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RESUMO

VELEZ, Afonso Santine Magalhdes Mesquita. Planejamento e Sintese de novos
hibridos 1,2,4-triazol-3-tioalquil-nitroimidazdlicos com toxicidade seletiva contra
amastigotas de Trypanosoma cruzi, 2021, 140p. Dissertagdo (Mestrado em Quimica,
area de concentracdo Quimica Organica - Quimica Medicinal). Instituto de Quimica,
Departamento de Quimica Organica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,

Seropédica, RJ.

A doenga de Chagas (DC) ¢ uma das principais doengas tropicais
negligenciadas. A DC ¢ endémica em 4areas rurais de paises em desenvolvimento da
América do Sul, e até hoje ndo conta com um tratamento efetivo. Face a demanda de
desenvolvimento de novos compostos com potencial terapéutico para o tratamento de
doencas negligenciadas, esse trabalho visa contribuir com estudo no desenvolvimento
de novos farmacos com potencial atividade antiparasitaria. Nossa abordagem envolveu
a aplicagdo da estratégia de hibridacdo molecular, utilizando um derivado 1,2,4-
triazolico-3-tiona (com atividade antiparasitaria previamente descrita por nosso grupo).
Este derivado triazdlico foi preparado a partir da amida natural piperina, principal
componente quimico dos frutos secos de Piper nigrum, produto natural acessivel e de
facil isolamento. O planejamento molecular realizado envolveu a hibridagdo do
derivado 1,2,4-triazdlico-3-tiona da piperina com diferentes nucleos nitroimidazélicos
(que se destacam como importantes farmacoforos para a atividade antiparasitaria
pretendida). A aplicacdo desta estratégia de modificagdo molecular, somada as demais
metodologias desenvolvidas nesse trabalho, permitiu a preparagdo de seis novas
moléculas inéditas, os hibridos 1,2,4-triazol-3-tioalquil-nitroimidazélicos, que exploram
diferentes posi¢cdes do grupamento nitro no anel imidazdlico, com diferentes tamanhos
de cadeias alquilicas. Esses hibridos apresentaram atividade muito promissora contra as
formas amastigotas do Trypanossoma cruzi (cepa Tulahuen, C2C4 LacZ), apresentando
nos experimentos, de baixa a moderada toxicidade nos modelos celulares testados; além
de todos os hibridos apresentarem concentragdo inibitdria comparaveis a do farmaco de
referéncia utilizado, benzonidazol, com destaque para um hibrido em especial que se

mostrou dez vezes mais ativo, com atividade na faixa de concentracao de nM .

Palavras-chave: Piperina, Heterociclos, Hibridacdo molecular.



ABSTRACT

VELEZ, Afonso Santine Magalhdes Mesquita. Planning and Synthesis of new 1,2,4-
triazole-3-thioalkyl-nitroimidazole hybrids with selective toxicity aganist
Trypanosoma cruzi amastigotes, 2021, 140p. Dissertation (Masters in Chemistry,
Focused in Organic Chemistry — Medicinal Chemistry). Instituto de Quimica,
Departamento de Quimica Organica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,

Seropédica, RJ.

Chagas disease (CD) is one of the main neglected tropical diseases. CD is
endemic in rural areas of developing countries in South America, and to date there is no
effective treatment. Given the demand for the development of new compounds with
therapeutic potential for the treatment of neglected diseases, this work aims to
contribute to a study in the development of new drugs with potential antiparasitic
activity. Our approach involved the application of a molecular hybridization strategy,
using a 1,2,4-triazole-3-thione derivative (with antiparasitic activity previously
described by our group). This triazole derivative was prepared from the natural amide
piperine, the main chemical component of the dried fruits of Piper nigrum, an accessible
natural product that is easy to isolate. The molecular design performed involved the
hybridization of the 1,2,4-triazole-3-thione derivative of piperine with different
nitroimidazole cores (which stand out as important pharmacophores for the intended
antiparasitic activity). The application of this molecular modification strategy, added to
the other methodologies developed in this work, allowed the preparation of six novel
molecules, the 1,2,4-triazol-3-thioalkyl-nitroimidazole hybrids, which explore different
positions of the nitro group in the ring imidazole, with different sizes of alkyl chains.
These hybrids showed very promising activity against the amastigote forms of
Trypanosoma cruzi (Tulahuen strain, C2C4 LacZ), showing, in the experiments, low to
moderate toxicity in the cell models tested; in addition to the fact that all hybrids present
inhibitory concentration comparable to that of the reference drug used, benznidazole,
especially one hybrid that was ten times more active, with activity in the nM

concentration range.

Key words: Piperine, Heterocycles, Molecular hybridization.
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1. INTRODUCAO
1.1. A Doenca de Chagas

A doenga de Chagas (DC), também conhecida como Tripanossomiase Americana,
¢ uma doenga endémica em 21 paises do continente Americano (MSF, 2018). Esta
parasitose ¢ causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi, sendo
considerada uma das mais negligenciadas dentre o grupo de doengas tropicais
negligenciadas (DTNs) (HOTEZ et al., 2007). As DTNs correspondem a um grupo de
20 doengas infecciosas que afetam mais de um bilhdo de pessoas em todo o mundo,
estando presentes, principalmente, em paises em desenvolvimento; estas doencas sdo
predominantes em bolsdes de extrema de pobreza, onde a falta de saneamento basico
permite a exposicdo destas populagdes vulnerdveis a diferentes patogenos (OPAS-
WHO, 2019). Adicionalmente, observa-se a falta de investimentos, até mesmo interesse
por parte das autoridades competentes, em se colocar em pratica politicas de saude

publica que mitiguem o impacto nocivo dessas enfermidades (IHMT, 2020).

A DC foi descoberta em 1909 pelo médico e cientista brasileiro Carlos Chagas
(Figura 1), que identificou as primeiras formas flageladas de 7. cruzi em sangue
humano de uma paciente de dois anos que apresentava sintomas de febre alta, e

aumento do tamanho de 6rgaos vitais, como figado e bago (CHAGAS, 1909).

Figural. Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (1879-1934).

Estima-se que, no mundo, o nimero de pessoas infectadas pelo 7. cruzi seja de 6 a
7 milhdes, sendo que mais de 90% dos individuos portadores da DC ndo sabem que
estdo infectados, devido a falta de conhecimento sobre a doenca ¢ as limitadas unidades
de satde que, de fato, realizem o diagnostico ou alertem a populagdo para a gravidade
do problema. Uma vez que a fase inicial desta doenga ¢, praticamente, assintomatica,

milhares de pessoas vivem com essa doenga sem o diagndstico, alheias a qualquer tipo



de tratamento ou cuidado necessario (MSF, 2018). Estima-se ainda, que, anualmente,
cerca de 28 mil novos casos de infec¢do ainda ocorrem por transmissao vetorial e outros
8 mil novos casos por transmissdo congénita (WHO, 2012; WHO, 2020). Nas tultimas
décadas a doenga teve uma mudanga em seu padrio epidemiolégico, sendo endémica,
em um primeiro momento, em areas rurais e, hoje, sendo considerada um problema
mundial de saude publica, também em 4areas urbanas, devido a fatores como:
urbanizagdo, mobilidade da populagao e, principalmente, emigracao. Com isso, observa-
se o aparecimento massivo da DC em paises ndo-endémicos, sejam eles paises
desenvolvidos ou paises em desenvolvimento, como Canada, Estados Unidos, alguns
dos principais paises da Europa, alguns paises da Africa, Mediterraneo Oriental e

Pacifico Ocidental (LEE et al., 2013; WHO, 2020).

Figura 2. Distribuicao global da Doenca de Chagas (Traduzido de WHO, 2018).

A transmissdo vetorial do 7. cruzi para o hospedeiro humano ocorre, geralmente,
em 4areas rurais, onde se concentram os mais pobres, que pela falta de servigos basicos
de higiene e saneamento estdo mais vulneraveis ao contato com os dejetos do “barbeiro”
(Figura 3), nome popular que se d4 ao inseto hematdfago triatomineo (7riatoma
infestanz da familia triatomineae). A transmissdo por via oral tem se destacado,
epidemiologicamente, nos ultimos anos, € vem sendo chamada por “transmissdo a
distancia” (XAVIER et al., 2014); recebe esse termo, pois consiste no consumo de

insumos provenientes de regides rurais (em sua maioria, endémicas), geralmente, polpa



de frutas contaminadas com 7. cruzi, tendo havido algum tipo de contato com os dejetos
do “barbeiro”em seu cultivo ou processamento, dando destaque para a polpa de agai,
muito popular no Brasil (BARROSO-FERREIRA et al., 2014). Segundo Coura e Castro
(2002), a transmissao através de transfusdes sanguineas, de doadores infectados, ja teve
numeros expressivos (5 a 20% das infec¢des por 7. cruzi), tendo atualmente diminuido
esse numero devido a maior fiscalizagdo e cuidado nos bancos de sangue. A transmissao
vertical consiste na infeccdo de mae para filho durante a gravidez, ou no momento do
parto, em alguns casos pode ocorrer também através do aleitamento materno

(LAMOUNIER et al., 2004).

Figura 3. Imagem do barbeiro (inseto triatomineo), vetor da doenca de Chagas

(http://triatokey.cpqrr.fiocruz.br/#&ui-state=dialog).

O T. cruzi se apresenta em trés variagdes morfologicas em seu ciclo evolutivo
(Figura 4): epimastigota, forma replicativa presente no trato digestivo do inseto
triatomineo (vetor); amastigota, forma replicativa observada no interior das células de
mamiferos; tripomastigota, forma infectante e ndo replicativa, presente na corrente
sanguinea do hospedeiro mamifero e nos dejetos do inseto triatomineo (FIOCRUZ,

2017).


http://triatokey.cpqrr.fiocruz.br/#&ui-state=dialog

Figura 4. Representacdo esquematica do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (Traduzida de

CDC, 2019).

