 (C); 133,41 (C); 140,43 (CH); 145,9 (C). IV (cm™
1): 3068; 2952; 2929; 2850; 1720; 1643; 1626; 1581; 1494; 1456; 1363; 1317; 1247,
1167; 1116; 1043; 995; 943; 885; 823; 764; 651; 626; 459.

3.4.2. Nitragao do N-alquilimidazol composto 2

Em um baldo de 15 mL foram dissolvidos 33,6 mg (0,1 mmol) do N-
alquilimidazol 2 em 3 mL de tetraidrofurano anidro. Apds a dissolucdo, a mistura foi
resfriada a 0°C e adicionou-se 200 pL de solugdo 0,5 M de tetraflorborato de nitronio
em sulfolano. A mistura permaneceu em agitacdo a 0°C durante 4 horas. Em seguida,
deixou-se a temperatura da mistura se equilibrar com a temperatura ambiente e a mistura
permaneceu em agitacdo por 12 horas adicionais. Todo este procedimento foi feito sob
atmosfera inerte de N2. Ao final deste processo, o solvente foi evaporado e a mistura
obtida foi submetida a uma particdo em acetato de etila/dgua, resultando em 7 mg do
nitro-imidazol 8, apds a evaporagdo do solvente, o que corresponde a um rendimento de

18%, com o método utilizado.

1-hexil-6,6-dimetil-2-nitro-1,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 |cromeno([5,6-d]imidazol ~ (8):
P.F. ndo determinado (n.d.); RMN-'H (500 MHz, CDCls), § (ppm): 0,86 (t, 3H); 1,18 (m,
8H); 1,33 (s, 6H); 1,40 (s, 3H); 1,44 (t, 3H); 1,98 (m, 2H); 2,15 (t, 2H); 2,15 (qui, 1H);
2,57 (m, 1H); 4,54 (m, 1H); 4,62 (m, 1H); 7,42 (t, 1H); 7,50 (t, 1H); 7,60 (t, 1H); 8,06 (d,
1H). IV (cm™): . EMAR (IES+, MeOH-H,0-0.1%-AcOH): m/z 404,1939 [M + Na]*
(calculado: 404,1944).
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Figura 18. Sintese do 1-hexil-6,6-dimetil-2-nitro-1,4,5,6-tetra-
hidrobenzo[7,8]cromeno[5,6-d]imidazol (8).

3.4.3. Nitragao do N-alquilimidazol 3

Em um baldo de 15 mL foram dissolvidos 33,6 mg (0,1 mmol) do N-
alquilimidazol 3 em 3 mL de 1,4-dioxano anidro. Apds a dissolucdo, a mistura foi
resfriada a 14°C e adicionou-se 200 pL de solugcao 0,5 M de tetraflGorborato de nitronio
em sulfolano. A mistura permaneceu em agitacdo durante 30 minutos, a 12°C. Em
seguida, deixou-se a temperatura da mistura se equilibrar com a temperatura ambiente.
Todo este procedimento foi feito sob atmosfera inerte de N2. Ao final deste processo, o
solvente foi evaporado e a mistura obtida foi submetida a uma particdo em acetato de
etila/agua, resultando em 36 mg do nitro-imidazol 9, apds a evaporacao do solvente, o

que corresponde a um rendimento de 74%, com o método utilizado.

3-hexil-6,6-dimetil-2-nitro-1,2,3,4,5,6-hexa-hidrobenzo[ 7,8 |cromeno[ 5,6-d|imidazol
(9): P.F. 82-87°C; RMN-'H (500 MHz, CDCl3), J (ppm): 0,83 (t, 6H); 1,18 (s, 6H); 1,27
(m, 7H); 1,35 (m, 3H); 1,42 (s, 6H); 1,73 (d, 2H); 1,84 (qui, 2H); 1,95 (t, 2H); 3,11 (t,
2H); 4,74 (t, 2H); 7,48 (t, 1H); 7,57 (t, 1H); 8,20 (d, 1H); 8,53 (d, 1H);. RMN-'3C (125
MHz, CDCl), 6 (ppm): 13,92 (CH3); 19,44 (CH>); 22,49 (CH»); 26,14 (CH»); 26,45
(CHs3); 29,70 (CH2); 31,21 (CH2); 32,01 (CHyz); 47,76 (CH2); 74,66 (C); 100,31 (C);
122,10 (CH); 122,92 (CH); 125,44 (C); 126,25 (CH); 126,66 (C); 127,89 (CH); 130,60
(C); 132,59 (C); 145,95 (C); 150,86 (C). IV (cm™): 2954; 2919; 2852; 1724; 1581; 1479;
1460; 1315; 1240; 1215; 1166; 1118; 1060; 946; 856, 767; 717, 651; 601; 416. EM (IES+,
MeOH-H>0-0.1%-AcOH):: m/z 404 [M + Na]" (calculado: 404). m/z 382 [M + H]"
(calculado: 382).
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Figura 19. Sintese do 3-hexil-6,6-dimetil-2-nitro-1,2,3,4,5,6-hexa-
hidrobenzo[7,8]cromeno[5,6-d]imidazol (9).

9(74%) O

3.5. Sintese e derivatiza¢do do 2-acetilimidazol (6)

3.5.1. N-acetilagdo do composto 1 e fotoisomeriza¢do dos intermediarios N-acetilados

Em um baldo de fundo redondo, de 25 ml, foram dissolvidos 176,3 mg do
composto 1 em 6 ml de anidrido acético, sobre esta solugdo adicionou-se 0,6 ml de
trietilamina. A mistura foi mantida sob agitacdo durante 3 horas, a 50°C. Apoés essa etapa,
a mistura foi vertida em um bécher de 100 mL, contendo solucao fria (aproximadamente
5°C) de bicarbonato de s6dio 5%. Em seguida, o pH foi ajustado com bicarbonato de
sodio para um valor entre 7 e 8, formando um precipitado de cor parda. O precipitado foi
filtrado em funil de Biichner e depois de estar aparentemente seco foi pesado, conferindo
205 mg de material solido. O precipitado formado, sem purificacao prévia, foi dividido
em dois tubos pyrex e dissolvido em 35 mL de acetato de etila, grau espectroscopico, em
cada tubo. A solugdo obtida foi irradiada com luz ultravioleta de comprimento de onda
de 300 nm, no reator fotoquimico Rayonet, por 24 horas, em batelada. A solugdao que
antes da irradiacdo era praticamente incolor ficou amarela. Esta solu¢do amarela foi usada
para preparo de uma pastilha e o produto principal obtido foi isolado através de
cromatografia liquida em coluna, em fase normal (silica-gel), com eluente formado por
hexano/acetato de etila (7:3). Apos evaporagdo das amostras contendo o produto
principal, foram obtidos 188 mg do 2-acetilimidazol 6 (90% de rendimento para as duas

etapas), na forma de um so6lido amarelo.

1-acetil-6,6-dimetil-1,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 |chromeno[ 5,6-dJimidazol  (4): EM
(IES): m/z 295 [M+H]".
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3-acetil-6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 Jchromeno[5,6-d]imidazol  (5): EM
(IES): m/z 295 [M+H]".

1-(6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 Jcromeno[ 5,6-d|imidazol-2-il)etanona  (6):
P.F. 205-215°C; UV-Vis (MeOH) A / nm 208, 234, 288, 370. RMN-'H (500 MHz,
DMSO-ds), 6 (ppm): 1,40 (s, 6H); 1,92 (t, 2H); 2,71 (s, 3H); 2,95 (t, 1,5H); 3,06 (t,
0,70H); 7,51 (m, 1H); 7,59 (m, 1H); 8,14 (t, 1H); 8,42 (d, 0,7H); 8,55 (d, 0,3H); 13,53 (s,
0,7H); 14,04 (s, 0,3H);. RMN-!3C (125 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 18,54 (CH,); 18,98
(CH2); 26,27 (CH3); 26,45 (CHz3); 26,87 (CHs); 31,64 (CHz); 32,00 (CHz); 74,93 (C);
75,95 (C); 102,66 (C); 108,06 (C); 121,34 (C); 121,65 (CH); 122,83 (CH); 124,43 (C);
125,11 (CH); 125,28 (C); 125,53 (C); 125,96 (CH); 126,60 (CH); 126,86 (C); 127,23
(CH); 132,94 (C); 140,51 (C); 145,11 (C); 146,40 (C); 147,12 (C); 147,58 (C); 190,12
(C); 190,69 (C). IV (cm™): 3413; 3246; 3062; 2974; 2924; 1672 (C=0); 1585; 1490;
1434; 1348; 1240; 1161; 1126; 1062; 997; 946, 885; 763; 694; 649; 588; 547; 462. EM
(IES): m/z 294 [M]".

99%

Ac,O
—_— =
Et;N, 50°C, 2h

hv 300nm
4 ¢ §—>»
AcOEt, t. amb. 24h

6 (90%)

Figura 20. Sintese do 1-(6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[7,8]cromeno[5,6-
d]imidazol-2-il)etanona (6).

3.5.2. Reduc¢do da carbonila cetonica do 2-acetilimidazol 6
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3.5.2.1. Reducgcdo com NaBH4

Em um tubo reator pyrex de 10 mL de foram dissolvidos 30 mg do composto 6
em 5 mL de metanol e, em seguida, foram adicionados 2 mg de hidroxido de potéssio e
28 mg de borohidreto de sodio (NaBH4). A mistura foi mantida em agitagdo magnética
por duas horas, em temperatura ambiente. O metanol foi evaporado em aparelho rota-
evaporador e o solido obtido foi novamente dissolvido em acetato de etila. Com a solugao
organica formada foi realizada uma particio com dgua, para remoc¢do do material
inorganico. A fase organica da parti¢ao foi recolhida, e a 4gua remanescente foi removida
com sulfato de sodio anidro. Ap6s a evaporagdo do acetato de etila em rota-evaporador,

foram obtidos 30 mg do imidazol hidroxilado 10, totalizando um rendimento de 99%.

1-(6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 ]cromeno[ 5,6-d|imidazol-2-il)etanol:  (10):
P.F. 235-239°C; RMN-'H (500 MHz, DMSO-dj), 6 (ppm): 1,37 (s, 3H); 1,38 (s, 3H);
1,55 (dd, 3H); 1,90 (m, 2H); 2,94 (t, 1H); 3,00 (t, 1H); 4,98 (m, 1H); 5,62 (d, 0,5H); 5,73
(d, 0,5H); 7,35 (td, 1H); 7,48 (t, 1H); 8,09 (t, 1H); 8,28 (d, 0,5H); 8,37 (d, 0,5H); 12,38
(s, 0,5H); 12,82 (s, 0,5H). RMN-'3C (125 MHz, DMSO-dj), 6 (ppm): 18,80 (CH>); 19,19
(CH2); 23,50 (CH3s); 26,89 (CH3); 26,94 (CHs); 27,00 (CH3); 31,96 (CH2); 32,28 (CHa);
56,50 (C); 56,66 (C); 74,29 (C); 74,51 (C); 103,06 (C); 108,24 (C); 121,15 (C); 121,38
(CH); 121,62 (CH); 122,45 (CH); 122,58 (CH); 122,73 (C); 122,86 (C); 123,25 (CH);
123,47 (CH); 125,69 (CH); 125,96 (CH); 126,19 (CH); 130,41 (C); 131,06 (C); 139,36
(C); 143,47 (C); 144,18 (C); 155,11 (C); 156,65 (C). IV (cm™): 3167; 3135; 3068; 2973;
2927; 1587; 1438; 1369; 1338; 1300; 1238; 1163; 1103; 1059; 1041; 951; 885; 763; 652;
592; 530; 447. EMAR (IES+, MeOH-H,0-0.1%-AcOH): m/z 297,1587 [M + H]"
(calculado: 297,1603).
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KOH, NaBH,
EtOH, 2h, t. amb.

10 (99%) O

Figura 21. Reacdo de redug¢do do composto 6 com hidreto de sodio. Sintese do 1-(6,6-

dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 ]cromeno[ 5,6-d|imidazol-2-il)etanol (10).
3.5.2.2. Redug¢dao com NaBH/AICl3

Em um tubo reator pyrex, de 10 mL, foram inseridos 30 mg do composto 6, 23
mg de cloreto de aluminio (AICI3) e 17 mg de boro-hidreto de s6dio. O tubo foi lacrado
com lacre de aluminio e tampa de borracha e, através de uma seringa, foram inseridos 3
mL de tetraidrofurano anidro. O ar dentro do tubo foi trocado por nitrogénio e a mistura
foi submetida a agitacdo magnética, a 62°C, por 45 minutos. Apos esse periodo, foi feita
uma analise em CCF, na qual verificou-se a formagao de trés produtos, sendo um deles o
imidazol hidroxilado 10, além de outros dois produtos, apresentando Rf maiores do que
o primeiro. A mistura foi novamente submetida a reagcdo, nas mesmas condi¢des por mais
uma hora e quinze minutos, totalizando duas horas de reacao. Depois, novamente foi feita
uma analise em CCF e verificou-se o Unico produto remanescente era o imidazol
hidroxilado 10, além de uma pequena quantidade do composto 6. O isolamento do
produto obtido foi feito de forma semelhante ao descrito no topico 3.5.2.1, assim como a

massa de produto obtida também foi de 30 mg, perfazendo o rendimento de 99%.

0 HO

AICl;, NaBH,

THF, 62 °C, 2h

10 (99%) O

Figura 22. Reacdo de redu¢do do composto 6 com hidreto de sodio e cloreto de aluminio.
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3.5.2.3. Reducado via reagdo de Clemmensen

Em um tubo reator pyrex, de 10 mL, foram inseridos 5 mL de etanol, 250 pL de
acido acético, 10 uL acido cloridrico 6N e 30 mg do composto 6. O tubo foi fechado e a
mistura foi agitada e aquecida a 75 °C e, em seguida, retirada do aquecimento até que a
temperatura chegasse a 50 °C. O tubo foi aberto e foram adicionados 7 mg de zinco em
p6. Em seguida, o tubo foi novamente fechado e submetido ao aquecimento, a 75 °C. Este
procedimento de adi¢do de zinco foi repetido por mais nove vezes, num intervalo de uma
hora e quarenta e cinco minutos, totalizando uma adi¢ao de 70 mg deste metal a mistura.
Apos a ultima adicdo, a mistura foi mantida sob aquecimento e agitacdo por quinze
minutos adicionais. A mistura obtida foi filtrada e, em seguida, o isolamento prosseguiu
de forma semelhante ao descrito no tdpico 3.5.2.1. A massa de produto obtida foi de 25

mg, perfazendo o rendimento de 82,5%.

AcOH, HCI, Zn
—_—
EtOH, 75°C. 2h

10 (82,5%) ©

Figura 23. Reacao de reducdo do composto 6, via redugdo de Clemmensen.
3.5.3. Acetilagdo do composto 10

Em um tubo reator pyrex, de 10 mL, foram inseridos 30 mg do composto 10, 1
mL de anidrido acético (Ac20) e 2 mL de acido acético (AcOH). O tubo foi fechado e a
mistura foi submetida a agitagdo magnética durante 17 horas, a 80°C. As analises em CCF
indicaram a formacdo de um tUnico produto, restando uma pequena quantidade do
composto 10. O produto obtido foi isolado em CCFP, com uma mistura 1:3 de
hexano/acetato de etila como eluente. A massa de produto obtida foi de 22 mg. Apos
analises, verificou-se que o produto formado € proveniente da acetilacao da hidroxila do

composto 10. Desta forma, o rendimento da reagdo foi de 65%.
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1-(6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 cromeno[ 5,6-d|imidazol-2-il)acetato de etila
(11): P.F. n.d.; RMN-"H (400 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 1,37/1,39 (s, 6H); 1,68 (d, 3H);
1,94 (m, 2H); 2,07/2,09 (s, 3H); 2,93 (t, 1,2H); 3,01 (t, 0,7H); 6,04 (qua, 1H); 7,40 (m,
1H); 7,52 (m, 1H); 8,11 (m, 1H); 8,24 (d, 0,4H); 8,30 (d, 0,6H); 12,64 (s, 0,6H); 13,04 (s,
0,4H). RMN-*C (100 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 18,75 (CHz); 19,12 (CHa); 19,67
(CH3); 19,88 (CH3); 21,50 (CHa); 26,87 (CHs); 26,93 (CH3); 31,86 (CH2); 32,20 (CHy);
66,80 (CH); 66,87 (CH); 74,47 (C); 74,75 (C); 102,77 (C); 108,23 (C); 120,99 (C); 121,44
(CH); 122,52 (CH); 122,76 (CH); 123,01 (C); 123,33 (C); 123,67 (CH); 124,03 (CH);
125,97 (CH); 126,21 (C); 126,26 (CH); 126,19 (CH); 130,72 (C); 131,10 (C); 139,29 (C);
143,84 (C); 144,82 (C); 149,37 (C); 150,73 (C) ; 170,19 (C). IV (cm™): 3166; 3136; 3068;
2973;2927; 1587, 1438; 1369; 1338; 1300; 1238; 1162; 1103; 1059; 950, 885; 763; 651;
530; 447. EMAR (IES+, MeOH-H,0-0.1%-AcOH): m/z 339,1705 [M + H]" (calculado:

339,1708).
)
HO >—O
N—= N—=
NH NH
Ac,0, AcOH
—_—
80°C, 17h
10 o) 11 (65%)

Figura 24. Acetilagcdo do composto 10.
3.5.4. Reagdo entre o composto 10 e cloreto de tosila

Em um tubo reator de vidro, de 15 mL, foram inseridos 30 mg do composto 10 e
22 mg de cloreto de tosila (CI-Ts). O tubo foi lacrado e o ar interno foi trocado por No.
Foram adicionados a mistura 3 mL de acetonitrila anidra e 10 pL de trietilamina. A
mistura permaneceu em agitagdo magnética, a 75°C, durante 36 horas. Com a mistura
obtida realizou-se uma parti¢cao em acetato de etila e 4gua. A fase organica foi recolhida,
o solvente evaporado e uma aliquota da amostra obtida foi enviada para analise em

CLAE-EM. Os produtos obtidos ndo foram isolados ao prazo de entrega deste trabalho.
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3.5.5. Sintese da oxima 12

Em um tubo reator de pyrex, 10 mL, foram dissolvidos 30 mg (0.1 mmol) do
composto 6 em 5 mL de etanol e depois foram adicionados 35 mg (0.45 mmol) de
cloridrato de hidroxilamina (NH>OH.HCI). A mistura permaneceu em agitacao a 75°C,
durante 24 horas. Os produtos foram isolados em coluna cromatografica de fase normal,
com hexano/acetato de etila (7:3) como eluente, fornecendo 22 mg do composto 12, o

que corresponde a um rendimento de 70%.

(12)-1-(6,6-dimetil-3,4,5,6-tetrahidrobenzo[ 7,8 Jcromeno[ 5,6-d]imidazol-2-il)etanona
oxima (12): P.F. 253-256°C; RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds),  (ppm): 1,40 (s, 6H); 1,93
(t, 2H); 2,36 (s, 3H); 3,02 (t, 2H); 7,43 (t, 1H); 7,54 (t, 1H); 8,12 (d, 1H); 8,44 (m, 1H);
11,45 (s, 1H); 12,73 (sl, 0,6H); 13,21 (sl, 0,4H). RMN-!3C (125 MHz, DMSO-ds), ¢
(ppm): 11,78 (CH3); 18,98 (CHz); 22,56 (CH2); 26,92 (CH3); 29,49 (CH2); 31,96 (CH>);
60,43 (C); 63,54 (C); 70,23 (C); 74,72 (C); 121,62 (CH); 122,58 (CH); 124,12 (CH);
126,25 (CH); 143,49 (C); 146,57 (C); 148,40 (C); 153,50 (C); 163,38 (C); 172,70 (C). IV
(cm™): 3419; 3066; 2981; 2885; 2848; 2771; 2688; 2511; 2360; 1614; 1589; 1483; 1442;
1373; 1338; 1261; 1165; 1124; 1028; 968; 918; 873; 767; 703; 482; 441. EMAR (IES+,
MeOH-H20-0.1%-AcOH): m/z 310,1555 [M + H]" (calculado: 310,1555).

o) HO—N

\

NH OH.C1

EtOH, 75°C, 2411

12 (70%)

Figura 25. Sintese da oxima 12.
3.5.6. Sintese da hidrazona 13

Em um tubo reator pyrex, de 10 mL, foram dissolvidos 30 mg (0.1 mmol) do
composto 6 em 5 mL de etanol e depois foram adicionados 20 pL de hidrato de hidrazina
(NH2NH2.H20). A mistura permaneceu em agitacdo a 75°C, durante 24 horas. Os

produtos obtidos foram isolados em CCFP, com uma mistura 1:1 de hexano/acetato de
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etila como eluente, fornecendo 20 mg do composto 13, o que corresponde a um

rendimento de 65%.

(172)-1-(6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 ]cromeno[ 5,6-d]imidazol-2-il)etanona
hidrazona (13): P.F. 252-256°C; RMN-'H (500 MHz, DMSO-d5), 6 (ppm): 1,41/1,42 (s,
6H); 1,95 (m, 2H); 2,56 (m, 3H); 3,05 (m, 2H); 7,46 (m, 1H); 7,57 (m, 1H); 8,15 (m, 1H);
8,41 (2, 0,6H); 8,63 (2, 0,3H); 13,06 (s, 0,5H); 13,55 (sl, 0,3H). RMN-'3C (125 MHz,
DMSO-ds), 6 (ppm): 15,10 (CH3); 18,68 (CHz); 19,23 (CHz); 26,92 (CHs); 31,83 (CHy);
32,14 (CHy); 74,68 (C); 75,06 (C); 102,91 (C); 108,07 (C); 121,10 (C); 121,50 (CH);
122,69 (CH); 123,50 (C); 124,27 (CH); 124,90 (CH); 126,13 (CH); 126,33 (C); 126,72
(CH); 132,28 (C); 132,61 (C); 140,38 (C); 144,33 (C); 146,26 (C); 147,28 (C); 148,22
(C); 151,55 (C). EMAR (IES+, MeOH-H»0-0.1%-AcOH): m/z 309,1720 [M + H]"
(calculado: 309,1715).

o) H,N—N

NHNHHO0

EtOH, 75°C, 2411

13 (65%)

Figura 26. Sintese da hidrazona 13.
3.5.7. Série de reagoes de Claisen-Schmidt com o composto 6

Todas as reagdes de Claisen-Schmidt com o composto 6 foram realizadas
seguindo o mesmo método: em um tubo reator pyrex, de 10 mL, foram dissolvidos 30 mg
do composto 6 em 5 mL de etanol e adicionados 7 mg de KOH. A mistura foi submetida
a agitacdo magnética durante uma hora e, logo ap6s, adicionou-se 0.6 mmol do aldeido
correspondente  (benzaldeido, para-tolualdeido, cinamaldeido, furfuraldeido e
acetaldeido), deixando a reagao em andamento em temperatura de 70°C, durante 72 horas.
Ap0s refrigeragdo brusca da amostra, formaram-se precipitados nas reagdes com
benzaldeido, para-tolualdeido e cinamaldeido, os quais foram filtrados em funil de
buchner. Este procedimento resultou em 28 mg do composto 14 (reacdo com

benzaldeido), na forma de um solido laranja, 29 mg do composto 15 (reacdo com para-
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tolualdeido), na forma de um sdélido laranja, e 24,5 mg do composto 16 (reacdo com
cinamaldeido), na forma de sélidos de coloragdo vermelha, correspondendo aos

rendimentos de 75, 73 e 60%, respectivamente.

(2E)-1-(6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 |cromeno| 5,6-d]imidazol-2-il)-3-
fenilprop-2-en-1-ona (14): P.F. n.d.; RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 1,42 (s,
6H); 1,95 (t, 2H); 3,00 (t, 1,3H); 3.13 (m, 0,5H); 7,51 (m, 3,5H); 7,65 (m, 0,7H); 7,82—
8,00 (m, 2,7H); 8,15 (d, 1H); 8,23 (d, 0,7H); 8,53 (d, 0,65H); 8,60 (d, 0,25H); 13,75 (s,
0,6H); 14,27 (s, 0,2H). IV (cm™): 3346; 3055; 2922; 2850; 2540; 1708; 1660; 1487; 1446;
1340; 1238; 1161; 1105; 978; 875; 765; 683; 648; 569; 521; 482. (IES+, AcOEt-H,O-
0.1%-AcOH): m/z 383,1752 [M + H]" (calculado: 383,1759).

(2E)-1-(6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 cromeno[ 5,6-d]imidazol-2-il)-3-(4-
metilfenil)prop -2-en-1-ona (15): P.F. n.d.; RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds), § (ppm):
1,41 (s, 6H); 1,95 (t, 2H); 2,37 (s, 1,1H); 2,99 (t, 3H); 7,31 (d, 2H); 7,53 (m, 1H); 7,65
(m, 1H); 7,77 (m, 1H); 7,90 (m, 1H); 8,16 (m, 2H); 8,52 (d, 0,5H); 13,72 (s); 14,24 (s).
RMN-13C (125 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 18,89 (CH,); 21,60 (CH3); 26,88 (CH3); 31,63
(CH>); 70,21 (C); 75,65 (C); 102,74 (C); 121,52 (CH); 121,87 (CH); 122,90 (CH); 124,54
(C); 125,38 (CH); 126,78 (C); 127,39 (CH); 129,27 (CH); 130,27 (CH); 132,30 (C);
133,34 (C); 141,49 (C); 143,38 (CH); 147,31 (C); 147,97 (C); 179,55 (C). IV (cm™):
3325; 3246; 2922; 2850; 1732; 1643; 1581; 1483; 1435; 1332; 1215; 1165; 1124; 1076;
970; 808; 763; 736; 698; 653; 497; 482; 453. EMAR (IES+, AcOEt-H>0-0.1%-AcOH):
m/z 397,1898 [M + H]" (calculado: 397,1916).

(2E,4E)-1-(6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 ]cromeno[ 5,6-d]imidazol-2-il)-5-

fenilpenta-2, 4-dien-1-ona (16): P.F. n.d.; RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 1,43
(s, 6H); 1,96 (t, 2H); 3,00 (s, 1,4H); 3,11 (t, 6H); 7,26 (m, 0,4H); 7,30 (m, 0,6H); 7,37
(m, 1H); 7,44 (m, 3H); 7,54 (m, 1H); 7,66 (d, 3H); 7,72-7,84 (m, 2H); 8,17 (d, 1H); 8,48
(d, 0,7H); 8,62 (d, 0,3H); 13,70 (s, 0,7H); 14,22 (s, 0,3H). RMN-'3C (125 MHz, DMSO-
ds), 0 (ppm): 18,57 (CHy); 18,91 (CHz); 26,89 (CH3); 31,65 (CHyz); 32,03 (CH2); 75,01
(C); 75,59 (C); 102,76 (C); 108,04 (C); 121,29 (C); 121,70 (CH); 122,93 (CH); 123,08
(CH); 124,53 (C); 125,62 (C); 125,65 (C); 125,97 (CH); 126,12 (CH); 126,21 (CH);
126,69 (CH); 126,86 (C); 127,38 (CH); 127,91 (CH); 127,98 (CH); 128,03 (CH); 129,22
(CH); 129,40 (CH); 129,55 (CH); 129,74 (CH); 129,81 (CH); 131,71 (CH); 133,30 (C);
133,38 (C); 133,62 (C); 140,89 (C); 142,50 (CH); 142,89 (CH); 143,87 (CH); 144,45 (C);
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145,30 (C); 147,43 (C); 147,89 (C); 153,71 (CH); 179,66 (C) ; 180,18 (C). EMAR (IES+,
AcOEt-H,0-0.1%-AcOH): m/z 409,1891 [M + H]* (calculado: 409,1916).

(2E)-1-(6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 Jchromeno[ 5,6-d]imidazol-2-il)-3-(2-
furil)prop-2-en-1-ona (17): P.F. n.d.; EMAR (IES+, AcOEt-H,0-0.1%-AcOH): m/z
373,1528 [M + H]" (calculado: 373,1546).

(2E)-1-(6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 |chromeno[ 5,6-d]imidazol-2-il)but-2-
en-1-ona (18): P.F. n.d.; EMAR (IES+, AcOEt-H20-0.1%-AcOH): m/z 321,1641 [M +
H]" (calculado: 321,1597).

NH NH
OO KOH, RCHO CO
—_—
EtOH, 70°C, 72h
6 o] o
Composto: 14 15 16 17 18
Aldeido: benzaldeido  para-tolualdeido cinamaldeido furfuraldeido acetaldeido
= °
R: | . %CH;
Nio foi Nio foi
%% 75 73 60 . .
determinado determinado

Figura 27. Série de reacoes de Claisen-Schmidt com o composto 6.

3.6. Sintese do 2-benzoilimidazol (21)

Em um tubo reator pyrex, de 10 mL, foram inseridos 25,2 mg (0,1 mmol) do
composto 1, 5 mL de acetonitrila anidra, 35 puL de cloreto de benzoila e 21 uL de
trietilamina. A mistura foi mantida sob agitacdo durante 24 horas, a 50°C. Apds essa
etapa, a mistura foi vertida em um bécher de 50 mL contendo solugdo fria
(aproximadamente 5°C) de bicarbonato de so6dio 5%. Em seguida, o pH foi ajustado com
bicarbonato de so6dio para um valor entre 7 e 8, formando um precipitado de cor parda.

Buscou-se filtrar o precipitado, no entanto, o mesmo ficou aderido nas paredes do bécher.

35



Por isso, adicionou-se acetato de etila, o que dissolveu completamente o precipitado e
fez-se uma particdo. A fase organica foi recolhida e a 4gua residual do solvente foi
removida com sulfato de s6dio. O volume desta solugdo organica foi reduzido para cerca
de 30 mL, através da evaporagdo do solvente em aparelho rotaevaporador. A solugao
obtida foi dividida igualmente em dois tubos de quartzo, de 20 mL, e irradiadas com luz
ultravioleta de comprimento de onda, de 300 nm, no reator fotoquimico Rayonet, por 24
horas, em batelada. A solu¢do que antes da irradiacdo era praticamente incolor ficou
amarela. Esta solu¢do amarela foi usada para preparo de uma pastilha e o produto
principal obtido foi isolado através de cromatografia liquida em coluna, em fase normal,
com eluente formado por hexano/acetato de etila (7:3). Apds evaporagdo das amostras
contendo o produto principal, foram obtidos 5,3 mg do composto 21, na forma de um

solido amarelo, o que corresponde a um rendimento de 15% para as duas etapas.

(6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 Jcromeno[ 5,6-d]imidazol-2-il)(fenil)metanona
(21): P.F. n.d.; RMN-"H (400 MHz, DMSO-d), 6 (ppm): 1,41/1,42 (s, 6H); 1,96 (m, 2H);
3,02 (t, 1,6H); 3,10 (t, 0,7H); 7,52 (t, 1H); 7,63 (m, 3H); 7,72 (t, 1H); 8,17 (t, 1H); 8,45
(d, 1H); 8,58-8,67 (m, 3H); 13,76 (s, 0,7H); 14,29 (s, 0,3H);. RMN-*C (100 MHz,
DMSO-ds), o (ppm): 18,56 (CH2); 18,99 (CH2); 26,91 (CH3); 31,67 (CH2); 31,97 (CHy);
75,10 (C); 75,61 (C); 102,65 (C); 108,06 (C); 121,80 (CH); 122,91 (CH); 124,58 (C);
125,36 (CH); 126,92 (C); 127,37 (CH); 128,84 (CH); 131,28 (CH); 132,69 (C); 133,54
(CH); 136,79 (C); 141,07 (C); 146,07 (C); 147,91 (C); 181,42 (C). IV (cm™): 3255; 2968;
2933; 1634; 1626; 1593; 1496; 1483; 1442; 1330; 1255; 1203; 1161; 1120; 1018; 952;
904; 877; 756; 696; 665; 648; 600; 565; 453; 418. EM (IE): m/z 356 [M]"; 327; 313; 300;
272; 105 (100%); 77.
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MeCN, 24h

o
N%\
N
+ Et,N,50°Cc  © N/\ + -
—_—
~

Cl 0

hv, 300nm
AcOEt, 24h

19 + 20

21 (15%)

Figura 28. Sintese do 2-benzoilimidazol (21).

3.7. Sintese dos dialquilimidazois 22 e 23

Em um tubo reator pyrex, de 10 mL, foram inseridos 201,6 mg (0,8 mmol) do
composto 1, 56 uL (0,8 mmol) de trietilamina anidra, 472 pL (3,2 mmol) de 1-iodohexano
e 20 mL de acetonitrila anidra. O tubo foi fechado e a mistura foi agitada a 90 °C, por 72
horas. Em seguida, a acetonitrila foi evaporada e a amostra foi dissolvida em acetato de
etila. Com esta solucao, realizou-se uma particdo com agua destilada. A fase organica foi
recolhida e removeu-se a 4gua residual com sulfato de sdédio. Com a fase orgénica da
particdo foi realizada uma cromatografia em coluna com hexano/acetato de etila (1:3)
como eluente, resultando em 250 mg do composto 22 (57% de rendimento), na forma de
um soélido castanho. Este procedimento foi repetido, substituindo o 1-iodohexano por 525
uL (3,2 mmol) de 1-iodoheptano, produzindo assim 230 mg do composto 23 (40% de

rendimento), na forma de um so6lido castanho.

iodeto de 1,3-di-hexil-6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 ]cromeno[ 5,6-d]imidazol-
1-io (22): P.F. 88-90°C; RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 0,86 (m, 6H); 1,29
(m, 8H); 1,39 (m, 4H); 1,43 (s, 6H); 1,96 (m, 6H); 3,29 (t, 2H, J = 6,49 Hz); 4,65 (t, 2H,
J=17,35 Hz); 4,82 (t, 2H, J = 7,09 Hz); 7,71 (t, 1H, J = 7,69 Hz), 7,81 (t, IH, ] = 7,35
Hz); 8,36 (d, 1H, ] = 8,54 Hz); 8,38 (d, 1H, J = 8,54 Hz); 9,59 (s, 1H). RMN-3C (125
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MHz, DMSO-djs), 5 (ppm): 13,85 (CHa); 13,88 (CHa); 18,55 (CHa); 21,95 (CHa); 21,98
(CHa); 25,23 (CHa); 25,47 (CH,); 26,12 (CHs); 28,38 (CHy); 30,18 (CHa); 30,63 (CHa):;
30,69 (CHa,); 31,11 (CHa); 49,09 (CHa); 49,72 (CHa); 75,20 (C); 102,96 (C); 120,05 (C);
120,07 (C); 121,22 (CH); 123,14 (CH); 124,60 (C); 126,63 (CH); 128,52 (CH); 129,49
(C); 140,02 (CH); 148,03 (C). IV (em™): 3147; 3136; 3072; 2956; 2920; 2850; 1641;
1579; 1566; 1464; 1454; 1413; 1350; 1286; 1197; 1168; 1159; 1116; 1051; 1001; 989;
966; 883; 771; 725; 646; 611; 553; 414. EMAR (IES+, MeOH-H,0-0.1%-AcOH): m/z
421,3191 (calculado =421,3213), CasHa1N2O.

iodeto de 1,3-di-heptil-6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 cromeno| 5,6-
d]imidazol-1-io (23): P.F. n.d.; RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds), ¢ (ppm): 0,84 (t, 6H);
1,25-1,29 (m, 6H); 1,30-1,41 (M, 12H); 1,44 (s, 6H); 1,95 (m, 6H); 2,97 (qua, 3H); 3,29
(t, 3H); 4,66 (t, 2H); 4,82 (t, 2H); 7,72 (t, 1H); 7,82 (t, 1H); 8,36 (d, 1H); 8,39 (d, 1H);
9,60 (s, 1H). RMN-'3C (125 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 14,43 (CH3); 19,98 (CH>); 22,44
(CH2); 22,48 (CHy); 22,52 (CH2); 23,07 (CHs); 25,96 (CH2); 26,20 (CHz); 26,54 (CH3);
26,87 (CH2); 28,58 (CH>); 28,64 (CHz); 28,83 (CH2); 28,90 (CHy); 29,61 (CH2); 30,63
(CH2); 31,55 (CHy); 31,71 (CH2); 38,94 (CHz); 49,52 (CHz); 50,15 (CHz); 75,63 (C);
103,39 (C); 120,51 (C); 121,68 (CH); 123,57 (CH); 125,03 (C); 127,07 (CH); 128,95
(CH); 129,91 (C); 140,52 (CH); 148,47 (C); 169,32 (C). IV (ecm™): 3172; 3118; 2954;
2922; 2854; 1980; 1907; 1851; 1720; 1627; 1572; 1527; 1454; 1421, 1369; 1334; 1259;
1194; 1165; 1113; 1051; 985; 964; 883; 816; 765; 727; 659; 646. EMAR (IES+, MeOH-
H>0-0.1%-AcOH): m/z 449,3538 [M]" (calculado: 449,3531), C30H4sN-O.

R _
\ I
+
Nﬁ\ N:-:\
NH N
IR, Et;N
T
R o C t
MeCN, 90°C, 72h ° omposto
-CH,(CH,),CH, 57 22
1 3 & -CH,(CH,)sCH; 40 23

Figura 29. Sintese dos dialquilimidazois 22 e 23.
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3.8. Sintese e derivatiza¢do do par de oxazois 24 e 25

3.8.1. Sintese do par de oxazois 24 e 25

Em trés tubos reatores pyrex, de 10 mL, foram adicionadas em cada um as
seguintes amostras: 80,7 mg de B-lapachona, 76 mg de tioureia e 4,5 mL de metanol. As
misturas foram agitadas a temperatura ambiente até que ocorresse a homogeneizagao.
Entdo, em cada tubo reator, 23 mg de KoCOs foram adicionados. Os tubos foram fechados
e aquecidos a 65 °C por 48 h. A quantidade total de cada uma das substancias usadas na
reagao foi: 242 mg (1 mmol) de B-lapachona, 228 mg (3 mmol) de tioureia, 69 mg de
K>CO3 (0,5 mmol) e 14,5 mL de metanol. Apds o tempo de reagdo, as trés misturas foram
unidas, o solvente foi evaporado e a mistura solida resultante foi dissolvida em acetato de
etila. Com esta solucdo realizou-se uma parti¢do para remover o carbonato de potassio e
o excesso de tiouréia. Os produtos retidos na fase organica foram separados por
cromatografia em coluna aberta (silica-gel), usando como eluente uma mistura de hexano
e acetato de etila (1:1), resultando em 237 mg do composto 24, na forma de um soélido
verde musgo, ¢ 16 mg do 25, na forma de um 6leo azul escuro, o que corresponde aos
rendimentos de 88% e 6%, respectivamente. Uma solucdo contendo 16 mg do composto
24 em 1,5 mL de DMSO-ds (usado para o experimento de RMN) foi deixada exposta ao
ar atmosférico por 30 dias, proporcionando a formacdo de mono-cristais. Esses cristais

foram analisados por FTIR-ATR, Raman e difra¢do de raios X.

Figura 30. Sintese do par de oxazdis 24 e 25. Reacdo de condensacao entre a 3-lapachona

€ a tioureia.

6,6-dimetil-5,6-di-hidro-4H-benzo[7,8]cromeno[6,5-d][ 1,3]oxazol-2-amina (24): P.F.
205-208°C; UV-Vis (MeOH) A / nm 210, 249, 330; RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds), ¢
(ppm): 1,39 (s, 6H); 1,90 (t, 2H, J 6,62 Hz); 2,92 (t, 2H, J 6,62 Hz); 7,2 (s, 2H); 7,37 (t,
1H, J 7,57 Hz); 7,47 (t, 1H, J 7,25 Hz); 8,01 (d, 1H, J 7,88 Hz); 8,08 (d, 1H, J 8,51 Hz);
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RMN-13C (125 MHz, DMSO-dy), 5 (ppm): 16,94 (CHa); 26,29 (CHs); 31,04 (CH,); 74,29
(C); 102,06 (C); 121,20 (CH); 121,92 (CH); 122,96 (2 C); 123,16 (CH); 125,35 (CH);
129,25 (C); 142,62 (C); 142,84 (C); 161,50 (C). IV (v / cm)): 3423, 3419, 3402, 3381,
3290, 3050, 2971, 2950, 1662, 1633, 1589, 1459, 1407, 1367, 1324, 1161, 1122, 1047,
1010, 958, 883, 858, 763. Raman (v / cm™') 3074, 2974, 2931, 1658, 1610, 1570, 1531,
1462, 1402, 1377, 1344, 1329, 1276, 1167, 1049, 1010, 970, 746. EMAR (IES+, MeOH-
H,0-0.1%-AcOH): m/z 269,1286 [M + H]" (calculado: 269,1290).

6,6-dimetil-5,6-di-hidro-4H-benzo[ 7,8 cromeno[5,6-d][1,3]oxazol-2-amina (25): P.F.
n.d.; RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 1,38 (s, 6H); 1,89 (t, 2H, J 6,78 Hz); 2,88
(t, 2H, J 6,65 Hz); 7,29 (t, 1H, J 7,03 Hz); 7,39 (s, 2H); 7,48 (t, 1H, J 7,03 Hz); 7,76 (d,
1H, J 8,28 Hz); 8,07 (d, 1H, J 8,53 Hz); RMN-'3C (100 MHz, DMSO-dj), J (ppm): 18,65
(CH2); 26,91 (CH3); 31,93 (CH2); 74,76 (C); 107,12 (C); 118,24 (CH); 118,41 (C); 120,43
(C); 122,49 (CH); 122,85 (CH); 126,68 (CH); 134,87 (C); 139,48 (C); 145,35 (C); 163,34
(C). EMAR (IES+, MeOH-H,0-0.1%-AcOH): m/z 269,1295 [M + H]" (calculado:
269,1290).

3.8.2. Acetilagdao do composto 24

Em um tubo reator pyrex, de 10 mL, foram inseridos 53,6 mg do composto 24 ¢
1,0 mL de anidrido acético. O tubo foi fechado e a mistura foi submetida a agitagao
magnética durante uma hora e meia, a 55°C. Ap0s esse periodo, a mistura foi vertida em
solugdo de bicarbonato de so6dio 5% e, apos a neutralizacdo do pH da solucdo, realizou-
se uma particdo com acetato de etila. A fase organica foi recolhida e o solvente foi
evaporado em aparelho rotaevaporador, apos secagem com sulfato de soédio. Este
procedimento resultou em 59 mg do composto 26, na forma de um so6lido azul turquesa,

o que corresponde a um rendimento de 95%.