Ap6s instalada a infecgdao, a DC se manifesta, inicialmente, na fase aguda, que
esta associada a infestacdo e multiplicagdo parasitaria nos tecidos, principalmente no
miocardio, no sistema nervoso e no aparelho digestivo (BATISTA et al., 2008;
SIMOES et al., 2018). Essa fase se inicia de 1 a 4 semanas ap6s a exposi¢do ao 7. cruzi,
ela ¢ conhecida por ser assintomatica, porém os pacientes podem apresentar quadros
sintomaticos, com febre, adenomegalia, hepaesplenomegalia. Uma pequena parte dos
pacientes mais graves pode apresentar sintomas que se assemelham a miocardite e
meningoencefalite, sendo fatal em até 10% dos casos mais graves, acometendo
principalmente criancas menores de dois anos (COURA, 2003; SIMOES et al., 2018).
A fase cronica apresenta uma patogenia mais complexa, sendo a inflamag¢do o
determinante da progressao da doenca; muitos pacientes podem levar de 10 a 30 anos,
apos a fase aguda, para manifestar os sintomas da fase cronica, destacando-se como o
principal, e mais o severo, a cardiomiopatia decorrente das lesdes no tecido cardiaco,
causadas pelo parasito e pelo sistema imune do hospedeiro, podendo lavar a morte
subita do paciente (PEREZ-MOLINA & MOLINA 2018; COURA & CASTRO, 2002;
COURA, 2003; SALLES-XAVIER et al., 2005; SIMOES et al., 2018).



1.1.1. Tratamento

O tratamento quimioterdpico da DC se restringe a dois farmacos nitro-
heterociclicos, inseridos no mercado a mais de 50 anos, o Nifurtimox e o Benzonidazol
(Figura 5), com indices de cura na faixa de 50 a 70% na fase aguda, em contraste com
valores percentuais inferiores a 20% na fase cronica da doenca (DIAS et al., 2009).
Esses farmacos demandam de um longo tempo de tratamento (30 a 60 dias), e muitas
vezes 0s pacientes acabam por abandonar o tratamento por diversos fatores, sendo o
principal deles os efeitos colaterais severos causados por essas substancias, que
apresentam um perfil de toxicidade bastante elevado (GARCIA et al., 2005; COURA,
2003; RIBEIRO et al., 2020).
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Figura 5. Estrutura dos farmacos comerciais nifurtimox (1) e benzonidazol (2).
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A falta de interesse de industrias farmacéuticas no desenvolvimento de
substancias antiparasitarias para o tratamento de Chagas ¢ notdvel; pois ¢ uma doenca
que nao tem potencial lucrativo para essas empresas, uma vez que a imensa maioria dos
infectados nao tém condi¢des de arcar com o valor do tratamento, além de estarem nas
areas mais carentes dos paises endémicos. Segundo uma matéria publicada em 2013
pela Agéncia FIOCRUZ de noticias, essa negligéncia custa U$ 129 milhdes todos os
anos a saude publica brasileira. Para sanar esse problema da falta de tratamento, muitos
trabalhos tém discutido a eficiéncia das estratégias de reposicionamento de fairmacos, e
da associagdo de farmacos, por serem abordagens mais rapidas e econdmicas (RIBEIRO
et al., 2020). Porém, uma alternativa atraente ¢ o estudo e a utilizacdo dos produtos
naturais abundantes, obtidos de fontes renovaveis, como precursores na sintese de novos
antiparasitarios, pois os mesmos apresentam uma variedade infinita de estruturas

capazes de interagir com diferentes modelos bioldgicos (DIAS et al., 2009).



1.2. Produtos Naturais

O uso das plantas medicinais como ciéncia empirica ¢ utilizada até hoje por
diversos povos ao redor do mundo desde a antiguidade; a ingestdo de ervas, folhas e
frutos, nas formas de extrato, chds ou in-natura, exercendo algum tipo de agdo
farmacologica, pode ser compreendida como o inicio da quimica dos produtos naturais
(BOLZANI et al., 2006; DOS-SANTOS et al., 2016). A biodiversidade oferece uma
rica diversidade de compostos naturais com estruturas ainda ndo elucidadas, que se
mostram como uma das fontes mais sofisticadas de novos modelos moleculares para
quimica medicinal, desenvolvimento de novos farmacos (VALLI & BOLZANI, 2019).
No campo da quimica medicinal, os produtos naturais sempre se mostraram como uma
importante alternativa na area de planejamento e desenvolvimento de novas substancias
com atividades em diversos alvos biologicos (DIAS et al., 2009), e para a descoberta e
investigacao de novos grupos farmacoforicos biologicamente ativos contra diversas
infecgdes (SALAM & QUAVE, 2018). A importancia dos produtos naturais ¢ muito
bem representada no trabalho de Newman e Cragg (2020), no qual foi feito um
levantamento de todos os farmacos inseridos no mercado de 1981 a 2019, e conclui-se
que cerca de 65% destes tiveram participagdo direta ou indiretamente de produtos
naturais no seu desenvolvimento (Figura 6). A revisdo descrita por Uchiyama (2009)
ilustra alguns trabalhos recentemente desenvolvidos na investigacdo de produtos
naturais aplicaveis a quimioterapia da DC. Dentre as principais classes estudadas, se
destacam os alcaldides, ressaltando a amida natural piperina, que teve sua atividade

antiparasitaria bem descrita na literatura (RIBEIRO et al., 2004).

Figura 6. Distribuicdo de todos os farmacos inseridos no mercado desde 1981 até 2020
(traduzido de NEWMAN & CRAGG, 2020).



1.2.1. Piperina

Diferente de outros produtos naturais, a amida natural piperina pode ser
encontrada em diversas espécies do género Piper, porém, se manifesta em abundancia
nos frutos da Piper nigrum (conhecida popularmente no Brasil como “pimenta do
reino”), podendo ser extraida dos frutos secos com altos rendimentos, de até 7%
(SEMLER & GROSS 1988; IKAN, 1991). Apesar de, no Brasil, ser usada como
condimento, a utilizagdo da P. nigrum na forma de chas, na medicina popular da India é
bastante difundida. Mesmo ndo sendo uma planta nativa da flora brasileira, o Brasil
tem uma grande parcela na produ¢do mundial de pimenta do reino, com um total de
51.739 toneladas, colhidas em cerca de 22.000 hectares de area cultivada no ano de
2015 (Levantamento Sistematico da Produgdo agricola — IBGE/CEPAGRO). O uso de
matérias primas naturais e, principalmente, renovaveis no desenvolvimento de novos
farmacos ¢ uma alternativa muito promissora, pois, geralmente, ¢ possivel encontrar
estruturas moleculares muito ricas e versateis, que podem atuar como precursores
fundamentais em sintese organica; como no caso da piperina, que pode ser dividida em
trés subunidades, todas elas passiveis de modificacdes estruturais (Figura 7): o anel
benzodioxola (subunidade A), o espacador de cinco carbonos, com duas insaturagdes

(subunidade B), além do anel piperidinico (subunidade C) (FERREIRA et al., 2012).

Figura 7. Estrutura da piperina 3; Piper nigrum (a); frutos secos moidos de P. nigrum (pimenta
do reino) (b); cristais de piperina, apds isolamento (c¢) (FERREIRA et al., 2012).

O trabalho de revisdo de Carnevallia e Aratjo (2013) descreve a atividade
biologica de extratos (e Oleos essenciais) da P. nigrum como anti-inflamatoria,
antioxidante, analgésica, fungicida e bactericida, ressaltando a importancia do

componente principal, a amida natural piperina, que ¢ a maior responsavel por essas



atividades. Uma propriedade muito interessante da piperina ¢ a de aumentar a
biodisponibilidade de outros farmacos no organismo quando combinados, gracas a sua
rapida absor¢dao no organismo que, ao atravessar a barreira intestinal, forma complexo
com farmacos ndo polares que tendem a aumentar significativamente a permeabilidade
nas barreiras celulares, levando a um aumento na concentragdo plasmatica do farmaco
em associagdo (FERREIRA et al.,2012; CARNEVALLI & ARAUIJO, 2013). Dentre as
diversas atividades biologicas conhecidas, destacamos a atividade antiparasitaria da
piperina (RIBEIRO ef al., 2004) e de seus derivados (FERREIRA et al., 2012), que tem
sido investigado em nosso grupo de pesquisa, explorando sua versatilidade e fazendo
modificagdes estruturais, utilizando como base o bioisosterismo da fungdo amida, para
gerar novos derivados a partir de diferentes nicleos heterociclicos nitrogenados (LIMA
& BARREIRO, 2005), como tiadiazol do trabalho de Ferreira e colaboradores (2008),
o oxadiazol do trabalho de Dos Santos Filho (2009), e o triazol do trabalho de Franklyn
e colaboradores (2013).

1.3. Estratégias de Modificacées Estruturais

Sabendo a complexidade de realizar modificagdes estruturais efetivas na sintese
de novos farmacos, estratégias de planejamento molecular, como a hibridagao molecular
e o bioisosterismo, se apresentam como ferramentas fundamentais para o quimico

medicinal.

1.3.1. Bioisosterismo

O bioisosterismo ¢ uma estratégia de otimizagdo molecular de um composto-
prototipo, baseada na troca de determinados fragmentos moleculares, sem perda de
atividade do farmaco, fazendo modulagdo de propriedades farmacocinéticas como o
aumento da absorcao do farmaco, otimizagdo de sua distribuicdo no organismo, além de
seu metabolismo e elimina¢do; podendo ocorrer também mudanca nas propriedades
farmadcodinamicas, se houver mudanca no perfil de atividade (BARREIRO & FRAGA
2008; LESSA, 2021). O emprego desta abordagem exige um claro entendimento dos

parametros fisico-quimicos, eletronicos e quimicos envolvidos na troca bioisostérica



planejada; Lima e Barreiro (2005) descrevem os principais fatores a se levar em
consideragdo para se lograr éxito em uma proposta de otimizacdo de firmacos
utilizando o bioisosterismo: tamanho e volume molecular; grau de solubilidade dos
compostos bioisostéricos; reatividade quimica dos grupos funcionais ou subunidades

bioisostéricas, além de fatores conformacionais.

1.3.2. Hibridacio Molecular

A hibridagdo molecular ¢ uma estratégia que se baseia de planejamento racional
de farmacos, tendo como objetivo a juncao de fragmentos farmacoforicos (bioativos) de
duas ou mais substancias. A hibridacdo pode ser sinérgica (farmaco-farmaco), quando
se unem de forma covalentes os fragmentos farmacoforicos de um determinado
farmaco, ou até substancias inteiras, que apresentem a mesma atividade farmacologica
por vias distintas; ja a hibridizagdo de dupla acdo ou simbiotica, consiste na juncao de
farmacos ou grupos farmacoforicos com atividades bioldgicas distintas, mas com o
intuito de tratar uma mesma enfermidade (BARREIRO & FRAGA, 2008; ARAUJO et
al., 2015). Os resultados quanto a atividade farmacologica, poténcia e outros fatores
relacionados aos novos hibridos gerados, podem ser diversos e até mesmo de dificil
previsdo, sendo que o aumento da atividade farmacologica, geralmente, ¢ o resultado

desejado de uma hibridagdo molecular exitosa.

Dependendo da forma com que os grupos bioativos estejam ligados, os hibridos
podem receber as seguintes classificagcdes (Figura 8), segundo Muregi e Ishih (2010):
a) hibrido conjugado ndo clivavel, cujas partes farmacofoficas estdo conectadas por um
ligante metabolicamente estdvel, que ndo esta presente em seus farmacos individuais; b)
hibrido conjugado clivavel, cujas partes farmacofoficas estdo conectadas por um ligante
instavel, para ser metabolizado no organismo, para que as duas partes bioativas ajam em
alvos independentes, atuando como uma espécie de pro-farmacos; ¢) hibrido fundido,
cujas partes farmacoforicas estdo conectadas umas as outras, sem nenhum tipo de
ligante ou separador entre si; d) hibrido mesclado, que apresenta estruturas de seus
grupos farmacoforicos “mescladas”, tirando proveito de pontos em comum de ambas as

estruturas dos compostos de partidas, gerando moléculas mais simples e menores.



Figura 8. Classificagdo de hibridos moleculares (adaptado de CARDONA-G et al., 2018).

A estratégia de hibridagdo molecular, somada ao conhecimento dos alvos
bioquimicos, com os quais se deseja interagir, além do conhecimento do perfil celular
do hospedeiro e do parasita, sdo ferramentas fundamentais no desenvolvimento de
farmacos antiparasitarios (FRANKLIM et al., 2013; TYAGI et al., 2013). No trabalho
de Franklim e colaboradores (2013) ¢ descrito o planejamento de uma classe de hibridos
(Figura 9) a partir do produto natural piperina, que ja possuia atividade tripanocida

descrita.
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Figura 9. Planejamento molecular dos hibridos 1,2,4-triazol-3-tiona derivados da piperina

(adaptado de FRANKLIM et al., 2013).

Essa estratégia explorou o bioisosterismo da fun¢do amida da piperina com anéis
azolicos (KUMARI et al., 2020), gerando um nucleo 1,2,4-triazol-3-tiona, presente na
molécula do Protioconazol, farmaco comercial disponivel para infec¢des fungicas, que
age inibindo a enzima CYPS51, presente em fungos e nos tripanossomatideos. Os azois
dessa classe sdo conhecidos inibidores da enzima esterol 14oa-desmetilase (CYP51)
(Figura 10), que participa diretamente da biossintese do ergosterol. O bloqueio desta
enzima impossibilita a sintese de precursores fundamentais, levando ao acumulo de
lipidios toxicos na membrana celular do parasito, comprometendo sua integridade, e
impedindo a formag¢do do ergosterol, que ¢ um esteréide fundamental para garantir as
caracteristicas fisicas da membrana celular do 7. cruzi. Devido a isso, a etapa de
biossintese do ergosterol ¢ considerada um alvo bioquimico potencial muito importante
para o desenvolvimento de novos farmacos para a DC (SUETH-SANTIAGO et al.,
2015).
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Figura 10. Estrutura cristalografica da enzima CYP51 do Trypanossoma cruzi — c6digo PDB

(Protein Data Bank): 2WX2. (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

1.4. Planejamento de Novos Hibridos com Potencial Antiparasitario

Dando continuidade ao planejamento de novos farmacos antiparaitarios
derivados da piperina, decidimos aprofundar os estudos nos hibridos piperina-triazol do
trabalho de Franklim e colaboradores (2013), no qual a estrutura que apresenta no
substituinte “R” um grupo cicloexil demonstrou melhor perfil de atividade contra as
formas proliferativas do 7. cruzi, dentre as treze avaliadas; bem como, em seu trabalho
posterior, Franklim e colaboradores (2019) exploraram a sintese de derivados S-
alquilados do derivado piperina-triazol mais ativo de seu trabalho anterior (4), ¢ os
resultados apresentaram um perfil de atividade promissor quando testado nas principais
formas evolutivas do 7. cruzi. Esses resultados motivaram o planejamento de uma nova
série de compostos a partir da hibridacdo do 1,2,4-triazol-3-tiona (4) (Figura 11),
derivado da piperina, com fragmentos contendo grupos farmacoféricos  de
medicamentos comerciais com atividade antiparasitaria conhecida, como benzonidazol

e metronidazol (SAADEH et al., 2009).
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Figura 11. Planejamento molecular dos hibridos triazol-nitroimidazois (com seus respectivos

grupos farmacoforicos destacados).

A escolha de centros imidazolicos com posigoes distintas do grupamento nitro
servira para se investigar a relacao dos diferentes potenciais de reducdo de cada espécie
2-nitroimidazol (-418 mV), 4-nitroimidazol (-527 mV) e 5-nitroimidazol (-486 mV) e
relacionar com a atividade resultante na célula do parasito, visto que o potencial de
redugdo de cada espécie nitroimidazolica muda de acordo com a posi¢ao do grupo nitro
no anel (CHURC et al., 1990; MAYA et al., 2003; KNOX et al., 1983; MORETH et
al., 2010; SMITH & EDWARDS, 1995). Os nitro-heterociclos atuam desestabilizando
o equilibrio redox da célula do parasito, devido a sucessivas redugdes intracelulares
(Figura 12), pela acdo da enzima Tripanotiona Redutase (TR), enzima que esta presente
nos tripanossomatideos, como € o caso do 7. cruzi. Ocorre um processo de “ativagdo”
desses nitroheterociclos quando interagem com a TR, uma vez que essa enzima catalisa
essas nitroreducdes intracelulares, que geram diversas espécies mutagénicas e toxicas, e
intermediarios radicalares que acarretam severas lesdes ao DNA do parasito, levando-o
a um processo de apoptose (EDWARDS, 1980; EDWARDS et al., 1990; HALL &
WILKINSON, 2012; PATTERSON & WILLIE, 2014).
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Figura 12. Perfil de redugdo intracelular de nitroaromaticos envolvendo transicdo simples e
dupla de elétrons (PATTERSON & WILLIE, 2014).

Segundo Hall e Wilkinson (2011), o mecanismo de acdo do farmaco benzonidazol
dentro da célula do parasito passa por essas redugdes intracelulares, na qual seu grupo
farmacoforico (2-nitroimidazol) sofre uma espécie de ‘“ativagao” pelas enzimas
nitroredutazes (NTR) (Figura 13), atuando como um pro-farmaco, gerando
intermedidrios que apresentam uma toxicidade elevada. O benzonidazol com o
grupamento nitroso ¢ a espécie mais reativa deste ciclo, podendo causar, diretamente,
danos celulares ao parasito, ou seguir com o desequilibrio redox, sendo convertido em
hidroxilamina para continuar o ciclo de redugdes, que sdo prejudiciais ao parasito.
Edwards (1980) também discute o efeito toxico ao DNA desses intermedidrios reativos,
e destaca seu curto tempo de meia-vida, menor do que um segundo. Esse processo
ilustra, de forma clara, um possivel mecanismo de acdo de toxicidade seletiva do

farmaco benzonidazol, bem como outros farmacos nitroimidazolicos.
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Figura 13. Via redutora do Benzonidazol, catalisada pela TR do 7. cruzi. (HALL &
WILKINSON, 2012).

Um dos papeis mais importantes da hibridacdo molecular ¢ a possibilidade de
explorar mais de um alvo bioquimico com um s6 firmaco, aumentando seu potencial
terapéutico, além de diminuirmos a possibilidade do desenvolvimento de resisténcia, no

caso de quimioterapicos.

2. JUSTIFICATIVAS

Motivados pela clara necessidade de se desenvolver novas alternativas para o
tratamento da doenga de Chagas, buscou-se investigar a atividade anti-7. cruzi de uma
séric de compostos planejados, utilizando a hibridacdo molecular como estratégia de
modifica¢do estrutural (VIEGAS-JUNIOR ef al., 2004). Nesse planejamento foi
idealizado o acoplamento de um derivado da piperina com fragmentos nitroimidazdlicos
presentes em farmacos com atividade antiparasitaria, uma vez que essa amida natural
teve sua atividade antiparasitaria anteriormente descrita, interferindo no mecanismo de
citocinese do parasito (FREIRE-DE-LIMA et al., 2008). A partir do planejamento
molecular preconizado, novas estruturas hibridas sdo desenhadas, tendo o derivado
heterociclo 1,2,4-triazol-3-tiona (FRANKLIM et al., 2013) como precursor e diferentes
nicleos nitroimidazolicos que, segundo Patterson e Wyllie (2014), atuam
desestabilizando o equilibrio redox do 7. cruzi, devido a suas sucessivas reducdes

intracelulares, que geram espécies toxicas, que acumulam-se no interior da célula do
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parasito. Os efeitos deletérios causados pelos nitroimidazois envolvem danos ao DNA,
levando a célula do parasito a um processo de apoptose. Desta forma, os derivados
planejados poderdo conjugar diferentes mecanismos de agdo, sendo potencialmente

ativos contra o 7. cruzi.

3. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo o planejamento racional de novas moléculas
hibridas, potencialmente ativas contra o 7. cruzi. A estratégia sintética de planejamento
molecular (Figura 11) envolve o acoplamento do derivado piperinico contendo o
nucleo 1,2,4-triazol-3-tiona 4, desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa (FRANKLIM
et al., 2013); esse acoplamento ocorrera através da estratégia de S-alquilagdes no nucleo
1,2,4-triazol-3-tiona, que se mostrou como uma alternativa promissora para o aumento
da atividade antichagésica, no trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa
(FRANKLIM et al., 2019). Esse acoplamento vai se proceder por alquilantes com
por¢des nitroimidazolicas presentes em farmacos comerciais que apresentam
comprovada atividade antiparasitaria, variando a posicdo do grupamento nitro do anel
imidazdlicos e a quantidade de carbonos metilénicos, separadores entre esses
farmacoforos. Pretende-se com isso relacionar essas alteragdes estruturais na atividade
tripanocida, permitindo um estudo de SAR para esta nova série de derivados. Entre
nossos objetivos, esta a sintese da nova série de hibridos (Figura 14), suas
caracterizacoes (IV, RMN 'H, RMN *C e¢ EM), bem como a avaliagao do perfil de
toxicidade e atividade antiparasitaria dos mesmos frente a amastigotas do 7. cruzi (cepa

Tulahuen C2C4 LacZ).
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Figura 14. Série de Hibridos triazol-nitroimidazdlicos (1-6).
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4. DISCUSSAO DA PARTE SINTETICA

4.1. Planejamento Molecular

Motivados pela ideia do aumento da eficiéncia de um protétipo frente a célula do
parasita, a luz da proposta de hibridagdo molecular descrita anteriormente, destaca-se
que a amida natural, piperina, teve sua atividade antiparasitaria anteriormente estudada,
tendo sido demonstrada a sua interferéncia no mecanismo de citocinese da célula do
parasito (FREIRE-DE-LIMA et al., 2008). A atividade antiparasitaria observada para a
amida natural foi potencializada no trabalho de Franklym (2013), onde foi explorada a
estratégia do bioisosterismo da funcdo amida da piperina (KUMARI et al., 2020),
conjugando sua estrutura ao nucleo 1,2,4-triazol-3-tiona, que possui comprovada
atividade sobre a CYP51 do T. cruzi (SUETH-SANTIAGO et al., 2015). Com o
objetivo de ampliar a disponibilidade de alvos bioquimicos na célula do parasito,
escolheu-se acoplar o atomo de enxofre presente no derivado triazolico a nucleos
nitroimidazolicos que, segundo Patterson ¢ Wyllie (2014), atuam desestabilizando o
equilibrio redox da célula. A escolha de nicleos imidazolicos com o grupamento nitro
em posicdes distintas, servird para se investigar a possivel relagdo do potencial de
redug¢do de cada espécie (2-nitroimidazol, 4-nitroimidazol e 5-nitroimidazol) com a
atividade toxica frente a célula do parasito, visto que o potencial de reducdo de cada
espécie nitroimidazdlica muda de acordo com a posicdo do grupo nitro no anel

heterociclico (MORETH et al., 2010).

4.2. Obtencio do derivado piperinico do tipo 1,2,4-triaz6lico-3-tiona (4)

Para a sintese da série de hibridos planejada neste trabalho (Figura 13), fez-se
necessaria a preparagdo de quantidades adequadas do derivado 1,2,4-triazol-3-tiona da
piperina (4). Este intermediario foi preparado através da metodologia desenvolvida por
Franklim e colaboradores (2013; 2019), j4 bem estabelecida em nosso grupo de
pesquisa. A preparacdo do derivado triazélico (4) pode ser realizada de forma répida,
visto haver disponibilidade de padrdes analiticos de todos os intermediarios da
sequéncia sintética, além da disponibilidade em quantidades adequadas da piperina,
produto natural de partida. A disponibilidade dos padrdes analiticos permitiu a analise

imediata de todas as etapas reacionais mostradas no Esquema 1, através de
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cromatografia em camada delgada (CCD). A amida natural ¢ isolada em nosso
laboratério através de extracdo continua, utilizando equipamento de Sohxlet, tendo
etanol como solvente, apresentando 6timos rendimentos. A metodologia utilizada ¢ uma
adaptacao do procedimento descrito originalmente por Ikan (1991). Como o laboratério
ja dispunha de grande quantidade do produto natural isolado, foi realizada a hidrélise da
amida natural, conforme descrito por Ribeiro e colaboradores (2004), em seu trabalho
original de avaliagdo da atividade tripanocida da piperina e alguns derivados de
modificagdo estrutural simples. A mesma metodologia foi empregada por Franklim
(2013), somente utilizando irradiagdo por micro-ondas no lugar de aquecimento
convencional (banho de 6leo). Os rendimentos descritos por Ribeiro e por Franklim
foram comparaveis, contudo o tempo de reagdo foi drasticamente diminuido quando a
reacdo foi realizada sob irradiacdo de micro-ondas, passando de 12h para cerca de 1h de

refluxo.

Condigbes reacionais: (a) KOH, etanol, MO, 1h (80%); (b) (COCl),, 30 min, t.a.; (¢) NH.NH,.H,O,
CHxCl,, 0°C até t.a. (71%); (d) Isotiocianato de ciclo-hexila, etanol, MO, 30 mim (91%); (e) NaOH agq.,
MO, 30 min.; entdo, acidificacdo com HCI aq. até pH 3.0 (91%).

Esquema 1. Preparacdo do intermedidrio 1,2,4-triazol-3-tiona (4), a partir da piperina (3)
(FRANKLIM et al., 2013).

A partir do 4cido piperinico (6) foi preparada a hidrazida (8) (Esquema 1),
tendo o respectivo cloreto de acido (7) como intermediario. A preparacdo do cloreto de
acila (7) foi realizada através da reacdo do 4acido piperinico (6) com cloreto de oxalila,

que gerou quantitativamente o cloreto de acila (7), a temperatura ambiente e em
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auséncia de solvente. No Esquema 2 mostramos uma proposta de mecanismo
simplificado para a formagado de cloretos de 4cido pela reacdo entre acidos carboxilicos

e cloreto de oxalila.
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Esquema 2. Mecanismo simplificado para a formagdo de cloretos de acido, através da reacgdo
dos respectivos acidos carboxilicos com cloreto de oxalila (Adaptado de MARCH, 1985).

A ativagdo da carboxila do acido (6) (Esquema 2) se fez necessaria, pois a
carboxila do mesmo nao possuia a eletrofilicidade necessaria para sofrer o ataque
nucleofilico de um dos nitrogénios da hidrazina. Nessa etapa, Franklim (2013) descreve
a adi¢do inversa de uma solucao do cloreto de acila em DCM anidro, sobre um excesso
(10-20x) da hidrazina mono-hidratada. Este procedimento se faz necessario devido a
possibilidade de formacao de um dimero, através das reagdes de cada um dos
Nitrogénios de uma mesma molécula de hidrazina com duas moléculas do cloreto de
acila. A formacao deste tipo de dimero foi observada por Franklim (2013), tendo sido
caracterizado em seu trabalho de tese de doutorado (FRANKLIM et al., 2013). A
hidrazida (8), em seguida, reage com o isotiocianato de cicloexila, em meio basico,
gerando o intermediario (9), o qual sofre ciclizacdo em refluxo sob micro-ondas em
meio basico. Todas estas etapas encontram-se detalhadamente descritas no trabalho
publicado por Franklim e colaboradores (2013), além da tese de doutorado de Franklim
(2013). No Esquema 3 encontra-se descrita uma proposta simplificada de mecanismo

para a formag¢do do derivado piperinico com o nucleo 1,2,4-triazol-3-tiona (4), pela
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reacdo de ciclizagdo de seu respectivo intermedidrio aciclico (9) (FRANKIM et al.,

2013).

Esquema 3. Proposta simplificada de mecanismo para a reagdo de ciclizagdo do intermediario
(9) ao derivado 4-cicloexil-1,2,4-triazol-3-tiona (4) (adaptado de FRANKIM et al., 2013).

Uma vez que todas as etapas acima ja se encontram descritas em publicagdes de
nosso grupo, além de estarem detalhadas na tese de Franklim (2013), optamos por
unicamente descrever aqui a caracterizagao do derivado piperinico com o centro 1,2,4-
triazol-3-tiona (4). Outro ponto que merece destaque ¢ o fato de todas as etapas terem
sido acompanhadas por CCD analitica, possibilitando a confirmagdao da formagdo dos
intermedidrios (6), (8) e (9), bem como do derivado triazolico (4), através de
comparagdes de seus perfis cromatograficos com os padroes analiticos disponiveis, em
grau de pureza e quantidades adequadas em nosso laboratorio. Na andlise do espectro de
RMN 'H da molécula (4) (Espectro 3, pagina 60), o simpleto a & 13,7 ppm, com
integracdo para 1 4tomo de Hidrogénio, foi caracteristico para o atomo de Hidrogénio
ligado ao N-2 do nucleo 1,2,4-triazolo-3-tiona. No espectro de RMN '3C (Espectro 4,
pagina 60) os sinais mais importantes, utilizados na caracterizagdo do intermediario (4),
foram os sinais a & 166,63 ppm e o 149,63 ppm, referentes aos dois carbonos
quaterndrios presentes no nticleo triazolico (carbonos 3 e 5, respectivamente). Na parte
experimental (pagina 61), encontram-se os dados completos de caracterizacdo

espectrométrica do derivado 1,2,4-triazol-3-tiona (4).
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4.3 Preparacio dos Alquilantes
4.3.1. Preparacio do alquilante 5-nitroimidazolico, a partir do Metronidazol
4.3.1.1 Obtencao do Metronidazol (5)