N-(6,6-dimetil-5,6-di-hidro-4H-benzo[ 7,8 ]cromeno[6,5-d][ 1,3 ]Joxazol-2-il)acetamida

(26): P.F. n.d.; RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 1,40 (s, 6H); 1,92 (t, 2H); 2,19
(s, 3H); 2,94 (t, 2H); 7,47 (t, 1H); 7,59 (t, 1H); 8,14 (d, 2H); 11,56 (s, 1H); RMN-13C (125
MHz, DMSO-ds), d (ppm): 16,91 (CH>); 23,49 (CHz3); 26,35 (2 CH3); 30,88 (CHz); 56,00
(©); 79,73 (C); 75,11 (C); 102,02 (C); 121,16 (CH); 122,26 (CH); 122,81 (C); 124,00 (C);
124,30 (CH); 126,60 (CH); 127,23 (C); 144,05 (C); 145,66 (C); 152,96 (C); 171,36 (C).
IV (v/cm™): 3195; 3037; 2976; 2943; 2929; 1712; 1649; 1591; 1568; 1537; 1410; 1367;
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1327; 1255; 1161; 1118; 1057; 1028; 1012; 972; 949; 881; 817; 773; 719; 646; 580; 528;
447. EM (IES+, MeCN-H,0-0.1%-AcOH): m/z 643 [2M + Na]*, 311 [M]" (100%).

NH, HN4<
N§< N§<

o]

Ac,0

. o

55°C, 1.5h
e}

24

26 (95%) O

Figura 31. Acetilacdo do composto 24.

3.9. Sintese do oxazol 27

Em um tubo reator pyrex, de 10 mL, foram inseridos 21 mg (0,1 mmol) de 1,10-
fenantrolina-5,6-diona, 23 mg (0,3 mmol) de tioureia e 1,5 mL de etanol. As misturas
foram agitadas a temperatura ambiente até que ocorresse a homogeneizacdo e, em
seguida, foram adicionados 21 mg (0,05 mmol) de K>COs. O tubo foi fechado e a mistura
foi mantida em agitagdo magnética por 72 horas, a temperatura ambiente. Apos o tempo
de reacdo, o solvente foi evaporado e os compostos organicos foram separados do restante
da amostra em uma coluna filtrante. Inicialmente, utilizou-se uma mistura de
hexano/acetato de etila (1:1) e observou-se a saida de tioureia nas primeiras fracdes e,
antes que parasse de sair tioureia, o produto obtido na reacdo também comegou a ser
extraido. Em seguida, passou a ser utilizado acetato de etila para a extracdo, resultando
em 30 mg de amostra, apos a evaporagao do solvente. Desses 30 mg de amostra, 11 mg
foram submetidos a uma cromatografia em HPLC, com uma coluna semipreparativa. Dos
11 mg, foram isolados 7 mg do composto 27, indicando que dos 30 mg de amostra, ha

cerca de 19 mg do composto 27, perfazendo um rendimento de 81%.

8,11-di-hidro[1,3]oxazol[4,5-f]-1,10-fenantrolin-2-amina (27): P.F. 224-230°C; RMN-
'H (500 MHz, DMSO-dj), § (ppm): 8,01-8,04 (dd, 1H, ] 8,34 Hz, I’ 4,57 Hz); 8,06 (s,
2H); 8,07-8,10 (dd, 1H, J 8,25 Hz, J’ 4,87 Hz); 8,66 (d, 1H, J 8,35 Hz); 8,94 (d, IH, J
8,15 Hz); 9,06 (d, 1H, J 4,37 Hz); 9,18 (d, 1H, J 4,57 Hz); RMN-'*C (125 MHz, DMSO-
ds), 0 (ppm): 117,79 (C); 122,16 (C); 124,57 (CH); 125,06 (CH); 129,60 (CH); 134,04
(CH); 136,07 (C); 145,72 (CH); 146,79 (CH); 164,52 (C). IV (v / cm™): 3649; 3103;
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2981; 2889; 2360; 2341; 2163; 2054; 1703; 1662; 1593; 1556; 1508; 1440; 1355; 1246;
1165; 1132; 1060; 968; 939; 800; 736; 721692; 613; 480; 428. EMAR (IES+, MeOH-
H>0-0.1%-AcOH): m/z 237,0763 [M + H]" (calculado: 237,0776); 259,0587 [M + H]*
(calculado: 259,0595).

+ K,CO;, MeOH
— Y
t.amb., 72 h

NH,

1,10-fenantrolina-5,6-diona

Figura 32. Sintese do oxazol 27. Rea¢do de condensagdo entre a 1,10-fenantrolina-5,6-

diona e a tioureia.

3.10. Sintese e derivatizagdo do 2-aminoimidazol (1)

3.10.1. Sintese do composto 1

Em trés tubos reatores pyrex, de 10 mL, foram adicionadas em cada um as
seguintes amostras: 67 mg de [-lapachona, 79 mg de cloridrato de guanidina
(NHC(NH2)2.HCI) e 5 mL de metanol. As misturas foram agitadas a temperatura
ambiente até que ocorresse a homogeneizagdo. Entdo, em cada tubo reator, 113 mg de
K>COs foram adicionados. Os tubos foram fechados e aquecidos a 70 °C por 14 h. A
quantidade total de cada uma das substancias usadas na rea¢do foi: 201 mg (0,83 mmol)
de B-lapachona, 237 mg (2,48 mmol) de cloridrato de guanidina (NHC(NH2)2), 400 mg
de K>CO3 (2,89 mmol) e 15 mL de metanol. Apds o tempo de reacdo, as trés misturas
foram unidas, o solvente foi evaporado e a mistura solida resultante foi dissolvida em
acetato de etila. Com esta solugdo realizou-se uma parti¢do para remover o carbonato de
potassio e o excesso de guanidina. Os produtos retidos na fase organica foram separados
por cromatografia em coluna com um gradiente de polaridade, iniciando com acetato de
etila 100%, terminando com acetato de etila/ metanol (1:1). Este procedimento resultou
em 111 mg do composto 7, na forma de um so6lido castanho, o que corresponde a um

rendimento de 50%.

6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 cromeno[5,6-d]imidazol-2-amina (7): P.F. n.d.;
RMN-'H (500 MHz, DMSO-dp), 6 (ppm): 1,35 (s, 6H); 1,87 (t, 2H, J Hz); 2,86 (t, 2H, ]
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Hz); 5,93 (s, 2H); 7,19 (t, 1H,J Hz); 7,35 (t, 1H, J 7,41 Hz); 7,99 (d, 1H); 8,01 (d, 1H).
RMN-13C (125 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 18,96 (CH,); 26,96 (CHa); 32,27 (CHo); 73,98
(C); 104,46 (C); 120,76 (CH); 121,45 (C); 121,57 (CH); 122,38 (C); 122,45 (CH); 124,93
(C); 125,00 (CH); 142,53 (C); 154,06 (C); 171,88 (C); 142,84 (C); 161,50 (C). IV (v /
em'): 3492; 3480; 3378; 3301; 3117; 2923; 2651; 2323; 2288; 2168; 2052; 1983; 1657;
1625; 1537; 1450; 1414; 1270; 1009; 811; 503. EMAR (IES+, MeOH-H,0-0.1%-
AcOH): m/z 268,1446 [M + H]" (calculado: 268,1450).

NHC(NH,), HCI, K,COy4

MeOH, 70°C, 14h

p-lapachona

Figura 33. Sintese do 2-aminoimidazol 7, a partir da B-lapachona.
3.10.2. Acetilagdo do composto 7

Em um tubo reator de vidro, de 20 mL, foram inseridos 37 mg do composto 7
(0,14 mmol), 5,1 mg de 4-dimetilaminopiridina (DMAP; 4,2 x 10~ mmol), 262 uL de
anidrido acético e 9,3 mL de dimetilformamida (DMF). Em seguida, o tubo foi fechado
e a mistura foi mantida em agitacdo magnética, durante 5 horas, a 45°C. Apds o tempo
de reagdo, observou-se através das analises em CCF a formacgao de trés produtos. Apos a
evaporacao do solvente e a realizacdo de uma particdo com acetato de etila e dgua, os
produtos foram isolados em CCFP, resultando em 1,3 mg do composto 28A, 2,3 mg do
composto 28B e 18 mg do composto 28C. Apenas o produto principal, 28C, foi analisado,
tendo sido caracterizado como o composto 28C. O rendimento para a sintese desse

composto foi de 42%.

N-(6,6-dimetil-3,4,5,6-tetra-hidrobenzo[ 7,8 Jcromeno[ 5,6-d]imidazol-2-il)acetamida

(28C): P.F. n.d.; RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 1,37 (s, 6H); 1,90 (t, 2H);
2,15 (s, 3H); 2,97 (t, 2H); 7,34 (m, 1H); 7,45 (m, 1H); 8,09 (d, 1H); 8,19 (m, 1H); 8,50
(m, 1H); 11,50 (s, 0,4H); 11,57 (s, 0,6H); 11,76 (s, 0,5H); 12,30 (s, 0,5H); RMN-'3C (125
MHz, DMSO-ds), é (ppm): 18,24 (CH>); 18,34 (CH»); 22,97 (CH3); 26,43 (2 CH3); 31,51
(CH2); 31,72 (CH2); 73,94 (C); 102,60 (C); 103,69 (C); 106,97 (C); 119,37 (C); 120,32
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(C); 120,81 (CH); 121,33 (CH); 121,99 (CH); 122,53 (CH); 122,79 (CH); 123,19 (CH);
124,83 (C); 125,18 (CH); 125,38 (CH); 125,79 (C); 126,36 (CH); 127,25 (C); 136,62 (C);
143,42 (C); 143,79 (C); 144,23 (C); 144,61 (C); 168,80 (C); 169,05 (C). IV (v / cm):
3323; 3246; 2976; 2925; 1737; 1645; 1581; 1483; 1437; 1373; 1236; 1219; 1165; 1076;
1043; 970; 808; 763; 736; 719; 632; 603; 542; 497; 482. EM (IES+, MeCN-H,0-0.1%-
AcOH): m/z 310 [M]".

NH NH
Ac,0, DMAP
_—
DMF, 45°C, 5h
7 o 28¢ o

Figura 34. Acetilacdo do composto 7.

3.11. Ensaios biologicos realizados na UFRRJ

Os ensaios descritos no topico 3.7/ foram realizados no Laboratorio de
Imunologia e Virologia Veterinaria, Departamento de Microbiologia e Imunologia
Veterindria, no instituto de veterinaria da UFRRJ, em colaborag¢do com a professora Dr*

Débora Decote Ricardo de Lima e com o Dr. Paulo Pitasse Santos.

Devido aos problemas com os rendimentos em algumas reagdes, dificuldade no
1solamento e prazo de entrega do trabalho, nem todos os compostos foram testados nos
ensaios bioldgicos realizados na UFRRIJ, no laboratério da Prof. Dr* Débora Decote
Ricardo de Lima. Os produtos testados, foram a B-lapachona e os compostos 1, 6, 7, 10,

11, 12, 14, 22, 23 ¢ 24.
3.11.1. Cultivo de linhagem células mamiferas LLC-MK?2

As células LLC-MK2 (fibroblastos renais de Macaca mulata, ATCC) foram
mantidas em meio DMEM completo suplementado com 2,5 % de soro fetal bovino (SFB)
em estufa a 37°C com controle de umidade e atmosfera a 5% de CO». O indculo foi obtido
pelo tratamento da monocamada de células com solugdo aquosa de 0,25% m/v de tripsina

e 1 mM de écido etileno-diamino acético (EDTA) por 5 minutos. Passagens na propor¢ao
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de 1:6 do volume do in6culo foram realizadas a cada 4 dias. A suspensdo de células foi
quantificada por contagem em camara de Neubauer por critério de exclusdo por azul de

tripan e ajustada para os valores descritos nos experimentos.
3.11.2. Cultivo de T. cruzi na forma tripomastigota

Células LLC-MK2 com 50% de confluéncia em garrafas de cultura de 175 cm? de
area de cultivo (T-175) foram infectadas com 5 x 107 formas tripomastigotas de T. cruzi
da cepa Tulahuen C2C4 LacZ, transfectadas com plasmideo de Escherichia coli para a
expressdo citoplasmatica da enzima [-galactosidase (BGal). Foi utilizado meio DMEM
completo com 2,5 % SFB. Apds 24 h, o meio foi removido e a monocamada de células
lavada com tampao fosfato-salino (PBS) com pH 7,2. Meio DMEM completo com 2,5 %
SFB foi adicionado a cultura e renovado a cada 2 dias. Formas tripomastigotas foram
recolhidas do sobrenadante entre os 7° e 12° dias apods a infecgdo e enriquecidas por
centrifugacdo diferencial. A suspensdo dos parasitas foi quantificada por contagem em
camara de Neubauer por critério de motilidade e ajustada para os valores descritos nos

experimentos.
3.11.3. Ensaios de atividade contra amastigotas de T. cruzi

Em uma placa de 96 pogos transparentes foram adicionadas células LLC-MK2 (1
x 10* células por/pogo) em meio DMEM com 5% SFB. Ap6s incubagio por 2h a 37°C e
5% CO, para adesdo, foram adicionados tripomastigotas de 7. cruzi (1,5 x 10° / pogo),
da cepa Tulahuen C2C4. Apds incubacdo por 24 h a 37°C e 5% COz para infecgdo, os
pocos foram lavados com PBS a 37°C para remogao dos parasitas nao internalizados. Os
compostos avaliados e o farmaco de referéncia, benznidazol (Bzd), pré-diluidos em
DMSO, foram adicionados em dilui¢do seriada em triplicatas em meio DMEM sem
corante com 5% SFB para o volume final de 120 pL/poco. Foram mantidos também
situagdes controle sem tratamento, branco (sem adi¢do de parasitos) e com 0,3% v/v
DMSO (concentragao maxima de DMSO no meio de cultivo). Apds incubagao por 120 h
a 37°C /5% CO, adicionam-se 30 pL de solucdo de vermelho de clorofenol B-D-
galactopiranosideo (CPRG) a 0,3 mg/mL contendo 0,5% v/v Igepal CA-630 em PBS.
Seguindo-se incubagdo por mais 2 h nas mesmas condi¢des. Apos esse periodo a

absorbancia foi medida em A = 570 nm.
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3.11.4. Ensaios de citotoxidade contra células LLC-MK2

Em uma placa de 96 pogos transparentes foram adicionadas células LLC-MK2 (1
x 10* células por/pogo) em meio DMEM com 5% SFB. Apds incubacdo por 24h a
37°C/5% CO; para adesdo, os compostos avaliados, pré-diluidos em DMSO (25 mM),
foram adicionados em dilui¢do seriada em triplicatas, em meio DMEM sem corante com
5% SFB para o volume final de 120 pL/pogo. Apds incubacdo por 120 h a 37°C/5% COz,
o meio foi removido e a monocamada de células lavada com PBS. O meio DMEM-SVF
com 5% SFB foi reposto (100 pL/pogo), juntamente com 20 pnL/poco de solucdo 5 mg/mL
de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) em PBS. Apos
incubacdo por 2h a 37°C/5% CO», o sobrenadante foi removido e os cristais de formazana
de MTT solubilizados em DMSO (150 uL/pogo). A absorbancia foi medida em leitor de

placas em 4 = 570 nm.
3.11.5. Tratamento estatistico dos dados de atividade in vitro

Os valores de absorbancia obtidos dos experimentos in vitro foram descontados
da média do controle branco e convertidos em valores percentuais de viabilidade relativos
a média da triplicata do controle sem tratamento. Os dados referentes a a0 menos trés
experimentos independentes foram inseridos no software GraphPad Prism 7.00 para
tratamento estatistico, incluindo calculo da concentracdo efetiva de inibicdo do

crescimento celular em 50% (CEso).

3.12. Ensaios biologicos realizados na FIOCRUZ

Os ensaios descritos neste topico foram conduzidos no Laboratério de Biologia
Celular, Instituto Oswaldo Cruz (IOC), Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de
Janeiro, pela Dra. Ana Cristina S. Bombaga, sob orientacdo do Dr. Rubem Fonseca
Sadock Menna-Barreto. Em parte dos experimentos também tivemos colaboracao da Dra.

Solange Lisboa de Castro.

Pelos mesmos motivos, assim como ocorreu nos ensaios realizados na UFRRJ,
nem todos os compostos foram avaliados no ensaios realizados na FIOCRUZ. Os ensaios
descritos a seguir foram realizados com os seguintes compostos: B-lapachona, 1, 2, 3, 7,
8,9,10, 12, 14, 15, 16 ¢ 22. Para o composto 22 foi realizada uma investigacdo mais

cautelosa sobre o seu mecanismo de agdo. A metodologia detalhada utilizada para este
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estudo foi descrita no artigo publicado pelo nosso grupo em 2021, no periddico

Biomedicine & Pharmacotherapy (BOMBACA et al., 2021).
3.12.1. Animais e parasitas

Camundongos Swiss albinos foram empregados para a purificacdo de
tripomastigotas da corrente sanguinea e para a cultura primaria de macrofagos. Este
trabalho estd de acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA) e foi realizado em condigdes de biosseguranga. Todos os
procedimentos com animais foram revisados e¢ aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Fiocruz (L-005/2017), conforme resolu¢do 196/96 do Conselho

Nacional de Saude do Ministério da Saude do Brasil.

Todos os ensaios foram realizados com a cepa Y de 7. cruzi. Tripomastigotas da
corrente sanguinea foram isolados de camundongos infectados, no pico da parasitemia,

por centrifugacao diferencial (GONCALVES et al., 2011).
3.12.2. Efeito direto sobre tripomastigotas da corrente sanguinea

A suspensio de tripomastigotas (107 células/mL) em meio RPMI ou LIT,
respectivamente, foi adicionada ao mesmo volume de cada uma das solugdes dos 11
compostos, que haviam sido previamente preparados em duas vezes as concentragdes
finais desejadas e entdo incubados por 24h, em 37°C (tripomastigotas), em microplacas
de 96 pocos (Nunc Inc., Rochester, EUA). As contagens de parasitas foram realizadas em
uma camara de Neubauer, e a atividade dos compostos corresponde a concentragdo que

levou a 50% de lise dos parasitas foi expressa como ICs0/24 h.
3.12.3. Toxicidade no hospedeiro

Macréfagos ndo infectados (5 x 10* células/poco) foram tratados com os
compostos selecionados, por 24h a 37°C para a andlise de toxicidade para as células
hospedeiras. Apos o tratamento, 10 uLL de PrestoBlue (Invitrogen, Carlsbad, EUA) foram
adicionados a concentracdo final de 10%, por 2 h na mesma temperatura. As medidas
foram realizadas em 560 e 590 nm, conforme recomendacao do fabricante, no fluorimetro
SPECTRAmax M3 (Molecular Devices, San Jose, EUA). Os resultados foram expressos
em LCso/24h, que corresponde a concentracdo que leva ao dano de 50% das células

hospedeiras. Por fim, a relacdo entre o efeito tripanocida e a toxicidade do hospedeiro foi
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expressa em indice de seletividade (IS) calculado por LCso/24h para macrofagos nao

infectados por ICs0/24h para tripomastigotas da corrente sanguinea.

4. Resultados e discussoes

4.1. Extragdo do lapachol

Encontram-se na literatura duas maneiras classicas de extragdo do lapachol

do

cerne do ipé, uma ¢ semelhante a utilizada para esta pesquisa — extragdo em Soxhlet

(GIRARD et al., 1988) — e a outra ¢ com solugdo alcalina (BARBOSA; DINIZ NETO,

2013), explorando o carater 4cido da hidroxila fenolica deste composto. O tempo utilizado

para a extragdo foi de 12 horas, quatro vezes menor do que o tempo descrito para a

extragdo com éter de petroleo (GIRARD ef al., 1988). Desta forma, foi realizada neste

trabalho uma otimizac¢do da metodologia j4 descrita anteriormente na literatura.

OH
t Impurezas

refluxo em extrator
Sohxlet

lapachol

NaHCO;y

ipé

HCl 6M

lapachol (2,1%) 5

Figura 35. Esquema ilustrativo da metodologia empregada para a extracdo do lapachol.

Apo6s o final dos processos de recristalizagdo, foram obtidos 4,2 gramas

de

lapachol, o que corresponde a um rendimento de 2,1 % m/m, valor que esta dentro do que

esta descrito na literatura (RAO; MCBRIDE; OLESON, 1968).
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4.2. Sintese da p-lapachona

Quando tratado com acido sulfurico, o lapachol sofre protonagao na dupla ligagao
do radical prenila, formando um carbocation terciario, que ap6s sofrer ataque do par de
elétrons do oxigénio da carbonila vizinha, fornece a -lapachona como produto. Através
de analises em CCF, com o auxilio de padrdes ja existentes em nosso laboratério, notou-
se que uma grande quantidade de o-lapachona também foi obtida nesta reagao. O
processo de recristalizacdo utilizado para a purificagdo da B-lapachona foi pouco
eficiente, visto que apenas os cristais do fundo do bécher onde o processo foi realizado
apresentaram pureza adequada. Muitos cristais formados nas paredes internas do
recipiente continham quantidade significativa de a-lapachona. A a-lapachona é um
isomero da B-lapachona, também formada pela isomerizagao do lapachol em meio acido,
no entanto, essa reagdo ¢ catalisada por acido cloridrico. Para reagdes realizadas com
solucdes acidas diluidas, ¢ comum haver uma mistura dos produtos em quantidades mais
proximas. A [-lapachona ¢ o produto preferencial quando se usa acido sulfurico

concentrado (DELARMELINA ef al., 2019). Diferentemente da -lapachona, uma orto-

quinona, a a-lapachona ¢ uma para-quinona.