O nucleo 2-metil-5-nitroimidazol de interesse para a realizacdo de algumas
etapas de alquilacdo planejadas neste trabalho, estd presente no metronidazol (5)
(farmaco antiparasitario e antibacteriano comercial). Este principio ativo pode ser
obtido em quantidades adequadas a partir de sua extracdo do medicamento Flagyl®,
comercializado na forma de comprimidos. Para isolamento do metronidazol, foi
explorada a basicidade do nitrogénio terciario N-3, presente no nucleo imidazdlico, que
apresenta seu par de elétrons disponivel para abstrair protons. Apesar de, em meio
aquoso, ser uma base fraca (pK 2,7) (ALSTON & ABELES, 1987), os autores
descrevem a ocorréncia da forma protonada do derivado heterociclico em solugdes
aquosas de acidos minerais, além do mesmo poder agir como doador de elétrons na
formacao de compostos de coordenagao (CHEN, 2016). Desta forma, foi conduzido um
processo de extragao acido-base para isolamento do metronidazol, o que permitiu a sua
obtencdo em grau de pureza adequado (Esquema 4). Os comprimidos pulverizados do
medicamento foram suspensos em solu¢dao acida, ocorrendo dissolugdo do principio
ativo. Apos filtragdo e neutralizagdo do meio com solugcdo aquosa de NaHCOs, o
metronidazol foi obtido em grau de pureza adequado, sendo entdo caracterizado através

dos métodos convencionais de analise.
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Esquema 4. Protonacdo do nitrogénio N-3 e comportamento acido-base do nucleo imidazdlico
do metronidazol (5).
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Para o metronidazol isolado, foi determinado seu ponto de fusdo, que se mostrou
bastante semelhante ao descrito na literatura [PF: 162-163°C (Lit.: 160,5°C,
drugbank.ca)]. Através do espectro de infravermelho (Espectro 5, pagina 63) pode ser
confirmada a presenga de uma hidroxila, que apresenta uma banda de baixa intensidade,
e em alta frequéncia 3213 cm’!. Esta absor¢io se refere & deformacio axial da ligacdo
O-H, em ligagao hidrogénio intramolecular com o grupamento nitro do anel imidazélico
(SILVERSTEIN et al., 1994). A absor¢io na regido de 3099 cm, observada no
espectro de IV, ¢ referente a deformacgdo axial da ligagdo C-H do anel imidazoblico; e
aquela em 1458 cm™, foi atribuida a deformagio angular da ligagio C-H de CHa. No
espectro de massas (Espectro 6, pagina 63) encontram-se fragmentos, como o ion
molecular m/z= 171 (M+. , 10%), além do fragmento m/z= 124 (20%) e o pico base
m/z= 81 (100%), que ajudaram a confirmar a estrutura do metronidazol (5). O
Esquema 5 descreve uma proposta de formagao de alguns dos principais fragmentos

observados no espectro de massas do metronidazol.
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Esquema 5. Proposta de fragmentacdo para o metronidazol (5).

No espectro de RMN 'H (Espectro 7, pagina 64), notou-se um simpleto largo,
em 0 8,03 ppm, indicando o hidrogénio do anel imidazdlico, além de um tripleto em 6
5,0 ppm (J= 5,4 Hz), com integracdo para 1 hidrogénio, caracteristico da fungdo

hidroxila, vizinha a um grupo CHz. No espectro de RMN "*C (Espectro 8, pagina 64)
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observou-se um sinal em o 152,4 ppm, indicando a absor¢do do carbono do anel
imidazolico, ligado ao grupamento nitro. Adicionalmente, observa-se outro sinal, em

60,2 ppm, indicando a absor¢do do metileno carbinélico.

4.3.1.2. Preparacao do metanossulfonato de 2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-il)
etila (10).

Uma vez obtidas quantidades adequadas do metronidazol (2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etanol) e determinado o seu grau de pureza, a proxima etapa deste
trabalho consistiu na transformacao da hidroxila primaria, presente na cadeia ligada ao
N-1 do nucleo imidazolico, num bom grupo abandonador, de modo a transformar o
metronidazol numa espécie eletrofilica, adequada a reagao de S-alquilagao. Crossland e
Servis (1970) descreveram a preparacdo do metilssulfonato derivado do metronidazol,
através do tratamento do alcool com cloreto de metanossulfonila, em DCM, em
presenca de trietilamina. Foi decidida a preparagdo deste metanossulfonato, visto que
ele ¢ um intermedidrio interessante, que poderia ser diretamente avaliado na etapa de S-
alquilagdo, além de possuir a versatilidade necessaria para ser explorado na preparacgao

de outros intermediarios e agentes alquilantes (Esquema 6).
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Condigédes reacionais: (a) AcOEt, TEA, CH3SO,Cl, t.a. por 4h (66%).
Esquema 6. Preparacdo do metanossulfonato (10) derivado do Metronidazol (5).

A reagdo se procedeu conforme descrito por Crossland e Servis (1970), porém,
demandando um tempo maior de reacdo, passando dos 15 minutos descrito pelos
autores para 2 horas. O solvente de escolha para essa reacdo foi o acetato de etila,
solvente no qual o metronidazol mostrou maior solubilidade, apresentando rendimentos

superiores na reacdo, quando na sua forma anidra; uma vez que a agua residual presente
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no meio ira interferir no andamento reacional, hidrolisando o éster metanossulfonato
formado, gerando novamente o metronidazol e o 4&cido metanossulfonico. A trietilamina
no meio reacional atua como base de Lewis, neutralizando o HCI formado no processo
(Esquema 7). Apos o ataque dos elétrons livres do oxigénio da hidroxila alcoolica ao
atomo de enxofre do cloreto de mesila, haverd a liberacdo de HCl em solugdo, que
rapidamente reage com a trietilamina presente na solucdo, gerando o cloreto de
trietilaminio, que se apresenta como solido branco, insolivel no meio reacional. Apos o
término da reacdo, o isolamento do metanossulfonato (10) se procedeu seguindo a
metodologia de proposta por Crossland e Servis (1970), gerando o produto desejado em

grau de pureza adequado e rendimento isolado de 66%, em média.
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Esquema 7. Mecanismo proposto para a obtencao do éster metanossulfonato (10), derivado do

metronidazol (5).

O mesilato (10) teve seu ponto de fusdo determinado, sendo também
caracterizado pelos métodos convencionais de andlise (RMN 'H e *C, EM e IV). O
¢éster metanossulfonato (10), derivado do metronidazol, se apresentou como um sélido
amorfo branco levemente azulado, apresentando ponto de fusdo entre 163 e 165°C.
Através do espectro de infravermelho (Espectro 9, pagina 67) pode ser confirmada a

presenca da ligacio S=O devido a absor¢do em 1326 cm’, referente a deformacio axial
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assimétrica do grupo S(=0).. Além de ser possivel também confirmar, pela auséncia da
absor¢io em 3200-3300 cm™!, que houve a interconversdo de grupos funcionais, com o
desaparecimento da ligagdo O-H presente no metronidazol. No espectro de massas
(Espectro 10, pagina 68) encontram-se fragmentos como o ion molecular m/z = 249
(M+., 5%), além dos m/z = 203 (30%), pico base 170 (100%) e 123 (90%), que
ajudaram a confirmar a estrutura do éster metanossulfonato, derivado do metronidazol.
O Esquema 8 descreve uma proposta de fragmentagdo de alguns dos principais picos

detectados no EM do produto sintetizado.
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Esquema 8. Proposta de fragmentacdo para o derivado metanossulfonato (10).

No espectro de RMN 'H (Espectro 11, pagina 68), notou-se a ocorréncia de um
simpleto, com integracdo para 3 hidrogénios, em 6 2,47 ppm, caracteristica da metila
ligada ao anel imidazdlico. Adicionalmente, observou-se o aparecimento de um
simpleto, com integracdo também para 3 hidrogénios, em campo mais baixo (6 3,16

ppm), caracteristico da metila ligada ao atomo de enxofre do grupo mesilato. Foi
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possivel ainda observar o desaparecimento do tripleto referente ao Hidrogénio da
hidroxila da fun¢do alcool, presente no metronidazol. No espectro de RMN "*C
(Espectro 12, pagina 69) observou-se um sinal em & 37,18 ppm, caracteristica do
carbono de metila ligada ao dtomo de Enxofre, além do sinal da metila ligada ao anel

imidazolico, em & 14,49 ppm.

O mesilato (10), uma vez obtido, foi diretamente utilizado como alquilante na
reacdo de preparacao do Hibrido 1, através da reacao do anion gerado a partir do 1,2,4-
triazolo-3-tiona (4), em meio basico. Contudo, a reacdo se apresentou lenta, gerando
uma mistura de produtos e restando grande quantidade do produto de partida. A
tentativa de se preparar um iodeto in situ, através da adigdo de iodeto de potassio ao
meio reacional (SAADEH et al., 2010) também nao logrou éxito, gerando mistura de
produtos, quando a reagdo foi acompanhada por CCD. Devido aos resultados negativos
obtidos, optamos pela preparagdo prévia de um iodeto (11) a partir do mesilato (10),

para e, seguida utiliza-lo na reacdo de S-alquilacao.

4.3.1.3. Preparacao do 1- (2-iodo etil) -2-metil-5-nitro-1H-imidazol (11)

A fim de aperfeigoar a etapa de alquilacao, optou-se por preparar um iodeto a
partir do metanossulfonato do metronidazol, seguindo a metodologia descrita por
Busatti e colaboradores (2007). O iodeto se apresenta como um melhor grupo de saida,
quando comparado com o grupamento metanossulfonato, sendo assim preferivel em
uma reagao de SN»; além de ser mais polarizavel, comportando melhor os elétrons da
ligagdo C-I, deixando o carbono com carga parcial positiva, e mais suscetivel ao ataque
nucleofilico do atomo de enxofre do que do atomo de nitrogénio-2. Uma vez que o
nucleo 1,2,4-triazol-3-tiona pode se comportar como um nucleo6filo bidentado, devido a
suas formas tautoméricas (Esquema 9), porém, apresentando como mais estavel a a
conformagdo com a tiona em sua estrutura (SAYED et al., 2017), possibilitando que o
ataque nucleofilico seja através do enxofre e/ou do nitrogénio (SAADEH et al., 2010).
Assim, as caracteristicas dos grupos de saida desses eletrofilos irdo influenciar

diretamente na regiosseletividade da alquilagao.
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Condigées reacionais: (a) DMF, K1, 65°C em 4h (53%).

Esquema 9. Reacdo da obtencdo do iodeto derivado do metronidazol (11).

A reacdo transcorreu conforme a metodologia descrita por Busatti e colaboradores
(2007), utilizando N, N-dimetilformamida como solvente, o que possibilitou o emprego
de um meio reacional com volume menor, garantindo uma maior interagdo entre as
moléculas, devido a grande solubilidade do metanossulfonato (10) em N,N-
dimetilformamida. O meio anidro ¢ fundamental nessa reagdo, uma vez que a agua,
estando presente no meio, realizard a hidrolise do metanossulfonato, gerando o acido
metanossulfonico e o metronidazol. O iodeto de potassio, adicionado ao meio reacional,
em excesso, promove a troca do grupo metanossulfonato pelo dtomo de iodo, através de
uma reacao de SN, gerando o iodeto (11) (Esquema 10). A reacao foi conduzida ao
abrigo da luz, uma vez que os iodetos de alquila, geralmente, sdo fotossensiveis,
gerando intermediarios radicalares (KROPP, 1984). O produto foi purificado através de
uma filtragdo em coluna cromatografica. Ap6s purificagdo, o produto foi obtido em grau
pureza adequado, em rendimentos compativeis com os descritos na literatura

(BUSATTI et al., 2007).