Figura 36. Sintese da a- e da -lapachona a partir do lapachol.

O rendimento obtido para a sintese da 3-lapachona a partir do lapachol foi de 71%,
valor este que ¢ semelhante ao encontrado na literatura (BARBOSA; DINIZ NETO,
2013).

4.3 Sintese do 6,6-dimetil-3,4,5,6-tetrahidrobenzo[7,8] cromeno/5,6-d]imidazol
(composto 1)

Embora o rendimento obtido para a preparacdo do imidazol 1 (71%) tenha sido

um pouco abaixo do esperado, 81% (SILVA et al., 2008), neste trabalho foram obtidos
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cristais com qualidade para serem analisados por difragdo de raio X, algo que ainda ndo
havia sido realizado para este composto, € que auxilia na confirmacdo da estrutura
proposta para essa molécula. Este procedimento de sintese teve que ser realizado por
diversas vezes e nelas, nao foi realizada a recristalizacdo. Sem o processo de
recristalizacdo, os rendimentos foram sempre superiores a 75 %. Este método ndo ¢
adequado para a realizagdo com quantidades maiores, visto que quanto maior a massa da
mistura utilizada para a sua producgdo, mais dificil ¢ a irradiacdo das moléculas mais
afastadas da superficie da amostra, o que leva a rendimentos menores. Ainda que a
amostra fosse novamente macerada para trazer a superficie as moléculas da parte interior
da amostra, quantidades maiores de subprodutos acabavam sendo formadas, indicando a
degradagdo de parte da amostra. Isto ocorre porque o produto ja formado fica exposto a

reagoes secundarias quando submetido a uma nova sequéncia de irradiagao.
o Nﬂ

+ AcONH, __ALOspo _

Ha
(o}
n

paraformaldeido

B-lapachona © 1(71%) ©

Figura 37. Sintese do 6,6-dimetil-3,4,5,6-tetrahidrobenzo[7,8]cromeno[5,6-d]imidazol
(1).

4.4. Sintese dos nitro-naftoimidazois
4.4.1. Sintese dos N-alquilimidazois 2 e 3

Com o intuito de avaliar a tese de que grupos doadores de elétrons ligados
diretamente ao nlcleo imidazdlico aumentam a atividade antichagasica e,
consequentemente, grupos retiradores de elétrons diminuem a atividade, os compostos
com maior potencial tripanocida sintetizados pelo nosso grupo, at¢ o inicio do
desenvolvimento deste trabalho de tese (ano de 2016), foram submetidos a reagdes de
nitra¢do. Estes compostos sdo os N-alquilimidazois 2 e 3 (ICso em tripomastigotas (cepa
Y)=42,5+7,3¢31,5 5,3, respectivamente), derivados do composto 1. Assim como 0s
resultados de avaliagdo da atividade tripanocida descritos acima, a sintese desses N-

alquilimidazéis foi publicada pelo nosso grupo em 2017 (SILVA ef al., 2017). Nela, a
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alquilacao do composto 1 produz simultaneamente os isdmeros de posi¢ao 2 e 3, devido
ao deslocamento da carga negativa entre os atomos de nitrogénio da base conjugada do

composto 1. Os compostos 2 e 3 foram obtidos ambos com rendimento de 44,5%.

Nﬂ N,\\

NH

1. NaH. MeCN, t. amb., 2h
2. 1-bromohexano, MeCN, 80°C, 24h

1 o)

'

3 (44,59

2(44.5%) O ) 4

Figura 38. Sintese dos N-alquilimidazois 2 e 3, através da alquilagdo do composto 1.

Ainda que nao houvesse deslocamento da carga negativa entre os atomos de
nitrogénio, seria esperada a formagao do par de isdmeros, pois 0 composto 1 em solugdo
sofre tautomerismo, assim como outros imidazéis que possuem um hidrogénio ligado a

um dos nitrogénios imidazolicos.

N;:f\ HN’\
NH N
O e O
1A Q 1B (o)

Figura 39. Prototautomerismo do naftoimidazol 1.

Esse prototautomerismo dos imidazoéis fica evidenciado em espectros de 'H-RMN
em solventes aproéticos, principalmente em DMSO-ds (CARVALHO et al, 2004;
KHRISTICH, 1970), como podemos observar no espectro do composto 1 logo abaixo.
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Figura 40. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do composto 1, incluindo a

ampliacdo da regido acima de 612,00 ppm.

Nos derivados N-alquilados do composto 1, os sinais de H-N dao lugar aos de
hidrogénios de cadeias alifaticas, em campo mais alto, como o tripleto em 6 4,36 ppm no
"H-RMN do composto 3, correspondente ao metileno ligado ao nitrogénio do niicleo

imidazolico.
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Figura 41. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCl3) do composto 3 € ampliacio da regido
de 66,529 ppm.

Quando cristalizado em acetato de etila, o composto de estrutura 1A existe em

maior concentracdo, como mostra a estrutura cristalografica abaixo, obtida

experimentalmente através de difragdo de raio X.

53



Figura 42. Elipsoides térmicos da unidade assimétrica do composto 1, desenhados a 40%
de probabilidade. Cddigo de cores: cinza = carbono, branco = hidrogénio, azul =

nitrogénio e vermelho = oxigénio.

Embora possamos observar no espectro de 'H-RMN que, em DMSO, a 20°C, que
o composto 1A esteja em maior concentracdo do que o composto 1B, a reacdo de
alquilagdo ocorre a 70°C e em outro solvente, a acetonitrila, o que justifica os rendimentos

semelhantes de ambos os isOmeros.

Além dos espectros de massas, de ressonancia magnética nuclear, de infra-
vermelho e de ultra-violeta, os difratogramas de raio X, obtidos através dos cristais desses

compostos, confirmam as estruturas propostas para o derivados 2 e 3.

Figura 43. Elipsoides térmicos da unidade assimétrica dos compostos 2 e 3, desenhados
a 40% de probabilidade. Codigo de cores: cinza = carbono, azul = nitrogénio e vermelho
= oxigénio. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor compreensdo da

imagem.
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4.4.1. Nitrag¢do dos N-alquilimidazois 2 e 3

Apos as primeiras 4 horas de reagdo de nitracdo do composto 2, a frio (0 °C), nao
foi observada em CCF a formagao de produtos. Por isso, deixou-se a mistura em agitagao
por mais 12 horas, em temperatura ambiente. Ao final desse tempo, a reagdo, que
inicialmente apresentava colora¢ao amarelada, ficou com uma coloragdo alaranjada e ndo
continha mais quantidade detectavel em CCF do produto de partida 2. Nessa analise foi
possivel observar uma mancha de coloracao alaranjada de Rf maior do que o composto
2, e uma mancha azul intensa, que se arrastava da origem do spot até a altura da mancha

correspondente ao composto 2.

Tendo em vista o baixo rendimento (18%) obtido na nitracdo do composto 2,
através da metodologia descrita neste trabalho e, também, o fato de ndo haver mais
amostras do composto 2 disponiveis no laboratério, outras condigdes foram testadas, mas
com o composto 3, um isomero de posi¢cao do composto 2. Para a nitracdo do composto
3 foi utilizado dioxano como solvente, ao invés de THF. Em boa parte dos trabalhos
envolvendo reagdes de nitracdo com tetrafliorborato de nitronio descritos na literatura,
essa etapa ocorre em temperaturas baixas, em banho de gelo (GLASS et al., 1972). No
entanto, o ponto de fusao do dioxano ¢ 11,8°C. Por isso, buscou-se executar a reacdo em
temperatura proxima a essa, 14°C. Como resultado, a nitragdo do composto 3 ocorreu
com rendimento de 74%. O baixo rendimento observado na reacdo de nitracdo do
composto 2 pode estar relacionado a degradacdo do mesmo, visto que a amostra tinha
sido produzida ha mais de um ano. Apesar disso, ndo foram feitas novas amostras para
novos testes de reacdo, pois com a amostra produzida anteriormente nos permitiu
fazermos a caracterizagdo da estrutura, bem como a avaliacdo contra o 7. cruzi, objetivo
principal deste trabalho. Além disso, o resultado de atividade tripanocida obtido ndo nos

estimulou na realizagdo de novos testes.

55



NO,

NO,BF, 0,5M

1. THF, 0°C, 4h
2. THF, t. amb., 12h

8(18%) 0o

NO,BF, 0,5M

dioxano, 14°C, 30 min o
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Figura 44. Nitragdo dos N-alquilimidazdis 2 e 3.

4.5. Sintese e derivatizac¢do do 2-acetilimidazol (6)

4.5.1. Sintese do composto 6

O composto 6 foi escolhido para viabilizar a constru¢do de uma estrutura
molecular que apresentasse um imidazol acoplado a estrutura naftopiranica da f3-
lapachona, com uma cadeia alquilica na posi¢do 2 do nucleo imidazdlico. Em suma, uma
molécula baseada na estrutura do composto 1, com o substituinte alquilico na posicdo 2
(Figura 45). Esse objetivo se baseia na hipdtese de que, para derivados imidazolicos da
B-lapachona, grupos doadores de elétrons ligados diretamente ao nucleo imidazolico
aumentam a atividade tripanocida desses compostos. Além disso, a inser¢do de cadeias
alquilicas nos nitrogénios do composto 1, produziu compostos mais ativos contra o 7.

cruzi.
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Figura 45. Férmula estrutural do composto 1.

Uma das vantagens da estratégia adotada ¢ que nela ndo ha uso de catalisadores

contendo metais pesados. Nessa metodologia, a cadeia carbonica € inserida na posigao 2

do nucleo imidazodlico através de uma reacdo fotoquimica: a reagdo de foto-Fries

(MORTIER, 2015). Para isso foi necessario realizar a acilagdo do composto 1, o que foi

feito com anidrido acético, gerando um par de N-acetil imidazdis (4 e 5) com alto

rendimento: acima de 99%.

Et;N, 50°C
FAC O ——
2h
1

hv, 300nm
4 + 5 —_ =
AcOEt, 24h

6(80%) O

Figura 46. N-acetilagdo do composto 1 e fotoisomerizagdo dos produtos

produzindo o 2-acetilimidazol 6.

obtidos,

57



A irradiacdo do par de isomeros 4 e 5 induziu a migracao do grupo acetil dos

nitrogénios para o carbono 2, produzindo o composto 6, com 90% de rendimento.

E provavel que no mecanismo dessa reagdo ocorra inicialmente uma homolise na
ligacdo nitrogénio-carbonila dos compostos 4 e 5, gerando um par de radicais acila e
imidazoila. Como demonstrado na Figura 47, no radical R1 e R4 ocorre um rearranjo dos
elétrons, deixando o carbono 2 com um elétron desemparelhado. Enquanto isso, o radical
acila permanece na gaiola de solvatagao — efeito de conten¢do de um radical préximo ao
outro, devido a solvatacdo existente antes da homolise — e acaba por se recombinar com

o radical imidazoila R3.
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Figura 47. Proposta de mecanismo para a fotoisomerizacdo dos compostos 4 e 5,

produzindo o composto 6.

Este ¢ o mecanismo de reagdo mais aceito para a foto-isomeriza¢do de ésteres,
com base em evidéncias experimentais. Como ésteres t€m caracteristicas semelhantes as
amidas, tal qual o par de isomeros 4 e 5, esse mecanismo pode representar bem o que
ocorre na sintese do composto 6. Na Figura 48 tomou-se como exemplo a foto-
isomerizagdo do acetato de fenila, apds ser irradiado, o éster passa do estado fundamental
para o estado excitado singleto e, dai, ocorre a homolise, formando os radicais fenoxil e
acetil. No radical fenoxil, o spin fica deslocalizado entre o oxigénio e os carbonos nas
posigdes orto e para. Em seguida, ocorre a recombinacao entre os radicais, formando

como produtos o proprio acetato de etila, ou a 6-metilciclohexa-2,4-dien-1-ona, ou a 4-
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acetilciclohexa-2,5-dien-1-ona. A fuga dos radicais da gaiola do solvente tende a gerar

outros produtos de “escape”, como o fenol (MORTIER, 2015).

o} 0 ~ ~
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o R 0 R ' @ a
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\JJ: R
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R o]
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Figura 48. Reagdo de foto-isomerizagao do acetato de fenila.

Assim como o composto 1, o composto 6 sofre tautomerizagdo em solucgdo, o que
dificulta a sua caracterizacdo. A presenca do grupo acetil na posi¢ao 2 influi ndo s6 em
deslocamentos quimicos distintos, nos espectros de RMN, para o 4&tomo de hidrogénio
ligado ao nitrogénio, mas também para os sinais de outros atomos da molécula. Essa
diferenciagdo dos sinais dos tautdmeros pode ser observada nos espectros realizados em
DMSO-ds (Figura 49), mas ndo no espectro em CDCI3, provavelmente devido a
contaminagdo desse ultimo solvente com acido cloridrico deuterado (DCI), que ¢é capaz

de realizar a troca do hidrogénio por deutério.
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Figura 49. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do 2-acetilimidazol 6 e
ampliacdo da regido de 6 13,50 a 14,10 ppm.

Como pode ser observado nos espectros em DMSO-ds do composto 6 a propor¢ao
entre os sinais que se diferenciam nos tautdomeros A e B ¢ semelhante ao que ocorre no

composto 1, ou seja, em torno de 3:7, respectivamente.
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Figura 50. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do 2-acetilimidazol 6: ampliacdo
da regido de o 7,43 a 8,6 ppm.
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Figura 51. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do 2-acetilimidazol 6: ampliacio
da regido de 6 2,65 a 3,10 ppm.

Essa diferenga maior entre alguns deslocamentos quimicos nos espectros de RMN
dos tautomeros do composto 6 também ¢ observada nos espectros tedricos, obtidos no
programa Spartan, através de calculos de DFT, com o método Becke-3-Lee Yang Parr

(B3LYP) e conjunto de bases 6-31G* (Figura 52).
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Figura 52: RMN-'H tedricos dos compostos 6A e 6B.

Com o espectro experimental de NOESY ¢ possivel identificar os sinais do
hidrogénio H-N de ambos os tautdmeros, o que também nos possibilitou deduzir que o
tautdmero 6A estava em menor propor¢do, pela integracao dos sinais, nas condigdes em
que foram realizados os experimentos de RMN. Nota-se o acoplamento entre os
hidrogénios 10 (s, 6= 14,04 ppm) e 17 (d, 6= 8,55 ppm, Figura 53) e também observa-
se que, ao contrario do que foi obtido no espectro teodrico, o hidrogénio 17 do tautdmero
6A tem maior deslocamento do que o hidrogénio 14. Essa diferenca pode estar
relacionada ao fato de que, embora a estrutura de menor energia tenha sido determinada
nos calculos em DMSO, a determina¢do do espectro tedrico foi feita no vacuo. Dessa
forma, a ligacdo hidrogénio intramolecular entre o hidrogénio 10 e o oxigénio 21 se torna
mais intensa do que na presenca de solvente, como ocorre no aquisi¢ao experimental do

espectro. Este fator interferiria na estabilidade de cada uma das estruturas de ressonancia.
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Figura 53. Espectro de NOESY do composto 6. Ampliacao da regido de acoplamento
entre os hidrogénios 17 (d, d = 8,54 ppm) do anel naftalénico e o hidrogénio 10 (s, & =

14,04 ppm).

Ainda no espectro de NOESY, também pode ser observado o acoplamento entre
hidrogénio 4 (z, 0 = 2,95 ppm) do anel piranico e o hidrogénio 12 (s, 6 = 13,54 ppm) no
tautomero 6B, corroborando a hipdtese de que ele estava em maior propor¢do, nas

condi¢des em que foram realizados os experimentos de RMN.
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Figura 54. Espectro de NOESY do composto 6. Ampliacdo da regido de acoplamento
entre os hidrogénios 4 do anel piranico (z, 6 = 2,95 ppm) e o hidrogénio 12 (s, 6 = 13,54
ppm).

Essa caracterizacao cautelosa do composto 6 permitiu evitar uma interpretagao

equivocada de sua estrutura, e também as dos demais derivados imidazolicos da B-

lapachona.
4.5.2. Redugdo do composto 6

A redugdo da carbonila do composto 6 foi um dos principais desafios enfrentados
ao longo deste trabalho e, infelizmente, ndo foi superado até onde se objetivou. Era
através desse processo que se esperava obter um imidazol derivado da 3-lapachona, com

cadeia alquilica na posi¢ao 2 do nucleo imidazolico (Figura 55). Se esse processo tivesse
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sido bem sucedido com o composto 6, ele poderia ser repetido com outros derivados

andlogos (2-propionil, 2-butiril, etc.).
R

T 2 R = alqul
3NH

Figura 55. Representacdo genérica de um 2-alquilimidazol derivado da -lapachona.

Para a reducdo do composto 6 foram testados métodos tradicionais de redugao,
como: reducdo com NaBHs; redug¢do com NaBH4/AICl3; (ONO; MARUYAMA;
SUZUKI, 1987); redugdo de Clemmensen (com Zn, AcOH e HCI) (SANCHEZ-VIESCA;
BERROS; GOMEZ, 2018). Em todos esses trés processos, o produto obtido foi o
composto 10. No que diz respeito a sintese desse produto, o método mais simples, com
NaBHs e KOH em etanol (descrito no tdpico 3.5.2.1 deste documento), foi também o
mais eficiente, com rendimento de 99%, sem a necessidade do uso de metais e em tempo

curto (2h).

CO KOH, NaBH,,
—_—
EtOH, 2h, t. amb.
6 o) 10 (99%) O

Figura 56. Sintese do composto 10. Redugao do composto 6 com NaBHa.

O composto 10 também ¢ um potencial intermediario na busca por um 2-
alquilimidazol. Alguns métodos de redug¢do desse composto foram testados, como a
redugdo de Gribble (com NaBHj4 e acido trifltoracético) e desidratagdo com Ac,O/AcOH,
métodos esses ja bem consolidados na literatura (GRIBBLE, 1998; OHTA et al., 1990).

Dentre essas tentativas, apenas a segunda gerou um produto, porém ndo foi o produto
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desejado, um alceno, mas sim o produto de acetilagdo da hidroxila, o composto 11 (Figura
57). A reagdo foi repetida a 110°C, por 41 horas, mas nao houve melhora no resultado. A
metodologia de sintese desse produto estd descrita neste trabalho como “acetilacdo do
composto 107, no topico 3.5.3. Embora ndo fosse o produto desejado, o composto 11 foi

produzido com bom rendimento: 80%.

HO >—O

NH NH

Ac,0, AcOH
80°C, 17h

10 o} 11(65%) ¢

Figura 57. Acetilacdo do composto 10.

Numa primeira tentativa de produzir o alceno 29, foi utilizada uma mistura 1:1 de
anidrido acético e acido acético, a 110°C, por uma hora e meia. A mistura obtida foi
neutralizada e, ap6s a realizacdo de uma parti¢do com acetato de etila e 4gua, foi enviada
para a realizagdo de um espectro de massas de alta resolu¢ao da fase organica (Figura 58).
Nesse espectro foram observados sinais referentes aos ions correspondentes ao alceno 29
(ion molecular m/z=279,1495 Da) e ao éster 11 (m/z=339,1705 Da). Como a quantidade
empregada do composto 10 foi pequena (15 mg), a amostra obtida foi ainda menor,
dificultando obtencdo de um espectro de RMN. Sendo o método de ionizacdo utilizado
para a aquisi¢do do espectro de massas de alta resolucdo um método brando, o elétron-
spray, acreditou-se que a propor¢ao entre os ions correspondia de fato a uma proporgao

aproximada entre os compostos na mistura.
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Figura 58. Espectro de massas de alta resolucdo da mistura obtida na primeira tentativa

de sintese do alceno 29.

Portanto, visando um maior rendimento na obtengao do alceno 29 que acreditava-
se estar presente naquela mistura, foi realizada uma nova tentativa de desidratagdo do
composto 11, mas dessa vez com uma mistura 1:2 de anidrido acético e acido acético, por
22 horas, a 110°C. Essa alteracao foi feita, acreditando-se estar faltando acido no meio
para garantir a protonagdo de todas as moléculas. No entanto, o que se observou foi a
degradacao de boa parte da amostra, o que motivou a repeticao dessa mesma metodologia,
porém a 80°C e por 17 horas, resultando em 28 mg de um produto. Realizou-se uma
analise em CLAE-EM dessa amostra, e o cromatograma (Figura 59) resultante indicou
um alto grau de pureza do produto, € no espectro de massas (Figura 60) foram observados
sinais referentes ion molecular do alceno 29 (m/z = 279 Da) e do produto de uma retro
Diels-Alder no anel piranico (m/z = 223 Da), fragmentagao tipica da B-lapachona e de

seus derivados (DE MOURA et al., 2004; VESSECCHI et al., 2013).