H
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Esquema 10. Formas tautoméricas do derivado 1,2,4-triazol-3-tiona (4) e 1,2,4-triazol-3-tiol

(4a).
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O iodeto (11) teve o seu ponto de fusdo determinado, sendo caracterizado
através dos métodos convencionais de andlise (RMN 'H e *C, EM e IV). O iodeto,
derivado do metronidazol, se apresentou como um so6lido amorfo branco, levemente
azulado, apresentando ponto de fusdo entre 101 e 104°C. Através do espectro de
infravermelho (Espectro 13, pagina 71) pode ser confirmada a presenca da ligagdo C-I,
devida a absor¢do em 555 cm, referente a deformagio axial da ligagcdo C-I. Observou-
se ainda a absor¢do em 1176 cm™, referente a deformacio axial simétrica da ligagdo C-
H do metileno ligado ao lodo. No espectro de massas (Espectro 14, pagina 71)
encontram-se fragmentos como o ion molecular m/z = 281 (M+. , 20%), além do pico
base m/z = 155 (100%) e 154 (60%), que auxiliaram na confirmagdo da estrutura do
iodeto (11), derivado do metronidazol. O Esquema 11 descreve uma proposta de

formacao de alguns dos principais fragmentos observados no espectro de massas do

-
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produto sintetizado.
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Esquema 11. Proposta de fragmentacao para o iodeto do metronidazol (11).

No espectro de RMN 'H (Espectro 15, pagina 72), notou-se a presenga de um
tripleto, com integragdo para 2 hidrogénios, centrado em 6 4,6 ppm (J= 7,0 Hz), que
representa o metileno ligado ao iodo, além de também evidenciar o desaparecimento do
simpleto, com integrag¢do para 3 hidrogénios, em & 3,16 ppm, correspondente a metila
ligada ao enxofre (presente na estrutura do precursor metanossulfonato). No espectro de
RMN 3C (Espectro 16, pagina 72) observou-se um sinal em § 0,03 ppm indicando a

absor¢cdo do CH; ligado ao iodo, esse valor em campo alto se explica pelo “efeito do
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atomo pesado” que, devido ao tamanho elevado do atomo de iodo, aumenta
significativamente a blindagem (SILVERSTEIN et al.,1994). Pdde-se, também,
comprovar o desaparecimento do sinal em & 37,18 ppm, indicando a absor¢ao de CH3

ligado ao enxofre (presente na estrutura do precursor metanossulfonato).

4.3.2. Preparacio dos alquilantes derivados 2-nitroimidazélicos

Tendo como objetivo a investigacdo da influéncia da posi¢do do grupamento
nitro no anel imidazdlico na atividade antiparasitaria dos hibridos planejados,
vislumbramos preparar uma série de alquilantes que possuissem o grupamento nitro na
posicdo 2 do anel imidazodlico, sendo estes andlogos a uma por¢do da estrutura do
farmaco benzonidazol. Os alquilantes propostos foram planejados a partir do precursor
2-nitroimidazol (12), variando apenas o niimero de carbonos espacadores (sp*), ligados
na posicdo 1 do anel imidazdlico, para se obter hibridos com estruturas semelhantes,

com as modificagdes principais na posicao do grupamento nitro no anel imidazdlico.

Na preparacao destes alquilantes (13), (14) e (15) (Esquema 12) utilizaram-se o
2-nitroimidazol comercial como material de partida, tendo como solvente a N, N-
dimetilformamida, em presenga de trietilamina (TEA). A TEA exerce um papel
fundamental nesta reagdo, uma vez que atua como base de Lewis, abstraindo o préton
da posi¢ao 1 do anel imidazdlico (que por sua vez, apresenta pKa = 8,72, segundo
CHEMICALBOOK), gerando o nucleofilo necessario, que ird realizar uma reagao SN
sobre o 1,2-dibromoetano, no caso de (13), e 1,3-dibromopropano, no caso de (14), e
1,4-dibromobutano, no caso de (15) (Esquema 12); O alquilante bidentado deve estar
presente no meio reacional em excesso, evitando assim a formacdo de produtos
indesejaveis como a formacdo de dimeros, ocasionados pelo ataque nucleofilico em

ambos os lados dos bis-eletrofilos.
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Esquema 12. Mecanismo proposto para a obtengdo dos alquilantes 13-15, derivados do 2-

nitroimidazol.

4.3.2.1 Preparacao do 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol (13)

A reacdo aconteceu por 24 horas, ndo sendo possivel observar o consumo total

do reagente de partida (reagdo acompanhada por CCD), mesmo apds a adicdo de um

equivalente adicional de TEA. Com isso, foi decidido realizar a purificagao do produto

por filtragdo em coluna cromatografica. Apos filtragdo em coluna cromatografica, o

produto foi obtido, com pureza adequada (por TLC), na forma de um de coloracao

amarelo claro em rendimento isolado de 50%.

—
N IZ

Br 13

Condigoes reacionais: (a) DMF, TEA, 70°C em 24h (50%).

Esquema 13. Reacdo da obtencdo do 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol (13).

By
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O alquilante 13 teve o seu ponto de fusdo determinado, sendo caracterizado
através dos métodos convencionais de analise (RMN 'H e '°C, EM). Este haleto se
apresentou como um sélido amorfo amarelado, apresentando ponto de fusdo entre 68-
70°C. Através do espectro de infravermelho (Espectro 21, pagina 80) pode ser
confirmada a presenca da ligacio C-Br, através da absor¢io em 646 cm’, referente a
deformacdo axial da ligagio C-Br. Observou-se ainda a absor¢io em 1155 cm™,
referente a deformagao axial simétrica da ligacdo C-H do metileno ligado ao bromo; em
1253 cm! observa-se a banda de deformagcdo axial da ligagdo C-N formada. No espectro
de massas (Espectro 22, pagina 80), o ion molecular foi detectado, m/z = 220 (M+. ,
0%), tendo como pico base m/z = 107/109 (100%) e 140 (55%), que auxiliaram na
confirmacao da estrutura deste alquilante. O Esquema 14 descreve uma proposta de
formacao de alguns dos principais fragmentos observados no espectro de massas do

produto sintetizado.
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Esquema 14. Proposta de fragmentacao para o 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol (13).

No espectro de RMN 'H (Espectro 23, pagina 81), notou-se a presenca de um
tripleto, com integracdo para 2 hidrogénios, centrado em 6 3,78 ppm (J= 7,0 Hz), que
representa o metileno ligado ao atomo bromo, além da presenca de um outro sinal,
triplo, com integracdo para 2 hidrogénios, centrado em 6 4,83 ppm (J= 7,0 Hz), que
representa o metileno ligado ao nitrogénio do anel imidazdlico. No espectro de RMN
BC (Espectro 24, pagina 81) observou-se um sinal em 6 51,33 ppm, indicando a

absor¢ao do CH: ligado ao nitrogénio, confirmando a presenca da ligagdo formada. Nos
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espectros de RMN de 13C, foi possivel observar alguns sinais referentes a formagio de
um produto de eliminacio, indesejado (Figura 15). Também no espectro de 'H foi
observado dois sinais duplos em, aproximadamente, 6 5,5 ppm, referentes a H ligados a
Csp?, fora do anel. A formacio deste produto (19, Figura 15) pode ter sido favorecida

pelas altas temperaturas nas quais a reagdo de elimina¢do ocorreu.

N
/ N>\N\+O-
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H 6 =130,12 ppm
8 =109,59 ppm

H
19

Figura 15. Produto de eliminagdo (19), com seus deslocamentos quimicos observados no

espectro de RMN de *C.

4.3.2.2 Preparacao do 1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol (14)

A reacdo aconteceu por 24 horas, ndo sendo possivel observar o consumo total
do reagente de partida (reagdo acompanhada por CCD), mesmo apds a adicdo de um
equivalente adicional de TEA. Com isso, foi decidido realizar a purificagcao do produto
por filtragdo em coluna cromatografica. Apos filtragdo em coluna cromatografica, o
produto foi obtido, com pureza adequada (por TLC), na forma de um de coloracao

amarelo claro em rendimento isolado de 55%.

N N O
0 \ {
/ >\N+\// + BrMBr —>a [N>\N\O_

12

Br

Condigoes reacionais: (a) DMF, TEA, 60°C em 6h (55%).

Esquema 15. Reacdo da obteng@o do 1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol (14).
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O alquilante teve o seu ponto de fusdo determinado, sendo caracterizado através
dos métodos convencionais de analise (RMN 'H e '*C, EM). Este alquilante se
apresentou como um sélido amorfo amarelado, apresentando ponto de fusdo entre 65 e
68°C. Através do espectro de infravermelho (Espectro 29, pagina 89) pode ser
confirmada a presenca da ligagio C-Br, devida a absorcio em 648 cm™!, referente a
deformagdo axial da ligagdo C-Br. Observou-se ainda em 1253 cm™ a banda de
deformacdo axial da ligagdo C-N formada. No espectro de massas (Espectro 30, pagina
89) o ion molecular ndo foi detectado, m/z = 235/233 (M+. , 0%), tendo como pico base
m/z = 41 (100%) e 108 (90%), que auxiliaram na confirmagdo da estrutura deste
alquilante. O Esquema 16 descreve uma proposta de formagao de alguns dos principais

fragmentos observados no espectro de massas do produto sintetizado.

. 0§N+/o
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H H
m/z= 113 m/z= 41 ( 100%)

m/z= 67 ( 15%)
Esquema 16. Proposta de fragmentacao do 1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol (14).