68



Figura 59. Cromatograma do produto isolado da tentativa de desidratagao do composto

10.
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Figura 60. Espectro de massas (TOF, IES+, MeOH-H>0-0,1%-AcOH) do produto

1solado da tentativa de desidratagao do composto 10.

Na contramio do que foi observado no espectro de massas, os espectros de 'H-
RMN (Figura 61) e de *C-RMN (Figura 62) indicam que na amostra havia apenas o
composto 11. Além de ndo apresentar sinais correspondentes aos hidrogénios vinilicos
do alceno, no espectro de 'H-RMN sdo observados sinais de quatro metilas, quando o
alceno deveria ter apenas duas. Além disso, observa-se um sinal com deslocamento
quimico tipico de uma carboxila, em & 170,2 ppm, no '*C-RMN, cujo acoplamento com
os atomos de hidrogénio de uma das metilas, em 6 2,10 ppm, pode ser observado no

espectro de HMBC (Figura 63).
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Figura 63. HMBC (100 MHz, DMSO-ds) do composto 11.
Dessa forma, concluiu-se que o produto obtido se trata de fato do éster 11.

Embora ndo tenha sido obtido o produto almejado para essa reagdo, o composto
11 também tem potencial para ser utilizado como intermediario para obten¢do de um 2-
alquilimidazol, através de reacdo de eliminacdo, na presenga de brometo de litio
(JUTEAU; GAREAU, 1998), seguida de hidrogenacao catalitica com paladio/carbono
(ELATI et al., 2006), conforme exemplificado na Figura 64.
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Figura 64. Possivel rota para obtencao do 2-alquilimidazol 30.
4.5.3. Reagdo entre o composto 10 e o cloreto de tosila

A reacdo entre composto 10 e o cloreto de tosila foi realizada com o objetivo de
trocar a hidroxila por um bom grupo abandonador, possibilitando uma reacdo de
substitui¢do nucleofilica com hidreto. Ainda que incomum, trabalhos encontrados na
literatura mostram que esse tipo de reagdo em que o hidreto age como nucleofilo ¢
possivel (MITSCHKE et al., 2021; SARKAR et al., 2019). O cromatograma obtido em
CLAE-EM indicou a presenca de dois compostos na mistura formada apds a reagcdo. No
entanto, o que se observou nos espectros de massas foram os sinais dos ions

correspondentes aos compostos 10 e 29.
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Figura 65. 1) Cromatograma obtido em CLAE-EM da mistura formada apos a reagdo
entre o composto 10 e o cloreto de tosila. 2) Espectro de massas do composto com tempo
de retencdo (Rt) de 7,073 minutos. 3) Espectro de massas do composto com Rt de 7,640

minutos.
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Infelizmente, ndo foi possivel realizar o isolamento do composto para uma melhor
caracterizacdo, pois, devido as interrup¢des ocasionadas pela pandemia do SARS-Cov-2,

a amostra se degradou.

HO
N_t—?i N_’__—(ﬁ
NH

NH

Cl-Ts, Et;N
—_—
MeCN, 75°C, 36h

Figura 66. Reacdo entre o composto 10 e o cloreto de tosila.
4.5.4. Sintese da oxima 12

A reacdo entre o grupo cetona do composto 6 e o cloridrato de hidroxilamina
produziu uma oxima, o composto 12, com 70% de rendimento e sem a necessidade de
adi¢dao de um 4acido no meio. Dessa forma, para que ocorra a reagdo, ¢ esperado que a
hidroxilamina presente no cloridrato esteja dissociada do HCI na solugao e, sendo assim,

o proprio cloridrato agiu como reagente e catalisador.

0 HO——N

NH,OH.HCI
_—

EtOH, 75°C, 24h

6 o) 12(70%) ©

Figura 67. Sintese da oxima 12.

Na caracterizagao estrutural do produto, a presenga do singleto em o 11.45 ppm
no espectro de 'H-RMN de 12 ¢ uma diferen¢a fundamental na comparagio com o
espectro do seu precursor, 6. Esse singleto ¢ caracteristico para o deslocamento quimico
de H-O em oximas (RAISSI; YOOSEFIAN; MOLLANIA, 2012). O valor alto se deve a

ligacdo hidrogénio com o nitrogénio do ntcleo imidazoélico.
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Figura 68. Tautomeros do composto 12.

Embora ndo ocorra a mesma duplicidade observada em diversos sinais do espectro
de "H-RMN do composto 6, a ligagio hidrogénio entre o H-O e o nitrogénio imidazélico
ndo impede a tautomerizagao do H-N imidazoélico do composto 12, visto que os sinais

referentes a esses dois hidrogénios sdo observados em ¢ 12,73 eem 13,21 ppm.

76



HO—N 2
N—
NH
= DMSO
g 3
= 12 o) )
0.94 0.94 :
——— =l
L AL A I o o o e S S
14 13 12 11
Chemical Shift (ppm)
N
N
0
~
- o -
N N~ ‘ v
® N T™S
~ > ’ I |
0.94 0.94 1.01  1.02 2.04 318216 6.41
I [ S el (S (A od
I R I N R B B AL o B R N A RN R R RN
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 69. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do composto 12 e ampliac¢io da
regido de 6'10,5 a 14,5 ppm.

Hé uma vasta gama de oximas biologicamente ativas e, além disso, este grupo
funcional serve de intermedidrio para a obtencdo de outros derivados, tais como amino,
nitroso, éteres de oxima (ABELE; ABELE; LUKEVICS, 2007), amida (DEBNATH,
2018), e de heterociclos (ABELE; ABELE, 2014).

4.5.5. Sintese da hidrazona 13

O composto 13 foi sintetizado com o objetivo de inserir um grupamento funcional
presente em diversas estruturas com potencial biologico, inclusive contra 7. cruzi

(VERMA et al., 2014). O processo de isolamento se demonstrou muito complicado, pois,
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com os eluentes testados, houve grande arraste por toda a placa de cromatografia (CCFP).
Entdo, por isso ndo foi possivel obter o produto razoavelmente seco, tanto que sdo
observados muitos sinais no espectro de 'H-RMN, na regido de campo alto. Devido a

baixa pureza das amostras obtidas, nao foram realizados testes bioldgicos com ele.

0 H,N—N

N—=

NH
NHNHH0

EtOH, 75°C, 2411

13 (65%)

Figura 70. Sintese da hidrazona 13.

A reacgdo entre cetona 6 e¢ o hidrato de hidrazina produziu uma hidrazona, o

composto 13, com rendimento de 65%.
4.5.6. Reagoes de Claisen-Schmidt

Através de reagdes de Claisen-Schmidt entre o composto 6 e uma variedades de
aldeidos foram sintetizadas e isoladas trés chalconas: composto 14, composto 15 e
composto 16. Analisando os espectros de massas, aparentemente, outras duas foram
sintetizadas (17 e 18), porém ndo foram isoladas devido a grande quantidade de

subprodutos formados nas reacdes.
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Figura 71. Sintese das chalconas 14-18.

Visando a melhora do rendimento da reagdo entre o composto 6 ¢ o acetaldeido,
outras metodologias foram testadas, variando o solvente, a base, a temperatura, além de
terem sido testados métodos no estado solido, em micro-ondas, na mesma alumina
utilizada para a sintese do composto 1. Porém, nenhum desses métodos teve um resultado
satisfatorio, pois, embora o produto de interesse tenha sido obtido, houve também a
formagdo de muitos subprodutos, pode ser observado no espectro de massas da mistura
(Figura 188, pagina 212). A grande quantidade de produtos pode estar relacionada a
ocorréncia de diversas formas de polimerizacdo do composto de interesse (18). A
efetividade da rea¢do de Claisen-Schmidt entre o composto 6 e aldeidos ndo aromaticos
poderia ser um caminho para a obtengdo de compostos com cadeias alifaticas maiores na

posi¢do 2 do nucleo imidazolico, apds a reducdo da carbonila e da dupla ligacao formada.
4.6. Sintese do composto 21 — Reag¢do de Foto-Fries

A reagdo entre o composto 1 e o cloreto de benzoila produziu um par isomérico
de N-benzoilimidazois, 19 e 20, que, apos a irradiagdo com luz de 300 nm em acetato de

etila, foram convertidos em seu isdmero, o 2-benzoilimidazol 21.
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Figura 72. Sintese do 2-benzoilimidazol (21).

O espectro de massas do composto 21 (Figura 73) apresenta um pico de m/z
condizente com a sua massa molecular (356 Da). O pico base nesse mesmo espectro
corresponde ao ion-radical benzoila (105 Da). O segundo pico de maior intensidade
corresponde a retro Diels-Alder no anel piranico do composto 21. O terceiro pico de maior

intensidade corresponde ao ion fenila.
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Figura 73. Espectro de massas do composto 21.

Mas o que confirma o rearranjo do grupo benzoil para a posi¢do 2 do nucleo
imidazdlico € a presenca dos sinais correspondentes ao H-N de dos tautomeros do

composto 21, no espectro de "H-RMN (Figura 74), em 513,76 ¢ em 14,29 ppm.

81



HQD DMSQ—dES

o © N
< < <
( | NP h
| | B
8 R4 s
© o X
$8ey te NET5 4 5
i - I / 4
galfas =29 T L TR0 | |
@ R S (SN ‘
&
271 095 1.28 3.16 i
RN [ IRy
B O U
8.5 8.0 75 7.0
Chemical Shift (ppm) %
‘ o
N
s [
©
~ 3
2 @ \
|
I
. J |
N ©
<l‘. ©
J ©
1 | w I
0.31 0.74 271128 4.75 1.60 2.77 6.25
o S TR TR i (TR
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Chemical Shift (ppm)

Figura 74. Espectro de RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 21 e ampliac¢io da
regido de 07,0 2 9,0 ppm.

4.7. Sintese do par de N,N-di-alquilimidazolios 22 e 23

Em continuidade aos trabalhos de alquilacdo do composto 1 ja desenvolvidos pelo
nosso grupo de pesquisa, no qual foram sintetizados 16 N-alquilimidazois (SILVA et al.,
2017), dois novos N,N-di-alquilimidazélios foram sintetizados: 22 e 23. Embora os
rendimentos ndo tenham sido altos, os produtos obtidos apresentaram grande atividade
tripanocida, tanto contra a forma tripomastigota (aferida apenas para o composto 22),

quanto contra a forma amastigota, a ser discutida posteriormente no topico 4.10.
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Figura 75. Sintese dos dialquilimidazoéis 22 e 23.

Os N,N-di-alquilimidazoélios foram sintetizados a 90°C em reacdes com
iodoalcanos como agentes alquilantes, e trietilamina como base, enquanto que os
analogos monoalquilados foram sintetizados a 80°C, em reagdes com bromoalcanos
como agentes alquilantes, e hidreto de so6dio como base. Foram testados diversas
metodologias distintas para melhorar o rendimento dessa reacdo, o que incluiu a variagdo
de solventes (dioxano e acetonitrila), temperatura (80, 90 e 100 °C), bases (Et;N,
NaHCO;, K2CO3, NaOH, NaNH> e NaH) e agentes alquilantes com grupos de saida
distintos (iodeto, brometo e tosila). O produto também foi obtido em dioxano, mas com
um rendimento abaixo (30%) do obtido com acetonitrila, nas mesmas condi¢des. Um
ponto importante para a sintese desses compostos foi o uso de solventes anidros, pois
nenhum produto foi obtido na presenga de d4gua no meio reacional. Houve formacao de
produtos em todas as temperaturas testadas, mas a 80 e a 100°C, o rendimento foi inferior
(30 e 45%, respectivamente). No caso da reagdo a 100°C, o baixo rendimento se deve
provavelmente a competicao com a reagdo de eliminagdo. Com relagdo as demais bases
testadas, com o bicarbonato de s6dio € com o carbonato de potassio, houve apenas a
formagao do produto monoalquilado, porém com rendimento inferior aquele obtido com
bromoalcano. Nao houve formagao de produtos com as demais bases testadas (NaOH,
NaNH e NaH) e ndo houve formacao de produto dialquilado com bromoalcano. Desta
forma, estabeleceu-se as condigdes mais adequadas como: acetonitrila como solvente,

temperatura de 90°C, trietilamina como base e iodoalcano como agente alquilante.

Para a caracterizagdo dos N,N-di-alquilimidazoélios, atentasse, entre outros sinais,
aos tripletos na regido de 54 a 5 ppm, nos espectros de '"H-RMN, pois h4 apenas um
tripleto nos espectros dos compostos monoalquilados, o qual apresenta deslocamento
quimico menor do que os dos compostos dialquilados. Além disso, observa-se ainda que

o simpleto referente ao CH entre os nitrogénios também apresenta deslocamento quimico
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consideravelmente superior (acima de 6 9 ppm) do que o seu andlogo nos compostos
monoalquilados (por volta de 6 8 ppm). Também ¢ observada, naturalmente, uma
quantidade bem maior de hidrogénios com deslocamento quimico em campo alto (abaixo
de 02 ppm) nos compostos dialquilados, correspondendo aos hidrogénios das cadeias
alifaticas. A seguir, podemos observar as diferengas espectrais supracitadas,

exemplificando através dos compostos 2 (Figura 76) e 22 (Figura 77).
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Figura 76. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCl3) do composto 2.
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Figura 77. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do composto 22.

Com o método aplicado neste trabalho, os dois novos N,N-di-alquilimidazdlios,
22 e 23, foram sintetizados com rendimentos de 57 e 40%, respectivamente. O menor
rendimento obtido na sintese do composto 23 pode estar relacionado a uma dificuldade
maior de haver um contato efetivo para que ocorra a substituicao nucleofilica, devido ao
volume maior do agente alquilante (iodo-heptano), em comparacao ao utilizado na sintese
do composto 22 (iodo-hexano). Além disso, partindo do principio que os compostos 2 e
3 sdo intermediarios nas sinteses dos compostos 22 e 23, respectivamente, o composto 3
¢ um nucleofilo mais volumoso do que o composto 2, o que dificulta ainda mais o contato

efetivo entre ele e o agente alquilante.
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4.8. Sintese e derivatizacdo dos 2-amino-oxazois 24-27

4.8.1. Sintese dos oxazois derivados da [-lapachona

A sintese de um derivado oxazolico da B-lapachona, com um grupo amino na
posi¢cdo 2 do nucleo oxazolico, visa avaliar se a atividade tripanocida dessa classe de
compostos também se eleva com a presenca de grupos doadores de elétrons, ligados
diretamente ao heterociclo. Esse efeito, como ja mencionado, ocorre com os derivados
imidazolicos da [-lapachona e, como oxazbis e imidazois apresentam muitas
semelhancas estruturais, acreditou-se que ele também poderia ser valido para os oxazdis,

o que sera melhor discutido no topico 4. 10.

Outros métodos de sintese de oxazol a partir da B-lapachona também tiveram
maior seletividade para producdo do composto com o nitrogénio do heterociclo na

posicao 6 do sistema cromeno (PINTO et al., 2000).

Figura 78: Sintese de 2-amino-naftoxazois 24 e 25 a partir de B-lapachona.

Supondo que uma das etapas de formacao do oxazol seja um ataque nucleofilico
de um dos nitrogénios da tioureia a uma das carbonilas da B-lapachona, o rendimento
mais elevado do isdmero 24 indica que este ataque ocorre preferencialmente em C(6),
conforme visto na Figura 79. Além da B-lapachona, essa regiosseletividade do ataque
nucleofilico também ocorre na sintese de outras classes de compostos, derivados da 4-
alcoxinaftoquinona, como na sintese de compostos a-diazocarbonil(CARVALHO et al.,
2002) (FERREIRA et al., 2006), oximas (SANTOS et al., 2016) e ariliminas (DI
CHENNA et al., 2001). As entalpias de formagdo (AHfm) dos produtos finais e dos
intermediarios que se formam no inicio foram determinados usando o método semi-

empirico PM6 e podem ser observadas no esquema abaixo.
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Figura 79: Etapas iniciais da reagdo entre -lapachona e tioureia, incluindo as entalpias

de formacao (AHfm) de cada espécie incluida.

Apesar das limitagdes do método semi-empirico, os calculos corroboraram com a
tendéncia de formar preferencialmente o 24, devido aos menores valores de entalpia de
formagao dos seus precursores, em comparacao aos precursores do 25. Nos varios testes
realizados para melhorar o rendimento da reagdo, nenhum produto foi formado na
auséncia de base (ou com meio 4cido). A desprotonacao da tioureia, produzindo sua base

conjugada, parece ser um ponto crucial, devido a sua maior nucleofilicidade. Em
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condi¢gdes semelhantes as mostradas na Figura 78, também foi realizada a reagdo com
ureia ao invés de tioureia, mas os rendimentos foram bem menores: 20% para o isomero
24 e 4% para o 25. Um fator que pode ter contribuido para essa diminui¢ao foi o menor
valor de pKa da tioureia (pKa = 21) em relagdo ao da ureia (pKa = 27) (GOMEZ et al.,
2005). Isso indica que a reagdo com a tioureia nao deve passar pela formacao de ureia ou
pela troca de enxofre por oxigénio, em um dos os passos. Portanto, o oxigénio que
compde o nucleo oxazolico ¢ proveniente do oxigénio carbonilico da B-lapachona e o

enxofre deve ser eliminado apds a formagado do sistema oxazolico.

Nos métodos de sintese de oxazois encontrados na literatura, os oxazois derivados
da B-lapachona sdo obtidos na maioria dos casos como subprodutos da sintese dos
imidazdis, através da condensacdo ja descrita anteriormente neste trabalho, entre a -
lapachona com amoénia e um aldeido (PINTO et al., 2000). O método desenvolvido neste
trabalho ¢ inédito. Os resultados obtidos tanto na sintese dos compostos 24 e 25 foram
publicados na forma de artigo, no periodico Journal of the Brazilian Chemical Society

(SILVA et al., 2021).

A reacdo forneceu 237 mg do composto 24, como um s6lido verde musgo (P.F.
205-208 °C), e 16 mg do composto 25 (6leo), configurando rendimentos de 88 e 6%,

respectivamente, partindo de 242 mg de 3-lapachona.
4.8.1.2. Difragdo de raio X

A unidade assimétrica do composto 24 ¢ formada por uma molécula de 6,6-
dimetil-5,6-di-hidro-4H-benzo[7,8]cromeno[ 6,5-d][ 1,3]oxazol-2-amina (Figura 80). A
estrutura cristalina confirmou que a condensacdo entre o precursor de p-lapachona e a
tioureia leva a porcdo oxazol, resultando no composto 24, como também visto por
espectroscopia de 'H-RMN. Os comprimentos de ligagio para o composto 24 sdo
consistentes com os relatados anteriormente para essa classe de compostos (KADAM;

SHAIKH; PATEL, 2016; L1 ef al., 2017; MOURA et al., 2012).
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Figura 80: Elipsoides térmicos da unidade assimétrica do composto 24 desenhados a

40% de probabilidade. Cédigo de cores: cinza = carbono, branco = hidrogénio, azul =

nitrogénio e vermelho = oxigénio.

Tabela 1: Resumo da estrutura cristalina, coleta de dados e parametros de refinamento

para o composto 24.

Formula molecular
Massa molecular

Sistema de cristal

alA
b/A
c/A
o/°
e
Y ON®IPMAPy/°
Volume da célula unitaria /A>
Temperatura/K
Grupo espacial

N° de unidades de formula por célula unitaria, Z

Tipo de radiagdo
Coeficiente de absor¢do, w/mm!

N° de reflex0es medidas

N° de reflexdes independentes

Rint

CisH16N202
268,31

Triclinico

5,8593(13) A

10,810(3) A
11,415(3) A
108,432(8)
90,466(7)
98,891(7)
676,4(3)
298

P1
2

MoKa
0,09
11067
2580

0,056
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Valores de R; final (7>20(1)) 0,058

Valores de wR(F?) final (I>2o([)) 0,151
Valores de R; final (todos os dados) 0,090
Valores de wR(F?) final (todos os dados) 0,177
Goodness on fit on F? 1,04
Apmax € Apmin, eA’ 0,46 ¢ -0,22
CCDC ID 2026764

a-c e o-y: parAmetros da célula unitaria; Rint: valor de R interno; w = 1/[6*(F, ?) +
(0,0862P)> + 0,3716P], onde P = (F,> + 2F?)/3; F?: fator de estrutura ao quadrado;
CCDC ID: Identificag@o do Centro de Dados Cristalograficos de Cambridge.

Com o objetivo de termos um maior respaldo na proposta estrutural deste
composto, 0s parametros experimentais (comprimentos ¢ angulos de ligacdo) foram
comparados com os simulados por céalculos de DFT, e os resultados obtidos foram
reunidos na Tabela 2. Os valores calculados estdo em concordancia com os valores
experimentais, como pode ser observado através dos coeficientes de correlagio (R?),

todos superiores a 0,9.

Tabela 2: Comparacgdo entre os valores experimentais e tedricos para os comprimentos

de ligacdo, angulos de ligagao e angulos de tor¢ao do anel oxazélico do composto 24.