No espectro de RMN 'H (Espectro 31, pagina 90), notou-se a presenca de um
tripleto, com integracdo para 2 hidrogénios, centrado em 6 3,40 ppm (J= 7,0 Hz), que
representa o metileno ligado ao bromo, e a presenca de um outro tripleto com integragao
para 2 hidrogénios, centrado em 6 4,64 ppm (J= 7,0 Hz), que representa o metileno
ligado ao nitrogénio do anel imidazoélico, e centrado em o 2,43 ppm (J= 7,0 Hz), um

sinal de quinteto com integragdo para 2 hidrogénios. No espectro de RMN "C
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(Espectro 32, pagina 90) observou-se um sinal em 6 48,20 ppm indicando a absor¢ao

do CH; ligado ao nitrogénio, indicando a ligagdo formada.

4.3.2.3 Preparacao do 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol (15)

A reagdo aconteceu por 6 horas, ndo sendo possivel observar o consumo total do
reagente de partida (reacdo acompanhada por CCD). Com isso, foi decidido realizar a
purificagdo do produto por filtracio em coluna cromatografica. Apos filtragdo em

coluna, o produto foi obtido, com pureza adequada (avaliada por TLC), na forma de um

(¢
B 15

0leo de coloragao amarelada, em rendimento isolado de 45%.

12

Condigées reacionais: (a) DMF, TEA, 60°C em 6h (45%).

Esquema 17. Reagao da obtengdo do 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol (15).

O alquilante 15 se apresentou como um oOleo amarelado, e foi caracterizado
através dos métodos convencionais de analise (RMN 'H e 3C, EM). Através do
espectro de infravermelho (Espectro 47, pagina 109) pode ser confirmada a presenga da
ligacdo C-Br, devido a absor¢io em 649 cm’, referente a deformacio axial da ligagio
C-Br. Observou-se aind,a em 1276cm™, a banda de deformacio axial da ligagio C-N
formada. No espectro de massas (Espectro 48, pagina 109) o ion molecular ndo foi
detectado, m/z = 247/249 (M+. , 0%), tendo como pico base m/z= 55 (100%) e 122
(50%), que auxiliaram na confirmagdo da estrutura deste alquilante. O Esquema 18
descreve uma proposta de formacao de alguns dos principais fragmentos observados no

espectro de massas do produto sintetizado.
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Esquema 18. Proposta de fragmentagao do 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol (15).

No espectro de RMN 'H de 15 (Espectro 49, pagina 110), notou-se a presenca de
um tripleto, com integragdo para 2 hidrogénios, centrado em & 3,45 ppm (J= 7,0 Hz),
que representa o metileno ligado ao bromo, e a presenga de um outro tripleto com
integragcdo para 2 hidrogénios, centrado em 6 4,48 ppm (J= 7,0 Hz), que representa o
metileno ligado ao nitrogénio do anel imidazolico. No espectro de RMN '*C (Espectro
50, pagina 110) observou-se um sinal em o 48,20 ppm, caracteristica para o CH» ligado

ao atomo de nitrogénio, indicando a presenca da ligagdo formada.

4.3.3. Preparacio dos alquilantes derivados (4)5-nitro-1H-imidazélicos

Com o objetivo de se investigar com maior clareza a influéncia da posi¢cdo do
grupamento nitro no anel imidazdlico na atividade antiparasitaria dos hibridos
planejados, foi decidido preparar novos alquilantes que possuissem o grupamento nitro
em outras posicoes distintas do anel imidazdlico. Os alquilantes propostos foram
planejados a partir do precursor 2-metil-(4)5-nitro-1/-imidazol (16), diferindo-se entre si
no nimero de carbonos metilénicos espacadores (Csp®). A interpretacio da atividade
relacionada a variagdo na posi¢cdo do grupo nitro no anel imidazolico fornecerd dados
para que seja possivel discutir a interferéncia da posi¢do deste substituinte nas
respectivas atividades antiparasitdrias dos hibridos preparados a partir desses

alquilantes.
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E importante ressaltar as possiveis formas tautoméricas do precursor 2-metil-(4)-
5-nitro-1H-imidazol (16) apresenta (Esquema 19), o que caracteriza esta molécula

como um nucledéfilo bidentado.

0 ° 1 o 4
NH
Pl — T
o N 2 / 2
3 CHg o 1H CH,

Esquema 19. Formas Tautoméricas do 2-metil-(4)5-nitroimidazol (16).

O controle do pH ¢ fundamental nesta etapa em que ocorre a N-alquilagao.
Dependendo do pH do meio reacional, € possivel realizar uma alquilagdo regioseletiva
no anel imidazdlico. Em condic¢des reacionais de pH acido, ¢ favorecida a formagao do
composto com o grupo nitro na posi¢do 5 do anel imidazélico; enquanto em condigdes
basicas ¢ favorecida a formacdo do regiosisomero com o grupo nitro na posi¢do 4 do
anel imidazolico. Exemplos de variacao na regioseletividade da alquilagao de imidazois,
dependendo das condigdes reacionais ¢ de pH do meio, encontram-se amplamente
exemplificadas na literatura (CAPLAR et al., 1974; MANDALAPU et al., 2016;
MILLER et al., 1970; SKUPIN et al., 1997). No esquema 20 encontram-se descritas

ambas as metodologias de alquilacdo para o ntcleo 2-metil-(4)5-nitroimidazol.
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° N2 N,
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/ J\
o h 2 CHs
/

1-alquil-2-metil-5-nitroimidazol

Condigoes reacionais: (a) K2COs, 110°C (30 min.); (b) AlICl3 , EtOAc, 0 °C (24h)
Esquema 20. Metodologias descritas de N-alquilagdo, utilizando como material de partida o 2-

metil-(4)5-nitroimidazol (6) (MANDALAPU et al., 2016; SKUPIN et al., 1997).

Na preparagdo destes alquilantes (17) e (18) utilizaram-se o 2-metil-(4)5-

nitroimidazol (16) comercial como material de partida, em meio bésico, para se obter o
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produto 4-nitroimidazélico, o solvente escolhido para essa metodologia foi a N,N-
dimetilformamida, em meio basico utilizando trietilamina (TEA). A TEA exerce um
papel fundamental nesta reacdo, uma vez que atua como base de Lewis, abstraindo o
préton da posicdo 1 do anel imidazdlico, gerando um sitio nucleofilico preferencial
(Esquema 21). Miller (1970) descreve que N-alquilagdo do 2-metil-(4)5-nitroimidazol
em meio alcalino tende a formar apenas o produto com o grupamento nitro na posi¢ao 4
do anel imidazolico, devido a maior estabilidade de seu anion correspondente (base

conjugada).

Esquema 21. Mecanismo para a obtengdo dos anions do 2-nitro-(4)5-nitroimidazol (16) em

meio basico.

Dessa forma, o sitio nucleofilico mais estavel em meio basico ird realizar uma
reacdo SN: sobre o 1,3-dibromopropano, no caso de (17), e 1,4-dibromobutano, no caso
de (18) (Esquema 22-a). E importante ressaltar, que ao trabalhar com alquilantes
bidentados, estes devem estar presentes no meio reacional em excesso, a fim de ser

evitada a formagdo de produtos indesejaveis de dialquilacao (Esquema 22-b).
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Esquema 22. (a) Mecanismo proposto para a obtengdo dos alquilantes a partir do dnion mais
estavel do 2-metil-(4)5-nitroimidazol (16) em meio basico; (b) Formagdo do produto de
dialquilagdo indesejado.

4.3.3.1 Preparacao do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (17)

A reacgdo aconteceu durante 24 horas, ndo sendo possivel observar o consumo
total do reagente de partida (reacdo acompanhada por CCD), mesmo apos a adi¢ao de
um equivalente adicional de TEA. Com isso, foi decidido realizar a purificacdo do
produto por filtragdo em coluna cromatografica. Apds filtragdo em coluna, o produto foi
obtido, com pureza adequada (por TLC), na forma de um de coloragdo amarelo claro,

em rendimento isolado de 45%.

Br

N

Condigoes reacionais: (a) DMF, TEA, 60°C em 6h (45%).
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Esquema 23. Reacdo da obtengdo do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (17).

O alquilante teve o seu ponto de fusdo determinado, sendo caracterizado através
dos métodos convencionais de analise (RMN 'H e '*C, EM). Este alquilante se
apresentou como um sélido, levemente amarelado, amorfo, apresentando ponto de fusio
entre 78 e 80°C. Através do espectro de infravermelho (Espectro 37, pagina 98) pode
ser confirmada a presenca da ligagio C-Br, devida a absor¢do em 675 cm’!, referente a
deformacdo axial da ligagio C-Br. Observou-se ainda em 1255 cm™ a banda de
deformacdo axial da ligagao C-N formada. No espectro de massas (Espectro 38, pagina
98) o ion molecular foi detectado, como pico base, m/z = 250/248 [(M+H)+.] (100%),

que auxiliaram na confirmagdo da estrutura deste alquilante.

No espectro de RMN 'H (Espectro 39, pagina 99), notou-se a presenca de um
tripleto, com integragdo para 2 hidrogénios, centrado em 6 3,41 ppm (J= 7,0 Hz), que
representa o metileno ligado ao bromo, e a presenga de um outro tripleto com integragao
para 2 hidrogénios, centrado em 6 4,17 ppm (J= 7,0 Hz), que representa o metileno
ligado ao nitrogénio do anel imidazélico, e centrado em & 2,34 ppm (J= 7,0 Hz), um
sinal de quinteto com integracdo para 2 hidrogénios. No espectro de RMN "C
(Espectro 40, pagina 99) observou-se um sinal em ¢ 44,89 ppm indicando a absor¢ao

do CH2> ligado ao nitrogénio, indicando a ligagao formada.

A validagao da metodologia descrita acima, para a alquilagdo em meio basico,
formando o derivado 4-nitroimidazélico pdde ser confirmada pelos espectros
bidimensionais de RMN 'H e *C, 'H, *C-HSQC (J 1) (Espectro 41, pagina 100) e 'H,
BC-HMBC (J 2, J 3) (Espectro 42, pagina 101), que nos deram suporte para confirmar
a estrutura do alquilante formado. No espectro de HSQC ¢ possivel observar o
acoplamento de C-H (J 1), o que nos fornece a correlacdo de cada hidrogénio ligado ao
seu carbono correspondente. J4 no espectro de HMBC nos fornece as informagdes do
acoplamento a longa distancia C-H (J 2, J 3), o que nos permite correlacionar a posicao

de cada carbono em rela¢do aos hidrogénios vizinhos (de até trés ligacdes de distancia).