Comprimentos de ligagdo Exp (A) B3LYP (A)

C(32)-0(3) 1,384(3) 1,404
0(3)-C(2) 1,368(3) 1,375
N(Q2)-C(2) 1,352(3) 1,348
N(1)-C(2) 1,293(3) 1,308

N(1)-C(11b) 1,408(2) 1,399
C(11b)-C(3a) 1,364(3) 1,380
R? 0,909
Angulos de ligacio Exp (°) B3LYP (°)
C(32)-0(3)-C(2) 103,3(2) 103,24
0(3)-C(2)-N(2) 115,72) 115,56
N(1)-C(2)-N(2) 128,2(2) 128,11
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0(3)-C(2)-N(1) 116,1(2) 116,24
C(2)-N(1)-C(11b) 1032(2) 103,35
N(1)-C(11b)-C(3a) 109,5(2) 109,63
C(11b)-C(3a)-0(3) 107,92) 107,53

R’ 0,999
Angulos de torgdo Exp (°) B3LYP (°)
C(32)-0(3)-C(2)-N(2) —-179.2(2) 176,82
C(32)-0(3)-C(2)-N(1)  —1,3(3) 0,17
0(3)-C(2)-N(1)-C(11b)  1,2(3) 0,41
C(2)-N(1)-C(11b)-C(3a)  —0,6(3) 0,49
N(1)-C(11b)-C(32)-0(3)  —0,1(3) 0,41
C(11b)-C(32)-0(3)-C(2)  0,8(3) 0,16
N(@)-C(2)-N(1)-C(11b)  178,8(2) 176,14
R’ 0,999

O empacotamento cristalino do composto 24 ¢ estabilizado pela ligagdo de
hidrogénio envolvendo o grupo amino e o atomo de nitrogénio oxazolico, com os
seguintes parametros geométricos: N2-H2a = 0,88(3) A, H2a...N11=2,09(3) A, N2...N1!
=2,9703) A e £N2-H2a...N1i = 171(3)°, i = = — 1, —y, —z + 1. Esta ligacdo de
hidrogénio intermolecular leva a dimeros do composto 24, que interagem entre si por 7 -
n empilhamento entre os anéis oxazol e naftalénico, conforme ilustrado na Figura 81. A

distancia centroide a centroide é 3,48(2) A.
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Figura 81: Detalhes do empacotamento cristalino do composto 24. As ligagdes de
hidrogénio e o empilhamento n-mt, entre os anéis oxazol e naftalénico, sdo representados
como linhas pontilhadas pretas e roxas, respectivamente. As esferas roxas representam os

centroides. Operagoes de simetria: i=-1-x,-y, 1 -zeii=1+x,y, z.
4.8.2. Acetilacdo do 2-amino-oxazol 24

A acetilacdo do grupo amino do composto 24 faz com que esse grupo perca
consideravelmente parte de sua capacidade de doar elétrons, o que ¢ uma forma de avaliar

se esse fator € realmente essencial na atividade tripanocida deste composto.

O

NH, HN4<
N§<

O (0]

Ac,0
55°C,1,5h

24 o) 26 (95%) O

N—=

Figura 82. Acetilacdo do 2-amino-oxazol 24.

A acetilagdo do composto 24 produziu 59 mg do composto amidico 26 (95% de

rendimento), na forma de um so6lido de cor azul clara.
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4.8.3. Sintese do 2-amino-oxazol 27, derivado da 1,10-fenantrolina-5,6-diona

A sintese do composto 27 foi uma forma encontrada para corroborar com a
validagdo do método de sintese de 2-amino-oxazois, desenvolvido para a sintese dos
compostos 24 e 25, como um método que pode ser aplicado a outras orto-quinonas e,

possivelmente, alfa dicetonas alifaticas.

Num primeiro ensaio de sintese do composto 27, passado o tempo de reagdo, o
solvente foi evaporado e, numa tentativa de remover os residuos inorganicos, foi realizada
uma particdo com acetato de etila e agua, porém os compostos organicos ficaram
dissolvidos na agua, dificultando o isolamento do produto principal. Por este motivo, o

composto 27 precisou ser isolado em coluna de CLAE semipreparativa.

+ K,C0O;, MeOH
—_— Y
t.amb., 72 h

1,10-fenantrolina-5,6-diona
Figura 83. Sintese do 2-amino-oxazol 27, derivado da 1,10-fenantrolina-5,6-diona.

Diferentemente da sua precursora, a 1,10-fenantrolina-5,6-diona, o composto 27
nao ¢ simétrico e, portanto, nos espectros de RMN, os sinais correspondentes aos
hidrogénios e carbonos dos anéis piridinicos apresentam deslocamentos quimicos
diferentes uns dos outros. Portanto, enquanto os espectros de RMN-'H e de RMN-!3C,
em DMSO-ds, da 1,10-fenantrolina-5,6-diona apresentam apenas trés sinais de
hidrogénio e seis sinais de carbono, respectivamente, nesses mesmos tipos de espectros,
o composto 27 apresenta sete sinais de hidrogénio e treze de carbono. As multiplicidades
dos sinais de hidrogénio do composto 27 — quatro dupletos, dois dupletos de dupletos e

um singleto — sdo coerentes com a estrutura proposta, evidenciando o sucesso da reacao.

4.9. Sintese e derivatizagdo do 2-aminoimidazol (7)

4.9.1. Sintese do composto 7

A sintese do composto 7 foi reportada pela primeira vez com rendimento muito

baixo: 28% (SILVA, 2016). Ja no presente trabalho, buscou-se melhorar o rendimento
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dessareagao, o que pode ser alcangado através de diferentes testes em que foram variados,
em cada um deles, apenas um parametro por teste: o solvente, a base, a temperatura, o
tempo de reagcdo e a presenca ou nao de agentes redutores. Através desses testes,
verificou-se que com a mudanga do solvente, de etanol para metanol, e com o aumento
da quantidade de carbonato de potassio utilizada na reacdo, o rendimento passou a ser de

50%, e houve uma reducao no tempo de reagdo, de 48 horas para 14 horas.

NH,

0] N%

NH

o]

NHC(NH,), HCI, K,CO;4
MeOH, 70°C, 14h

p-lapachona Q

Figura 84. Sintese do 2-aminoimidazol 7, a partir da B-lapachona.

Tanto no método aplicado neste trabalho, quanto no método descrito na literatura,
sdo utilizados 3 equivalentes de cloridrato de guanidina. No entanto, no método descrito
na literatura, a quantidade de base utilizada ¢ de 0,5 equivalente de carbonato de potéssio,
em relacdo a quantidade de B-lapachona que ¢ utilizada. Neste trabalho, a quantidade de
carbonato de potassio utilizada foi de 3,5 equivalentes, pois percebeu-se, através dos
diversos testes, a necessidade de haver quantidade suficiente para promover a
desprotonacdo do cloridrato de guanidina, tornando a guanidina mais nucleofilica para

realizar os ataques as carbonilas da B-lapachona.

Ao realizar a elucidagdo da estrutura do produto principal da condensacao
entre a B-lapachona e a guanidina, observa-se que ha apenas trés sinais na regido de
hidrogénios aromaticos, no espectro de RMN-'H, sendo os trés com feigdes de tripleto.
No entanto, um olhar mais cauteloso sobre esses sinais € sobre os outros espectros de
RMN revela que o suposto tripleto em 6 8,00 ppm se trata na verdade de dois dupletos,
que se sobrepdem parcialmente. No 'H-COSY, observam-se acoplamentos diferentes

com os tripletos em 67,19 e em 67,35 ppm.
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Figura 85. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do composto 7 e ampliagdo da

regido de o 7,1 a 8,2 ppm.

No 'H-COSY, observam-se acoplamentos diferentes com os tripletos em 7,19

eem 07,35 ppm.
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Figura 86. 'H-COSY (500 MHz, DMSO-ds) do composto 7.

No HSQC, dois sinais de carbono em ¢ 120,7 e em 122,4 ppm se acoplam com o

suposto tripleto, evidenciando que o mesmo, na verdade, se trata de dois sinais distintos.
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Figura 87. HSQC (125 MHz, DMSO-ds) do composto 7.
4.9.2. Acetilagdo do composto 7

Assim como na acetilagdo do oxazol 24, ¢ esperado que a acetilagdo do imidazol
7 forneca um composto com menor atividade tripanocida, como indicam os estudos de

QSAR, anteriormente realizados pelo nosso grupo de pesquisa (SILVA et al., 2017).

Levando em conta que o composto 7 sofre tautomerizacdo em solucdo, a sua
acetilacdo pode levar a formagdo de trés produtos distintos, oriundos do ataque
nucleofilico do grupo amino e dos nitrogénios pirrdlicos de cada um dos tautdmeros. Ao
final do experimento, trés produtos foram isolados e codificados como 28A, 28B e 28C,
sendo o Gltimo o produto principal (42 % de rendimento). E possivel que os produtos

isolados tenham sido formados devido aos ataques nucleofilicos dos 4&tomos de nitrogénio
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do anel imidazolico e do grupo amino, separadamente, como demonstrado na Figura 88.
Tendo em vista que nenhum desses produtos sdo os de maior interesse para esta pesquisa,

apenas o produto principal foi analisado.

Figura 88. Acetilacdo do composto 7, demonstrando os possiveis produtos da reagao.

No espectro de RMN-'H, os isdbmeros 28A e 28B deveriam apresentar quatro
sinais referentes aos quatro hidrogénios ligados ao anel aromatico, dois sinais referentes
aos dois metilenos do anel piranico e mais um singleto, referente aos dois hidrogénios do
grupo amino. O que se observa no espectro de RMN-'H do produto principal s3o na
verdade quatro sinais além dos sinais dos hidrogénios arométicos e dos metilénicos, em
campo baixo (acima de 6 11,00 ppm) (Figura 89). No HSQC, ndo sdo observados sinais
de acoplamento entre esses hidrogénios e quaisquer a&tomos de carbono, indicando que os
mesmo estejam ligados a heteroatomos. E nessa regido acima de & 11,00 ppm que
normalmente sdo observados os sinais dos dtomos de hidrogénio pirrdlico, do ntcleo

imidazolico, vide o que ocorre nos espectros dos compostos anteriormente descritos (e.g.

Figura 40). Desta forma, conclui-se que o isomero 28C seja o produto principal.
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Figura 89: Espectro de RMN-'H do composto 28C, e ampliacdo da regido acima de &
11,25 ppm.

4.10. Ensaios biologicos realizados na FIOCRUZ e na UFRRJ.

Os primeiros testes biologicos com os compostos sintetizados foram realizados na
FIOCRUZ. Os resultados dos ensaios contra a forma tripomastigota do 7. cruzi e de
citotoxidade em células do mamifero (Camundongos Swiss albinos) estdo demonstrados

na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios de Clso contra a forma tripomastigota do 7. cruzi (cepa Y) e
LCs0/24h em macrofagos peritoneais de Camundongos Swiss albinos. Resultados obtidos

nos testes realizados na FIOCRUZ.
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1Cs0/24h tripomastigota
LCs0/24h macrofago peritoneal

Compostos (uM) média £ DP?
0% sangue 5% sangue )
B-lapachona --- 391,5+ 16,5 --- -
1 --- 89,5+ 5,1 --- -—-
2 --- 42,5+73 --- ---
3 --—- 31,5+5,3 --- -
7 1,5+04 10,1 +£1,7 4,6 £0,5 3,0
8 - >1000,0 --- ---
9 --—- >1000,0 --- ---
10 --- 1139+ 6,4 --- ---
12 --- 108,9+5,2 --- -
15 --- >1000,0 --- -
16 --- >1000,0 - ---
22 0,8+0,1 7,9+0,7 4,3+0,1 5,6
Bzd° --- 103,6 £ 0,6 - —

2 DP = desvio padrio de pelo menos 3 replicatas bioldgicas diferentes;® Indice de seletividade (IS) =

LCs/24h pelo 1Cso/24h tripomastigota 0% sangue; © retirado da referéncia (DA SILVA et al., 2008).

NO, NO,

n-hexil N2 hexil
\ <
o N— N Ne—= N— N N/<
0 /\NH /\\N ,J\N“*n-hexil NH \N N .
\ \ \ \ \ \ ~~—n-hexil
B-lap 1 2 3 7 8 0

Figura 90: Compostos testados contra a forma tripomastigota do 7rypanosoma cruzi, na
FIOCRUZ-RIJ.

A Tabela 3 mostra que, dentre os onze compostos avaliados, além da 3-lapachona,
sete foram mais letais para o parasita do que a quinona. E mais, cinco desses compostos
foram mais letais para o parasita do que o benznidazol, nas mesmas condicdes testadas.
Dentre todos esses compostos, destaca-se o composto 22, por apresentar a menor Clso

(7,9, na presenga de 5% sangue), indicando uma atividade tripanocida muito promissora
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para o mesmo. Este fator nos levou a uma investigagdo mais profunda sobre o seu
mecanismo de agdo, o que pode ser feito sob coordenagdo da Dra. Ana Cristina S.
Bombagca e do Dr. Rubem Menna-Barreto, ambos do IOC-FIOCRUZ. O composto 22 ¢
um sal de di-alquilimidazolio, que apresenta a lipofilicidade como uma das suas
principais caracteristicas, o que contrasta com o seu carater ionico. Tal caracteristica,
assim como a sua atividade tripanocida, esta associada, em parte, a presenca das longas
cadeias alquilicas ligadas aos nitrogénios imidazdlicos. Essa contribuicdo das cadeias
alquilicas para a atividade tripanocida fica mais evidente ao observar as imagens do
docking molecular computacional, realizada entre o composto 22 € um modelo que simula
a enzima succinato desidrogenase (SDH), e entre o composto 22 e a enzima diidroorotato

desidrogenase (DHODH) (BOMBACA et al., 2021).

Os estudos computacionais com essas enzimas justificam-se através das
observagoes das evidéncias experimentais, de que o principal foco de acdo do composto
22 ¢ a mitocondria do parasita. O tratamento da forma epimastigota com o composto 22
(2,4 uM) fez com que os parasitas apresentassem um notavel inchaco da mitocondria,
com aspecto desbotado da matriz, intensa perda de cristas e presenca de estruturas
concéntricas de membrana, como se pode observar nas imagens de microscopia eletronica

de transmi¢do (Transmission Electron Microscopy — TEM, Figura 91).
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Figura 91. Andlise de TEM de epimastigotas de 7. cruzi tratadas com o composto 22.

(A,B) Parasitas nao tratados. (C-F) Inchago mitocondrial (estrelas negras), com estruturas
de membrana concéntricas dentro desta organela comumente observadas (setas pretas).
Bolhas na membrana flagelar (pontas de seta pretas). Parasitas apresentando dois
cinetoplastos (C) ou dois nucleos (D). Nucleo (N), cinetoplasto (K), mitocondria (M),
Golgi (G), reticulo endoplasmatico (ER) e flagelo (F). Barras em A, B =1 um. Barras em
C-F =2 pum; Barra na inser¢do D =0,5 um (figura retirada de BOMBACA et al., 2021)).
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O tratamento também induziu a formagdo de bolhas no flagelo do parasita, bem

como o aparecimento de epimastigotas com dois cinetoplastos ou nicleos como se pode

observar nas imagens de microscopia eletronica de varredura (Scanning Electron

Microscopy — SEM, (Figura 92).

Figura 92. Anélise SEM de epimastigotas tratadas com 7. cruzi. (A,B) Parasitas nao
tratados. (C-F) O tratamento com 2,4 uM do composto 22 por 24 h levou a tor¢ao do
corpo do protozoario (setas brancas) e retragdo (pontas de seta brancas), frequentemente
apresentando aspecto esférico e bolhas na regido flagelar (setas grossas brancas). (F)
Alteragdes notaveis na forma durante a citocinese (asterisco branco). Barras em A, D e F
= 2 um; Barras em B, C ¢ E = 5 um; Barra na insercdo E = 1 um (figura retirada de

BOMBACA et al., 2021).
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O composto 22 foi consideravelmente ativo contra as trés formas do parasita:
epimastigota (Clso/24h = 2,4 £ 0,2 uM; a 28 °C, LIT medium), tripomastigota (Clso/24h
=7,9+0,7 uM, a 4°C, 5% de sangue; Cls0/24h = 0,8 £ 0,1 uM, a 37°C, 0% de sangue) e
amastigota (Clso/24h = 0,8 + 0,04 uM, a 37°C, em macrofagos) (BOMBACA et al.,
2021). A investigacdo do mecanismo de acdo ocorreu sobre a forma epimastigota do
parasita, visto que os diferentes estagios de desenvolvimento do 7. cruzi apresentam
caracteristicas metabolicas qualitativamente semelhantes (CAZZULO, 1994). Nesses
estudos, notou-se uma interferéncia direta do composto 22 no funcionamento dos
complexos II e III da cadeia transportadora de elétrons. A SDH compde o complexo II,
sendo a responsavel pela oxidag¢do do succinato em fumarato que, por sua vez, participa
do ciclo de Krebs na respiragdo celular (DENICOLA-SEOANE et al., 1992). Os dados
obtidos no docking molecular com a SDH sugerem que o composto 22 poderia interagir
principalmente no sitio de ligagdo da ubiquinona, no complexo mitocondrial II via forcas
de van der Waals com os residuos de aminodacidos Ile-30, Met-39, Ile-43, Tyr 91, Arg-
93, Pro-169, Trp-173 e Ile-218, com uma distancia de 3,50, 2,30, 3,50, 1,70, 3,00, 3,40,
2,90 e 2,40 A, respectivamente. Como o succinato ¢ o principal substrato energético para
o sistema transportador de elétrons em tripanossomatideos (MAUGERI; CANNATA;
CAZZULO, 2011; VERCESI et al., 1991), também analisamos o efeito do composto 22
na enzima DHODH. A pontuacdo do sitio de ligacdo da flavina-adenina dinucle6tido
(FAD) de DHODH foi de 71,4 (Figura 93), sugerindo que o composto 22 também poderia
interferir na ac¢do bioldgica desta enzima pela interacdo com seis dos principais residuos
de aminodcidos que sdo responsaveis pela interagdo com o substrato fumarato (residuos
Lys-43, Met-69, Leu-71, Asn-127, Asn-132 e Asn-194). Nos trés sitios analisados, as
interagdes entre o composto 22 e residuos de aminoacidos foram principalmente por
forcas de van der Waals. No entanto, a ligacdo de hidrogénio também ocorre em alguns

casos (BOMBACA et al., 2021).
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Figura 93. Docking molecular para o composto 22 em enzimas de 7. cruzi. (A) Interagdo
entre o composto 22 e a SDH (sitios ubiquinona e FAD). (B) Interagao com a DHODH
(sitio do mononucleotideo de flavina (FMN). Para cada sitio de proteina, a representagao
em zoom mostra os principais residuos de aminoacidos que estdo interagindo com o
naftoimidazodlio em estudo. Os residuos de aminoacidos selecionados, o composto 22,
FMN, FAD e HEME estao representados em bastao em violeta, bege, cinza, marrom e
verde, respectivamente. As esferas sdo complexos [Fe-S]. Hidrogénio, oxigénio,
nitrogénio, enxofre e fosforo estdo em branco, vermelho, azul, amarelo e laranja,

respectivamente (figura retirada de BOMBACA et al., 2021).

Em contraste com os dados observados para os outros trés naftoimidazdis
mencionados na introducdo deste trabalho, N1, N2 e N3, desorganizagdo de
reservossomos, ruptura de Golgi, alteragdes no DNA gendmico e/ou cinetopldstico
(condensacdo ou fragmentacdo) e desencadeamento da via autofigica ndo foram

detectados apds o tratamento com composto 22 (BOMBACA et al., 2021; MENNA-
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BARRETO et al., 2005, 2007, 2009). Por outro lado, o inchagco mitocondrial foi mais
proeminente em ambas as concentragdes testadas e sugere fortemente disfuncdo
metabolica. Essa hipotese foi confirmada pela diminuic¢do das frequéncias respiratdrias e
atividades dos complexos do sistema transportador de elétrons, bem como pela produgao
de potencial de membrana mitocondrial A¥Ym e ATP. Surpreendentemente, a avaliagao
da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) mostrou que o tratamento com o
composto 22 ndo aumenta a liberagdo de H2O», ap6s 24 horas. Entretanto, o tratamento
diminuiu em 76% a produgdo de espécies reativas. Ja o pré-tratamento com o anti-
oxidante seletivo para mitocondrias, com propriedades de eliminacao de radicais alquil e
superoxido, o mitoTEMPO, diminuiu a produ¢do de EROS provocada pelo composto 22.
Para avaliar se os EROS sao produzidos em alguma etapa do tratamento, também foram
realizados ensaios em tempos mais curtos: 2 € 4 horas. Apos 2 h, os tratamentos com 1,2
e 2,4 uM do composto 22 aumentaram a produg¢do de H»O2 em 26,2 e 72,3 %,
respectivamente. A produgdo de EROS em parasitas tratados com composto 22 parece
ser dependente do tempo, pois o tratamento por 4 h aumentou a diferenca para 112,4 ¢
425,6%, em comparacao com o controle ndo tratado. A produgdo dessas espécies reativas
e pode ser a principal causa das lesoes observadas. Esses dados também mostram o
controle do estresse oxidativo apds 24 h, como uma estratégia de sobrevivéncia do
parasita. Em comparacdo com os compostos N1, N2 ¢ N3 (BOMBACA et al., 2019;
MENNA-BARRETO et al., 2005, 2007), o composto 22 parece ter efeitos prejudiciais
mais precoces nas mitocondrias. Essa perspectiva sugere que tempos de tratamento mais
curtos podem ser uma alternativa para aumentar a seletividade do composto e evitar a alta
toxicidade observada para os outros naftoimidazoéis (BOMBACA et al, 2021;
CASCABULHO et al., 2020).

Os dados obtidos através dos ensaios sobre 0 mecanismo de agao do composto 22
mostram que os complexos II-III foram afetados principalmente por EROS durante o
tratamento, enquanto os danos causados no complexo IV ocorrem como uma etapa
secundaria e apds um tratamento mais prolongado. A SDH usa a forma oxidada da
ubiquinona como aceptor de elétrons (PETERS et al., 2018), e o impedimento estérico
neste sitio de ligacdo pode impedir o ciclo de oxidagdo-redu¢ao do anel quinoidico dessa
quinona. Este processo pode aumentar o pool instavel de semiquinonas e pode explicar
as altas quantidades de EROS detectadas nos tratamentos curtos (2 e 4h) (BOMBACA et
al.,2021; MURPHY, 2009).
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Essa investigacao também aponta para uma interacao favoravel entre o composto
22 e a DHODH abre novas perspectivas sobre o mecanismo de a¢do deste naftomidazol.
Esta enzima participa da biossintese de novo da pirimidina e tem sido descrita como um
alvo quimioterapico promissor, pois difere marcadamente da enzima humana
(PINHEIRO; EMERY; NONATO, 2013; TAKASHIMA et al., 2002). A inativagdo da
DHODH e a interrup¢do da via de biossintese de novo de pirimidina levam a morte
gradual do 7. cruzi (ANNOURA et al., 2005; HASHIMOTO et al., 2012). Além da
oxidagdo do orotato, a DHODH também reduz o fumarato a succinato. Uma vez que os
resultados apresentados neste trabalho apontaram para danos mitocondriais precoces, nao
se pode descartar o papel da DHOH, de uma fumarato redutase solivel (TAKASHIMA
et al., 2002), e as consequéncias de um impedimento estérico causado pelo composto 22
na elevagao dos niveis de succinato. Esta molécula ¢ amplamente produzida como um
produto final da degradagdo da glicose e entra na cadeia transportadora de elétrons através
de uma fumarato redutase dependente de NADH (BOVERIS; HERTIG; TURRENS,
1986; MAUGERI; CANNATA; CAZZULOQO, 2011). Entretanto, pouco se sabe sobre a
contribuicdo do succinato produzido pela DHODH para a cadeia transportadora de
elétrons e a fisiologia mitocondrial. Além disso, a observagdo ultraestrutural de parasitas
com fenotipo mitdtico, como dois flagelos, nticleos ou cinetoplastos, foi frequentemente
detectada apos o tratamento com o composto 22, indicando interferéncia no ciclo celular
do parasita, assim como foi relatado anteriormente em epimastigotas tratadas com N1,
N2 e N3 e com derivados triazdlicos da naftoquinona (FERNANDES et al., 2012;
MENNA-BARRETO et al., 2007). No entanto, devido ao efeito direto do composto 22
na DHODH, o efeito indireto na duplicagdo do DNA derivado da diminuicdo das
quantidades de pirimidina deve ser mais investigado no futuro. Estes resultados foram
publicados pelo nosso grupo no periédico Biomedicine & Pharmacotherapy (BOMBACA
etal.,2021).

Além da elevada atividade tripanocida do composto 22, também chamou a aten¢do
o resultado obtido no ensaio com o 2-amino-imidazol 7, pois seu ICso/24h contra a forma
tripomastigota do parasita foi 10,2 vezes menor do que o do benznidazol, nas condigdes
testadas. Além disso, esse resultado ¢ coerente com nossos estudos anteriores, que
indicam que os derivados imidazdlicos da -lapachona, com grupos doadores de elétrons
diretamente ligados ao anel imidazolico, tendem a ter maior atividade tripanocida

(SILVA et al., 2017). Os ensaios mostraram que o ICso/24h do composto 7 foi 8,8 vezes
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maior do que o do seu analogo sem o grupo amino, o composto 1. Também corroboram
com essa tese os resultados ruins observados para os 2-nitro-imidazois 8 e 9, derivados
daqueles que, até entdo, eram os compostos mais ativos sintetizados pelo nosso grupo, os
compostos 2 (ICs0/24h =42,5+ 7,3 uM) e 3 (ICs0/24h = 31,5 £ 5,3 uM), respectivamente
(SILVA et al, 2017). A inser¢do do grupo nitro, forte retirador de elétrons por
ressonancia, aos N-alquilimidazois 2 e 3, produziu derivados com atividades tripanocidas
praticamente insignificantes (ICso/24h > 1000 uM). Avaliagdo semelhante podemos fazer
sobre todos os demais compostos 10, 12, 15 e 16, pois todos apresentam grupos
retiradores de elétrons ligados ao nucleo imidazolico e foram menos ativos do que o

composto 1.

As formas clinicamente relevantes do parasita sdo a tripomastigota ¢ a amastigota,
por serem as formas encontradas no organismo do hospedeiro mamifero. Alguns
pesquisadores acreditam que os resultados contra a forma amastigota possam ser de
interesse ainda maior do que contra a forma tripomastigota, visto que o principal
problema mundial para o tratamento clinico da doenga de Chagas esta na fase cronica da
doenga, como ja explicitado aqui neste trabalho. Na fase cronica, o 7. cruzi localiza-se
principalmente no interior das células do mamifero, onde encontra-se na forma
amastigota. E sabido que um exame que ndo detecte a presenga de tripomastigotas na
corrente sanguinea ndo significa necessariamente que o paciente ndo estd infectado, pois

ele pode ainda conter os parasitas na forma amastigota intracelular (CANCADO, 1999).

Para avaliar o potencial tripanocida dos compostos sintetizados frente a forma
amastigota do Trypanosoma cruzi, foram realizados ensaios com cepas transfectadas com
plasmideo de Escherichia coli. Esses parasitas transfectados expressam o gene da f3-
galactosidase, /lacZ. A Pgal catalisa uma reacdo colorimétrica com o vermelho de
clorofenol B-D-galactopiranosideo (CPRG). A técnica possibilita a quantificacdo do
crescimento de parasitas em células de cultura de tecidos, simulando, de certa forma, uma
infeccdo in vivo (BUCKNER et al., 1996). Os ensaios com as cepas transfectadas foram
realizados na UFRRIJ e os resultados estdo sintetizados na

Tabela 4 e nos graficos 1, 2 e 3.
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Tabela 4. Valores médios de Clso contra a forma amastigota do 7rypanosoma cruzi (cepa

Tulahuen C2C4 LacZ, transfectada com plasmideo de Escherichia coli), e CEso de células

de M. mulata (LLC-MKZ2). Resultados obtidos nos testes realizados na UFRRJ.

Clso vs T. cruzi (uM)  CEso (uM) vs LLC-
Composto Seletividade®
média + DP? MK2 média = DP
B-lapachona 243 = 0,17 534 =+ 041 2,1
1 16,70 = 2738 63,98 + 7,38 3,8
6 > 100 > 100 -
7 503 + 0,67 20,33 + 0,92 4,0
10 25,07 + 1,42 7733 £ 220 3,1
11 59,03 £ 1,56 > 100 >1,7
12 7,04 + 0,52 33,34 + 1,94 4,7
14 4433 + 6,11 > 100 >23
22 0,77 £ 0,18 361 + 0,34 4,7
23 048 £ 0,11 2,81 = 0,53 5,9
24 1,87 + 0,33 15,53 + 1,00 8,3
Bzd 1,45 + 0,19 > 100 > 69,4

@ DP = desvio padrio; ® SI = razdio ClLso"-“-MK2/ CIsl e

Figura 94: Compostos testados contra a forma amastigota do Trypanosoma cruzi, na

UFRRJ.
A

Tabela 4 mostra que, dentre os onze compostos avaliados, os mais ativos foram a

B-lapachona e os compostos 22, 23 e 24, sendo os N, N-di-alquilimidazodlios 22 e 23 mais

109



letais e mais seletivos para o parasita do que a quinona. Além disso, ainda que o
benznidazol tenha se mostrado bem mais seletivo do que todos os compostos testados,
chama aten¢ao o fato de que dois deles, os compostos 22 e 23, foram aproximadamente
duas e trés vezes, respectivamente, mais letais ao parasita do que o farmaco padrdo. Esses
resultados refor¢cam o grande potencial tripanocida dos N,N-di-alquilimidazoélios
derivados da B-lapachona. Novamente, também foi reforcada a tese de que tendem a
apresentar maior atividade tripanocida os derivados imidazdlicos da -lapachona, que
tenham grupos doadores de elétrons diretamente ligados ao anel imidazolico (SILVA et
al.,2017). Assim como ocorreu nos ensaios realizados na FIOCRUZ, o 2-aminoimidazol
7 foi bem mais ativo (3,3 vezes) do que o composto 1. Por outro lado, o composto 1 &,
pelo menos, 6 vezes mais ativo do que 2-acetilimidazol 6, que apresenta um grupo
retirador de elétrons, a carbonila, na posi¢cdo 2 do ntcleo imidazdlico. A carbonila ¢ um
grupo retirador de elétrons por indugdo e por ressonancia. A redugdo dessa carbonila a
uma hidroxila, gerou o composto 10, que, por sua vez, foi, pelo menos, 4 vezes mais ativo
do que o composto 6. A hidroxila alcoodlica do composto 10 diminui a densidade
eletronica do nticleo imidazoélico apenas por indugdo. O carater retirador de elétrons dessa
hidroxila ¢ acentuado com a sua acetilagdao, como foi feito na sintese do composto 11, e
que se refletiu na sua atividade tripanocida, que foi 2,3 vezes menor do que a do composto

11.

Também € notorio o resultado obtido para o composto 24, um 2-amino-oxazol
cujo ICso em amastigotas foi muito proximo do obtido para o benznidazol. Esse resultado
corrobora com a suposicao de que a tendéncia que correlaciona os imidazdis derivados
da B-lapachona, os grupos doadores de elétrons e a atividade tripanocida também deve
ocorrer com os oxazois derivados dessa quinona (SILVA et al., 2021). O composto 24 foi
mais ativo, inclusive, do que seu analogo imidazdlico, o composto 7. E, ainda que ndo
seja adequada a andlise de resultados obtidos através de métodos diferentes,
principalmente sobre formas diferentes do parasita, dados na literatura indicam que o
potencial tripanocida do oxazol derivado da [-lapachona, sem substituintes ligados ao
heterociclo (Figura 95), contra a forma tripomastigota, ndo ¢ promissor (DE MOURA et

al.,2001), ao contrario do que se observa neste trabalho para o 2-amino-oxazol 24.
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Figura 95. Naftoxazol mais simples derivado da -lapachona, sem nenhum substituinte

ligado ao heterociclo.

Para avaliar a toxicidade frente as células de mamiferos, foram realizados ensaios
sobre a viabilidade das células apos o tratamento com os compostos mais ativos contra a

forma amastigota: -lapachona e compostos 22, 23 e 24 (Graficos 1, 2 e 3).

Grafico 1. Viabilidade de parasitos (média de 3 experimentos) apds tratamento de
amastigotas de 7. cruzi (Tulahuen C2C4 LacZ) com a -lapachona e com os compostos

22,23 e 24, por 120 h. Determinada por clivagem enzimatica de CPRG pela pGal.
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Grifico 2. Viabilidade de células LLC-MK2 (média de 3 experimentos) apds tratamento
com a B-lapachona e com os compostos 22, 23 e 24, por 120 h. Determinada pela redugado

mitocondrial do sal de MTT.
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Viabilidade apods tratamento vs LLC-MK2
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Grafico 3. Grafico comparativo da viabilidade de 7. cruzi (cores solidas), determinado
por clivagem enziméatica de CPRG pela BGal, em relacdo a viabilidade de células LLC-
MK2 (padrdo quadriculado), apds tratamento com a B-lapachona e com os compostos 22,

23 e 24, em diferentes concentragdes, por 120 h. Determinada pela reducao mitocondrial

do sal de MTT.

Viabilidade vs T. cruzi e LLC-MK2

150 1 W T crici EE LLC-hIK2
BB (-lapachona o 2 | 2 ;23

100 4

TRy
AR

IS e R B D B

&0 4

Viabilidade (%)

R TR R R R T R D T e

T T Ty
[y

0

&0
]
e

Concentracao {uM)

Os graficos 1, 2 e 3 mostram que as células de mamifero apresentam viabilidade
acima de 90% nas concentragdes correspondentes ao ICso de todos eles. Para os quatro
composto, a viabilidade das células do mamifero permanece alta, inclusive, em
concentragdoes que correspondem ao dobro do ICso deles. Ja para o composto 24, as
células dos mamiferos se mostram resistentes até mesmo em concentracdo cinco vez

superior a do seu ICs.
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5. Conclusoes

A proposta de produzir compostos com grande atividade tripanocida foi bem
sucedida. Foram produzidos 21 novos compostos, dentre os quais, 11 foram avaliados
contra o Trypanosoma cruzi, além de dois outros jamais testados contra o parasita. Os
resultados obtidos nos ensaios bioldgicos corroboraram com a proposta de que derivados
imidazolicos e oxazolicos, com grupos doadores de elétrons diretamente ligados ao
heterociclo tendem a ser mais ativos do que os demais, o que ficou evidenciado
principalmente pelos baixos valores de ICso dos composto 7 e 24, um 2-amino-imidazol

€ um 2-amino-oxazol.

O composto 22 desponta como um dos mais promissores pelo seu potencial
tripanocida, visto que o mesmo foi mais letal para o Trypanosoma cruzi do que o
benznidazol, tanto nos ensaios com a forma tripomastigota, quanto contra a forma
amastigota. Desta forma, o composto 23 pode trazer resultados ainda melhores, visto que
se mostrou mais toxico e mais seletivo do que o composto 22, contra a forma amastigota
do parasita. Esse consideravel potencial tripanocida dos compostos 22 ¢ 23 esta
diretamente associado a alta lipofilicidade deles, como sugerem as andlises realizadas
através de docking molecular. Ainda que tenham sido menos seletivos do que o
benznidazol, ambos demonstraram preservar uma alta taxa de viabilidade das células dos

mamiferos, apds os tratamentos em doses superiores as de seus valores de 1Cso.

A sintese dos compostos 24 e 25 requereu um método inédito de sintese de 2-
amino-imidazdis, o qual foi executado com bom rendimento e ainda foi possivel de ser
utilizado para a sintese de um composto analogo (27), partindo da 1,10-fenantrolina-5,6-
diona. E desejavel a realiza¢io de testes com outras quinonas, para que esse se confirme

como um método geral para a sintese de 2-amino-oxazo0is.

Foi possivel melhorar substancialmente o rendimento da sintese do composto 7, o
que possibilitou a realizagdo dos testes bioldgicos com esse composto, 0s quais, como ja
mencionado, foram bastantes promissores, haja visto que seu ICso contra a forma
tripomastigota do 7. cruzi foi proximo ao do composto 22 e bem abaixo do que foi

observado para o benznidazol, nas mesmas condicoes.

Desta forma, temos como perspectivas a possibilidade da realizacao de testes in

vivo com 0 composto 22, ja solicitados por alguns de nossos colaboradores, além de
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explorar melhor a atividade tripanocida do composto 23 e de uma investigagdo mais
profunda sobre o mecanismo de agcdo dos composto 7 e 24. Tendo em vista que a
lipofilicidade dos compostos 22 e 23 foi essencial para os resultados alcancados com eles
e, levando em conta o fato de que essa mesma lipofilicidade ndo se observa nos compostos
7 e 24 e, ainda assim, ambos foram consideravelmente ativos, ¢ provavel que eles ajam
através de mecanismos diferentes. A derivatizacdo desses dois ultimos também ¢
promissora, principalmente através de métodos que possam produzir derivados mais

lipofilicos, como reagdes de alquilagao.

Dadas as semelhancgas estruturais entre o 7. cruzi e outros tripanossomatideos,
como o Trypanosoma brucei e as diferentes espécies de Leishmania, a avaliacdo bioldgica

dos compostos sintetizados contra essas espécies também ¢ de grande interesse.
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7. Anexos

Nesta area do documento encontram-se os espectros e cromatograma utilizados
para a caracterizagdo dos compostos. Também podem ser encontradas aqui, nos topicos
finais, as publicagdes cientificas realizadas pelo nosso grupo, em decorréncia dos
resultados obtidos neste trabalho.

As numeracdes dos atomos das moléculas apresentadas neste topico foram
atribuidas através do programa ACD/ChemSketch 6.0.

7.1. Lapachol
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Figura 97. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCls) do lapachol.

Tabela 5. Atribuigdes propostas para os deslocamentos quimicos do lapachol.

C SH (ppm) SC (ppm)
1 184,54
2 133,82
3 132,91
4 181,69
5 152,69
6 123,48
7 8,07 (d) 132,84
8 7,69 (1) 126,04
9 7,76 (1) 126,76
10 8,13 (d) 134,83
14 3,32 (d) 22,62
15 5,22 (1) 119,66
16 129,44
17 1,81(s) 25,74
18 1,70 (s) 17,88
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7.2. B-lapachona

B-lapachona 0

127



Figura 99. EM da B-lapachona.
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Figura 101. Espectro de RMN-'H (500 MHz, MeOH) da B-lapachona.

Tabela 6. Atribuicdes propostas para os deslocamentos quimicos da -lapachona.

C S6H (ppm) 6C (ppm)
2 79,59
3 1,91 (1) 30,97
4 2,53 (1) 15,66
5 112,35
6 178,48
7 179,55
8 132,51
9 129,99
10 7,84 (d) 123,90
11 7,72 (1) 134,82
12 7,57 (1) 130,64
13 7,98 (d) 127,75
14 162,72
15¢ 16 1,51 (s) 25,48
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7.3. Composto 1
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Figura 105. Espectro de RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 1.

Tabela 7. Atribuigdes propostas para os deslocamentos quimicos do composto 1.

C OH (ppm) | 8C (ppm) C SH (ppm) | 8C (ppm)
2 74,63 18¢ 19 1.39 (s) 26,90
3 1.93 31,91
4 2.95 19,01
5 102,84
6 144,55
7 123,04
8 123,04
9 129,81
11 8.11 138,43
12 12,62
13 131,59
14 8,12 122,55
15 7,39 123,62
16 7,52 126,13
17 8,33 121,42
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7.4. Composto 2
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Figura 108. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) do composto 2.

Tabela 8. Atribuigdes propostas para os deslocamentos quimicos do composto 2.

C 6H (ppm) | 3C (ppm) C oH (ppm) | 8C (ppm)
2 74,66 20 4,54 (1) 48,15
3 1,99 (1) 32,32 21 1,99 (1) 30,04
4 3,20 (1) 18,49 22 1,45 (m) 26,29
5 107,60 23 1,32 (m) 31,28
6 145,15 24 1,25 (m) 22,51
7 121,18 25 0.88 (t) 13,98
8 124,52
9 120,75
11 7,96 (s) 141,22
13 140,33
14 8,40 (d) 123,46
15 7,49 (1) 123,77
16 7,57 (t) 125,98
17 8,08 (d) 119,86
18¢ 19 1,45 (s) 26,74
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7.5. Composto 3
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Figura 111. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) do composto 3.

Tabela 9. Atribuigdes propostas para os deslocamentos quimicos do composto 3.

C SH (ppm) | 8C (ppm) C SH (ppm) | 8C (ppm)
2 73,60 20 4,36 (1) 47,04
3 2,01 (1) 32,37 21 1,88 (m) | 32,53
4 3,20 (1) 19,62 22 1,36 (m) | 26,43
5 101,59 23 1,32(m) | 3135
6 145,89 24 1,30 (m) | 22,53
7 123,57 25 0,88 (1) 13,98
8 123,57
9 133,41
11 777(s) | 140,43
13 128,80
14 8,26 (d) | 122,40
15 744(t) | 123,93
16 757 (1) | 126,54
17 8,52 (d) | 121,28
18¢19 | 1,46(s) 26,54
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Figura 112. DEPTQ (100 MHz, CDCl3) do composto 3.

7.6. Compostos 4 e 5

139



Figura 113. Cromatograma de uma amostra contendo o par de isdmeros 4 ¢ 5.

Figura 114. EM do pico com tempo de reten¢do de 11,018 minutos.

Figura 115. EM do pico com retengdo de 11,318 minutos.
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Figura 116. Espectros de absor¢ao de UV dos picos com tempos de retengao de 11,012
e 11,318 minutos.

7.7. Composto 6

Figura 117. Cromatograma do composto 6.
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Figura 118. Espectro de absor¢ao de UV do composto 6.

Figura 119. EM do composto 6.
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Tabela 10. Atribuicdes propostas para os deslocamentos quimicos do composto 6.

C oH (ppm) | 3C (ppm) C oH (ppm) | 3C (ppm)
2 75.45 18 ¢ 19 1.40 (s) 26.87
3 1.92 (m) 31.64 20 190.12
4 2.95 (m) 18.89 22 2.71 (s) 26.27
5 102,66

6 147.58

7 121,34

8 125,58

9 140,51

11 146.40

12 13,53 (s)

13 132,94

14 8.14 (d) 122.83

15 7.49 (m) 125,11

16 7,61 (m) 127,23

17 8,42 (d) 121,65
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7.8. Composto 1
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Figura 127. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H>0-0.1%-AcOH) do composto 7.
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Tabela 11. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 7.

C | 8H (ppm) | 5C (ppm) C SH (ppm) | 5C (ppm)
2 73,98 16 719 () | 121,57
3 1,87 () | 32,27 17 8,0(d) | 12245
4 2,86 (1) 18,96 18¢19 | 135(s) | 26,96
5 104,46 20 5,93 (s)

6 142,53
7 122,38
8 121,45
9 154,06
11 172,88
13 124,93
14 8,0(d) | 12076
15 735() | 125,00
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7.9. Composto 8
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Figura 134. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H,0-0.1%-AcOH) da mistura contendo o
composto 8.
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Figura 135. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCls) do composto 8.

Tabela 12. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 8.

5
Chemical Shift (ppm)

C SH (ppm) C S6H (ppm)

2 20 4,55/4,62

3 2,15 21 1,98

4 2,45/2,56 22 1,44

5 23 1,40

6 24 1,18

7 25 0,86

8 _— — —

9 — — —

11

13

14 7,50

15 7,60

16 7.42

17 8,06
18¢ 19 1,33
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7.10. Composto 9

Figura 136. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H>0-0.1%-AcOH) da mistura contendo o
composto 9.
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Tabela 13. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 9.

C SH (ppm) | 8C (ppm) C SH (ppm) | 8C (ppm)
2 74,66 20 4,74 (1) 47,76
3 1,95 32,03 21 1,84 (qui) | 32,01
4 3,11 19,44 22 1,26 (m) | 31,21
5 100,31 23 135(m) | 26,14
6 150,86 24 1,26 (m) | 29,70
7 125,44 25 1,18 (m) | 22,49
8 126,66 26 0,83 (f) 13,92
9 130,60
11 145,95
13 132,64
14 8,20 (d) | 122,92
15 748(t) | 12625
16 7570 | 127,89
17 8,53 (d) | 122,10
18¢19 | 1,42(s) 26,45

(B e
1
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7.11. Composto 10
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Figura 143. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H>0-0.1%-AcOH) do composto 10.
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Figura 145. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do composto 10.

Tabela 14. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 10.

C 6H (ppm) | 8C (ppm) C 6H (ppm) | 8C (ppm)
2 74.05 15 7.37 (1) 122.79
3 1.92 (m) 31.50 16 7.50 (1) 125.50
4 2,96 (m) 18.73 17 8.30 (d) 120.92
5 102.06 18¢ 19 1.39 (s) 26.43
6 143.72 20 5,00 (m) 63.80
7 120.7 21 5.63 (d)

8 122.27 22 1.57 (d) 23.05
9 129,95
11 154.65
12 12.84 (5)
13 1389
14 8.11 (m) 121.99

166



DMSQ—dG

G838
333
HO —
21,
20— CHs ~
/ 22 e
[se}
N—" ey
10 \ 3
/
17 9 NH
RN 12
[
BT 5
~i \T/\T
10 o] 3
1\2/
PN o
H H =
3G s slg 8 =
ol « = ‘Lo
< @© ™ @
gy ©
Q N l"’(’gomo 3 8 (‘P\‘ ;
8z 538 3838 f 8 <3
87 Iggevidsed oy R
I i
otk ' ' l'
\‘\
I
2de w© e 1IN
© N S Blow
e
S
o
S

T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
Chemical Shift (ppm)

Figura 146. DEPTQ (125 MHz, DMSO-ds) do composto 10.

167



ppm

HO
CHj
N—
1.56, 5, 0.02 /H(20)-H(22)
NH \, 1.92, 2.96, 0.02 /H(4)-H(3)
3.02, 1.92, 0.02 /H(3)-H(4)
10 (0]
5.01, 5.63, 0.01 /H(21)-H(20) 5, 1.56, 0.04 /H(22)-H(20)
HsC CH,
5.01, 5.75, 0 /H(21)-H(20)
5.74, 5, 0 /H(20)-H(21)
7.37, 8.11, 0.01 /H(14)-H(15)
7.51, 8.3, 0.01 /H(17)-H(16) q
—/E\ 8.12, 7.37, 0.01 /H(15)-H(14
8.28, 7.5, 0 /H(16)-H(17) 8538 75 0/H(16)-I-(|(17)) (14)
N
14 13 12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 2

ppm

Figura 147. 'TH-HOMOCOSY (500 MHz, DMSO-ds) do composto 10.

10

1"

12

13

14

168



'
[e0]

o

HO

18.81,2.94, 0.15 18.81, 3, 0.05

N— 23.54, 1.56, 0.23 C-H(22)

NH 31.98, 1.92, 0.11

w
N

26.86, 1.38, 0.78 C-H(18-19)

N
o

40.12, 2.49, 0.07 DMSO

N
©

N

10

A
(<2}

H3C CH3 64.46, 4.99, 0.11

® ~ »
S N IS
ppm

o]
©

©
(=]

o
=

120.96, 8.3, 0.02

122.16, 8.11, 0.06 123, 7.37, 0.05
125.66, 7.5, 0.06

14 13 12 1" 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2
ppm

Figura 148. HSQC (125 MHz, DMSO-ds) do composto 10.

169



HO
CHjy

122.11, 12.85, 0.02

122.01,7.38, 0.14

23.04, 5.63, 0.04 23.21,5,0.03 [

40.02, %.51, 0.02

23.26, 5.75, 0.02

63.82, 5.64, 0.03

63.92, 5.75, 0.02

102.59, 2.96, 0.11
107.85, 3.02, 0.08

P 102.59, 1.93, 0.07
120.75, 7.37, 0.04

130.6, 12.4, 0.01

o

129.95, 2.96, 0.02

122.27, 8.38, 0.03 .
125.67, 8.1, 0.06

155.12, 12.4, 0.03

156.48, 12.84, 0.02

143.72, 8.11, 0.02 156.27, 5.75, 0.03

B %01, 75,013
125.96, 8.1, 0.07
143, 8.12, 0.01

138.98, 3.02, 0.01

d 144.2,2.96, 0.07

155.12, 5.64, 0.03
143.41, 3.02, 0.05

156.27, 1.56, 0.23

155.12,5,0.03 | 155.18, 1.57, 0.19

156.27, 5, 0.03

14 13 12 1" 10 9

Figura 149. HMBC (125 MHz
7.12. Composto 11

8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm

, DMSO-ds) do composto 10.

-1

-2

ppm

170



Figura 150. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H>0-0.1%-AcOH) do composto 11.
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Figura 152. Espectro de RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 11 e ampliagio
da regido de 61,25 a 3,00 ppm.

Tabela 15. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 11.

C 6H (ppm) | 3C (ppm) C 6H (ppm) | 3C (ppm)
2 74,75 14 8,10 (d) 122,52
3 1,94 (m) 31,86 15 7,40 (m) 123,67
4 2,93 (1) 19,12 16 7,52 (m) 126,26
5 102,77 17 8,30 (d) 121,44
6 144,82 18¢19 1,39 26,93
7 123,01 20 6,04 66,80
8 120,99 22 170,19
9 131,10 24 1,68 (d) 19,67
11 149,37
12 12,64
13 130,72
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Figura 158. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H>0-0.1%-AcOH) do composto 12.
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Tabela 16. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 12.

C 8 'H (ppm) | & °C (ppm) C 8 'H (ppm) | 8 °C (ppm)
2 74.72 17 8,44 121,62
3 1.92 (t) 31.96 18¢ 19 1.40 26.92
4 3.02 (m) 18.97 20 153,50
5 n.d. 22 11,45

6 146,57 23 2.36 11.78
7 --- n.d. -—- -—- -—-

8 -—- n.d. - -—- -—-

9 -—- n.d. - -—- -—-
11 148,40
12 12,73
13 --- n.d. -—- -—- -—-
14 8,12 122,58
15 7.43 124,12
16 7,54 126,25
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Figura 165. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H>0-0.1%-AcOH) do composto 13.
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Figura 166. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do composto 13.

Tabela 17. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 13.

C 8 'H (ppm) | 8 °C (ppm) C 8 'H (ppm) | 8 "°C (ppm)
2 - 75.06 18¢ 19 1,42 26,92
3 1,95 (m) 31,82 20 - 151,55
4 3,05 (m) 19,23 22 n.d. -
5 102,91 23 2,56 15,10
6 - 146,26 - - -
7 - 123,50 - - -
8 . 126,33 - - -
9 - 132.28 - - -
11 - 14728 . - -
12 13,06 - . - -
13 - 132,61 - - -
14 8,15 (m) 122.69
15 7,45 (m) 124,27 - - -
16 7,57 (m) 126,72 . - -
17 8,41 (d) 121,50 - - -
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Figura 171. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H>0-0.1%-AcOH) do composto 14.
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Figura 173. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do composto 14.

Tabela 18. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 14.

C | 8H (ppm) C SH (ppm)
2 18¢19 | 1,42(s)
3 1,95 (1) 20

4 3,00 () 22 7,93 (d)
5 23 8,23 (d)
6 24

7 25¢29 | 7.89 (d)
8 26¢28 | 7,50 (d)
9 27

11
12 13,75 (s)
13
14 8,16 (d)
15 7,53 (1)
16 7,65 (1)
17 8,52 (d)
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7.16. Composto 15

Figura 174. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H>0-0.1%-AcOH) do composto 15.
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Figura 176. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do composto 15.

Tabela 19. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 15.

C | 3H (ppm) | 3C (ppm) C SH (ppm) | 3C (ppm)
2 75,65 18¢19 | 141(s) | 26,88
3 1,95(m) | 31,63 20 179,55
4 2,99 (m) | 18,89 22 8,16 (m) | 122,90
5 102,74 23 789 (d) | 143,38
6 147,97 24 n.d.
7 124,54 | 25¢29 7,78 129,27
8 126,78 | 26¢28 7,33 130,27
9 132,30 27 141,49
11 147,31 30 2,37 21,60
12 13,72
13 133,34
14 | 8,18 (m) | 121,52
15 7,53 (m) | 12538
16 7,65(m) | 127,39
17 8,52(d) | 121,87
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7.17. Composto 16

Figura 181. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H>0-0.1%-AcOH) do composto 16.
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Tabela 20. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 16.

C SH (ppm) | 8C (ppm) C SH (ppm) | 8C (ppm)
2 75,59 18¢19 | 1,43(s) 26,89
3 1,96 (¢) 31,65 20 179,66
4 3,00 (¢) 18,91 22 7,74 (m) | 143,87
5 102,76 23 7,80 (d) | 12621
6 147,89 24 737 | 129,74
7 124,53 25 728(d) | 142,50
8 126,86 26 125,62
9 13330 | 27e31 | 7,44 (m) | 129,40
11 14743 | 28e30 | 7,66(d) | 127,91
12 13,70 29 744 (m) | 129,40
13 133,38
14 8,18 (d) | 122,93
15 7,54 (m) | 12529
16 7,66 (m) | 128,03
17 8,48 (d) | 121,70
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7.18. Composto 17
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Figura 187. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H>0-0.1%-AcOH) da mistura contendo o
composto 17.

7.19. Composto 18

\ 7/
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Figura 188. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H,0-0.1%-AcOH) da mistura contendo o
composto 18.

7.20. Composto 21
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Figura 189. EM do composto 21.
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Figura 191. Espectro de RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 21 e ampliacio
da regido de 67,0 a 9,0 ppm.

Tabela 21. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 21.

C 6H (ppm) | 3C (ppm) C SH (ppm) | 3C (ppm)
2 75,61 17 8,45(d) | 121,80
3 1,96 (m) | 31,67 18¢19 | 142(s) | 2691
4 3,02 (1) 18,99 20 182,42
5 102,65 22 136,79
6 14791 | 23e27 | 8.61(d) | 13128
7 124,58 | 24¢26 | 7.63(m) | 128,84
8 126,92 25 7,72 (1) | 133,54
9 132,69
11 146,07
12 13,76 (s)
13 133,59
14 8,17(d) | 122,91
15 752 () | 12536
16 7,63 (m) | 12737
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7.21. Composto 22
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Figura 196. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H>0-0.1%) do composto 22.
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Figura 197. Espectro de FTIR-ATR do composto 22.
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Figura 198. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do composto 22.

Tabela 22. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 22.

C SH (ppm) | 8C (ppm) C SH (ppm) | 8C (ppm)
2 75,20 20 4,65 (1) 49,09
3 1,96 (m) | 31,11 21 1,96 (m) | 28,38
4 3,29 (1) 18,55 22 1,39 (m) | 30,18
5 102,96 23 1,29 (m) | 25,23
6 148,03 24 1,29 (m) | 21,98
7 120,05 25 0,86 (1) 13,8
8 124,60 26 4,82 (1) 49,72
9 120,05 27 1,96 (m) | 30,63
10 129,49 28 1,39 (m) | 2547
12 959 (s) | 140,02 29 1,29 (m) | 30,69
14 8,39 (d) | 121,22 30 129(m) | 21,95
15 781(t) | 128,52 31 0,86 (m) 13,8
16 771 (1) | 126,63
17 8,37 (d) | 124,60
18¢19 | 1,43(s) 26,12
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7.22. Composto 23
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Figura 205. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H>0-0.1%-AcOH) do composto 23.
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Figura 207. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do composto 23.

Tabela 23. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 23.

C SH (ppm) | 8C (ppm) C SH (ppm) | 8C (ppm)
2 75,15 20 4,66 (1) 49,04
3 1,96 (m) | 3123 21 1,95(m) | 2842
4 3,29 (¢) 18,50 22 1,36 (m) | 29,13
5 102,91 23 1,36 (m) | 2835
6 147,99 24 1,26 (m) | 31,07
7 120,03 25 122(m) | 26,40
8 124,56 26 0,84 (f) 13,91
9 120,03 27 4,82 (1) 49,68
10 129,43 28 1,95(m) | 30,16
12 9,60 (s) | 140,04 29 1,36 (m) | 29,13
14 8,36 (d) | 123,09 30 1,36 (m) | 28,42
15 772(f) | 126,60 31 1,26 (m) | 31,07
16 782 | 12847 32 122(m) | 3123
17 8,39 (d) | 121,21 33 0,84 (¥) 13,94
1819 | 1,44 (s) 26,06
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7.23. Composto 24
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Figura 212. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H>0-0.1%-AcOH) do composto 24.
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Figura 216. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do composto 24 e expansdes
das regides de hidrogénios alifaticos e aromaticos.

Tabela 24. Atribuigdes propostas para os deslocamentos quimicos do composto 24.

C SH (ppm) | 8C (ppm)
2 74,29
3 1.91 () 31,04
4 2.92 (1) 16,94
5 102,06
6 142,84
7 122,96
8 122,96
9 129,25
11 161,50
13 142,62
14 8.08 (d) | 121,92
15 737() | 123,16
16 7471 | 12535
17 8.01(d) | 121,20
18/19 | 1.39(s) 26,29
20 7.20 (s)

229



DMSO

NH p
/202 8
N—" ~
10 \ b
/ 33
/17 /9 /c1)2 D
1|T \T \1'3
1B 7 5
/
i \T/\T
24 o) 3 NI IS
<
1>, ] F 3
/\ 7 ®
H,C CH
© %Yo T3
o @ © o
2 D & & S N oflo
© de 2 7 S = i [&
| I 1 | T
™S
!
|
g
w3
|
N
[}
Y
O -
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 217. DEPTQ (125 MHz, DMSO-ds) do composto 24.

230



1.9, 292

29,191

NH,
N,//—<
(0]
24 0]
7.35,7.48
7.36, 8.08
A 7.49,7.37
7.48,8.02 8, 7.47
8.09, 7.37
| - ‘
9 8 7 6

Figura 218. 'TH-HOMOCOSY (500 MHz, DMSO-ds) do composto 24.

m

231



'
[e0]

o

©

17.38, 2.92

N
(=2}

26.71, 1.39

N
=

w
N

NH, 31.44, 1.91

39.88, 2.5

A
:

N
©

A
(<2}

~ »
N X
ppm

o ]
o

I
%)
(@]
(@]
T
%)
& ‘
&

©
(=]

o
=

=
N

121.82, 8.02

243808  F 123.71, 7.37

125.88, 7.48

N
(=)

N
©

TTT
w
o

S

a1
N

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1
ppm

Figura 219. HSQC (125 MHz, DMSO-ds) do composto 24.

232



'
©

o

N =
X o

w
N

N
o

N
(=<}

A
(o2}

~
N

o]
(=]

o]
©

©
(=]

S
B

-
a
N

N
N
o

-
N
[e5]

N
W
(o)

£

o
N

=
D
o

N
D
©

A
I~
(2]

NH,
N— 17.18, 1.91
O 26.62, 1.39
31.4,2.92 j—|731'33‘ 9L
5266, 1.91
24 (€]
HsC  CHs 74.76, 2.92 74.72, 1.39
74.76, 1.91
102.55, 1.91
102.62, 2.92
122.61, 7.48
122.63, 8.02 E 123.46, 2.92
)] 129.87, 2.92
F 121.38,7.37
125.83, 8.08
129.87, 8.02
143.26, 8.08 143.2, 8.02 143.39, 2.92 143.13,1.39
161.98, 7.21
R I T R A T B L LA B B A
9 8 7 6 4 3 2 1
ppm

Figura 220. HMBC (125 MHz, DMSO-ds) do composto 24.

2

Q
N

200

ppm

233



121.38, 7.37

-
N
o

122.63, 8.02 122.61,7.48

123.53, 8.08

125.83, 8.08

129.87, 8.02

g

£
Q
143.2, 8.02 g
143.26, 8.08
NH,
N_//-<
(¢}
24 0]
161.98, 7.21
e i . e B et i o e e e e S
8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2
ppm

Figura 221. HMBC (125 MHz, DMSO-ds) do composto 24 — expansdo da regido de
aromaticos.

Caleulated

'H Spectrum
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7.24. Composto 25
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Figura 225. Espectro de RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 25 e expansdes
das regides de hidrogénios alifaticos e aromaticos.

Tabela 25. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 25.

C SH (ppm) | 8C (ppm) C SH (ppm) | 8C (ppm)
2 74,76 18¢19 | 1,38(s) 26,91
3 1,89 (1) 31,93 20 7,39 (s)
4 2,88 (9) 18,65
5 107,12
6 145,35
7 118,41
8 120,43
9 134,87
11 163,34
13 139,48
14 8,07 (d) | 122,85
15 729(f) | 122,49
16 748 () | 126,68
17 7,76 (d) | 118,24
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Figura 230. EM (TOF EM IES+/MeOH-H20-0.1%-AcOH) do composto 26.
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Figura 231. Espectro de FTIR-ATR do composto 26.

241



9 g
22 <
NH—21 HOD
/% ©
N=—L\ CHs p
10 28
17 9/ \
12
Y
15 7 5
\14// e

T LR R A RARARRARRAEN!
8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4
Chemical Shift (ppm)

0.95 2.01 1.05
= 4 HH
B o o L e e e
1" 10 9 8 7

B o N
6

o

Chemical Shift (ppm)

Figura 232. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-d;s) do composto 26.

Tabela 26. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 26.

C SH (ppm) | 8C (ppm) C SH (ppm) | 8C (ppm)
2 75,11 20 11,56 (s)
3 1,92 (¢) 30,88 21 171,36
4 2,94 (1) 16,91 23 2,19 (s) 23,49
5 102,02
6 145,66
7 122,81
8 124,00
9 127,23
11 152,96
13 144,05
14 8,14 (d) | 122,26
15 7470 | 12430
16 759(f) | 126,60
17 8,14(d) | 121,16
1819 | 1,40 (s) 26,35
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Figura 236. HMBC (125 MHz, DMSO-ds) do composto 26.
7.26. Composto 27
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Figura 237. EMAR (TOF EM IES+/MeOH-H>0-0.1%-AcOH) do composto 27.
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Figura 239. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do composto 27.

Tabela 27. Atribui¢des propostas para os deslocamentos quimicos do composto 27.

C | 3H (ppm) | 3C (ppm)
2 164,52
4 157,80
5 158,06
6
7

111,79
136,07
9 9,06 (d) | 145,72
10 | 8,02(dd) | 124,57
11 8,66 (d) | 129,60
12 122,16
137,66
15 9,18 (d) | 146,79
16 | 8,08 (dd) | 125,06
17 8,94 (d) | 134,04
18 8,06 (s)
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7.27. Composto 28C
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Figura 244. EM (TOF EM IES+/MeOH-H20-0.1%-AcOH) do composto 28C.
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Figura 245. Espectro de FTIR-ATR do composto 28C.
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Figura 246. Espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) do composto 28C, e ampliacio

da regido acima de 611,25 ppm.

Tabela 28. Atribuicdes propostas para os deslocamentos quimicos do composto 28C.

C 6H (ppm) | 3C (ppm) C SH (ppm) | 3C (ppm)
2 73,94 17 8,19 (m) | 120,81
3 1,90 () | 31,72 18¢19 | 137(s) | 2643
4 2,97 (m) | 18,94 20 11,57

5 102,60 21 168,30
6 143,42 23 2,15(s) | 22,97
7 119,38

8 125,79
9 127,25
11 144,61
12 11,76
13 136,62
14 8,09 (d) | 121,99
15 734 (m) | 122,79
16 745(m) | 12538
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Figura 247. DEPTQ (125 MHz, DMSO-ds) do composto 28C.
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Figura 248. 'TH-HOMOCOSY (500 MHz, DMSO-ds) do composto 28C.
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