4.3.3.2 Preparacio do 1-(4-bromobutil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (18)

A reagdo aconteceu por 6 horas, ndo sendo possivel observar o consumo total do

reagente de partida (reagdo acompanhada por CCD), mesmo apds a adicdo de um
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equivalente adicional de TEA. Com isso, foi decidido realizar a purificagdo do produto
por filtragdo em coluna cromatografica. Apos filtracdo em coluna cromatografica, o
produto foi obtido, com pureza adequada (por TLC), na forma de um de coloracdo

amarelo claro, em rendimento isolado de 45%.
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Condigées reacionais: (a) DMF, TEA, 60°C em 6h (45%).

Esquema 24. Reacdo da obtengdo do 1-(4-bromobutil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (18).

O alquilante 18 teve o seu ponto de fusdo determinado, sendo caracterizado
através dos métodos convencionais de analise (RMN 'H e '*C, EM). Este alquilante se
apresentou como um sdlido, levemente amarelado, amorfo, apresentando ponto de fusao
entre 780 e 72°C. Através do espectro de infravermelho (Espectro 55, pagina 118) pode
ser confirmada a presenca da ligagio C-Br, devida a absor¢do em 680 cm™, referente a
deformacdo axial da ligagdo C-Br. Observou-se ainda em 1290 cm™ a banda de
deformacao axial da ligacdo C-N formada. No espectro de massas (Espectro 56, pagina
118) o ion molecular foi detectado, como pico base, m/z = 261/263 [M+.] (100%), que

auxiliaram na confirmag¢do da estrutura deste alquilante.

No espectro de RMN 'H (Espectro 57, pagina 119), notou-se a presenga de um
tripleto, com integracdo para 2 hidrogénios, centrado em 6 3,46 ppm (J= 7,0 Hz), que
representa o metileno ligado ao bromo, e a presenca de um outro tripleto com integragao
para 2 hidrogénios, centrado em 6 3,98 ppm (J= 7,0 Hz), que representa o metileno
ligado ao nitrogénio do anel imidazolico. No espectro de RMN C (Espectro S8,
pagina 119) observou-se um sinal em & 46,40 ppm indicando a absor¢do do CH> ligado

ao nitrogénio, indicando a liga¢do formada.
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4.4. Preparacio dos Hibridos

Em trabalho recente de nosso grupo de pesquisa, Franklim e colaboradores
(2019) reportaram o aumento significativo da atividade tripanocida dos derivados S-
alquilados do Nis-cicloexil 1,2,4-triazol (4). Os derivados preparados por Franklim
foram avaliados contra epi- ¢ amastigotas de 7. cruzi (cepa Y), bem como quanto ao seu
perfil de citotoxicidade frente a macrdéfagos murinos. Os resultados descritos no
trabalho de Franklim nos estimularam a propor a preparacao de um novo derivado S-
alquilado, ao qual estivesse incorporado outro farmacoforo, buscando incrementar o
perfil de atividade tripanocida, visto que, neste caso, haveria a possibilidade desta
molécula agir através de dois mecanismos de ag¢do complementares. Os hibridos
propostos conjugam propriedades do derivado da piperina com centros
nitroimidazolicos presentes em farmacos comerciais utilizados no tratamento de

diversas parasitoses.

A reagdo de S-alquilagdo planejada neste trabalho se baseou nas metodologias
descritas por Al-Abdullah e colaboradores (2014) e El-Ashry e colaboradores (2006),
onde ambos se utilizam de solvente polar e meio basico (Esquema 25). Sob condi¢des
reacionais mais brandas, o produto de S-alquilagdo ¢ o tnico formado. O uso de uma
base se faz necessario, uma vez que o proton ligado ao nitrogénio deve ser abstraido,

levando a formagao do nucleo6filo necessario a etapa de alquilagao.
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Condigées reacionais: (a)TEA, etanol, refluxo; (b) DMF, K,COs , 55°C.

Esquema 25. Planejamento de sintese da série de hibridos (1-6), a partir dos alquilantes
previamente sintetizados.

4.4.1. Preparacao do Hibrido 1

A reagdo de S-alquilacdo do iodeto 11, derivado do metronidazol foi bem-
sucedida, realizada de acordo com a metodologia de Al-Abdullah e colaboradores
(2014). Apos o término da reagdo, a etapa de purificacdo do produto obtido foi
conseguida pela precipitacao dele através da adigdo de dgua gelada ao meio reacional. O
hibrido planejado (1) foi obtido, na forma de um so6lido amorfo, de coloragdo amarela,
em rendimento isolado de 63%, além de apresentar pureza adequada (determinada por

CLAE).

43



O hibrido preparado foi caracterizado através dos métodos convencionais de
andlise (RMN 'H e °C, EM e IV), além de ter seu ponto de fusdo determinado (207-
209°C). Através do espectro de infravermelho (Espectro 17, pagina 75) pode ser
confirmada a presenca da ligacio C-S, responsivel pela absor¢io em 1180 cm,
referente a deformacdo axial simétrica da ligacdo C-S, indicativo da formagdo do
produto de S-alquilacdo. No espectro de massas (Espectro 18, pagina 76) HRMS pode
ser observado o pico m/z= 509,1956[M+H]; e m/z = 531,1775 [M+Na], referentes ao
ion molecular em adutos com hidrogénio e sodio, respectivamente. Adicionalmente, no
espectro de RMN 'H (Espectro 19, pagina 76) ¢ possivel observar um tripleto, com
integragdo para 2 hidrogénios, em 6 3,62 ppm (J= 6,3 Hz), referente ao CH; ligado ao
enxofre. No espectro de RMN *C (Espectro 20, pagina 77) observou-se um sinal em o
45,22 ppm, indicando a presenga de carbono metilénico, ligado ao dtomo de Enxofre.
Esses sinais, relacionados a estrutura da molécula sintetizada, pontuados anteriormente,

suportam a tese de que a S-alquilagao foi realizada com éxito, formando o hibrido 1.

No Esquema a seguir (Esquema 26), mostramos toda a sequéncia sintética

desenvolvida para a preparacao do hibrido 1.

Condigoes reacionais: (a) AcOEt, TEA, CH3SO,Cl, 2h (66%); (b) DMF, KI, 65°C por 4h (53%); (c)
DMF, K»COs3, 55°C por 24h (63%).

Esquema 26. Sequéncia sintética completa para a obtengdo do Hibrido 1, partindo do
metronidazol (5).

44



4.4.2. Preparacao do Hibrido 2

A reagdo de S-alquilacdo de (4) com o 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol (13),
derivado do 2-nitroimidazol (12) foi bem sucedida, realizada sob a metodologia de El-
Ashry e colaboradores (2006). Apos o término da reagdo, a etapa de purificagdo do
produto obtido foi realizada por filtragdo em coluna cromatografica. O hibrido
planejado foi obtido, na forma de um so6lido amorfo de coloracdo amarela, em
rendimento isolado de 50%, além de apresentar pureza adequada (determinada por

CLAE).

O hibrido 2 foi caracterizado através dos métodos convencionais de andlise
(RMN 'H e ®C e EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (170-174°C). No
espectro de infravermelho (Espectro 25, pagina 84) pode ser observada uma absor¢ao
em 1197 cm’!, referente a deformacgdo axial simétrica da ligacdo C-S, indicativo da
formacao do produto de S-alquilagdo. No espectro de massas (ESI, Espectro 26, pagina
85) pode ser observado o pico do ion molecular m/z= 495,15 [M+.]; além do ion m/z =
989,35 [M+M], referente a formacdo do aduto entre dois ions moleculares.
Adicionalmente, no espectro de RMN 'H (Espectro 27, pagina 85) ¢ possivel observar
um tripleto, com integracao para 2 hidrogénios, em 6 3,63 ppm (J= 6,3 Hz), referente ao
CH: ligado ao enxofre. No espectro de RMN *C (Espectro 28, pagina 86) observou-se
um sinal em 6 48,59 ppm, indicando a presenga de carbono metilénico, ligado ao atomo
de enxofre. Esses sinais, relacionados a estrutura da molécula sintetizada, pontuados
anteriormente, suportam a tese de que a S-alquilagdo foi realizada com éxito, formando

o hibrido 2 planejado.

No Esquema a seguir (Esquema 27), mostramos toda a sequéncia sintética

desenvolvida para a preparacao do hibrido 2.
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Condigées reacionais: (a) DMF, TEA, 1,2-dibromoetano, 4h (50%); (b) Etanol, TEA, refluxo, 6h (50%).

Esquema 27. Sequéncia sintética completa para a obtencdo do hibrido 2, partindo do 2-
nitroimidazol (12) e da triazolotiona (4).

4.4.3. Preparacio do Hibrido 3

A reacdo de S-alquilacao de (4) com o 1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol (14),
derivado do 2-nitroimidazol (12) foi bem sucedida, realizada sob a metodologia de El-
Ashry e colaboradores (2006). Apos o término da reacdo, a etapa de purificacdo do
produto obtido foi realizada por filtracdo em coluna cromatografica. O hibrido 3
planejado foi obtido, na forma de um sb6lido amorfo de coloracdo amarela, em
rendimento isolado de 50%, além de apresentar pureza adequada (determinada por

cromatografia liquida).

O hibrido preparado foi caracterizado através dos convencionais de analise
(RMN 'H e *C e EM), além de ter seu ponto de fusio determinado (150-153°C).
Através do espectro de infravermelho (Espectro 33, pagina 93) pode ser confirmada a
presenca da ligagdo C-S, responsavel pela absor¢io em 1197 cm’, referente a
deformacdo axial simétrica da ligacdo C-S, indicativo da formacdo do produto de S-
alquilacdo. No espectro de massas (ESI, Espectro 34, pagina 94) pode ser observado o
pico do ion molecular m/z= 509,15[M+.]; além do ion m/z= 1017,30 [M+M], referente
a formagdo do aduto entre dois ions moleculares. Adicionalmente, no espectro de RMN
'H (Espectro 35, pagina 94), ¢ possivel observar um tripleto, com integragdo para 2
hidrogénios, em 6 3,27 ppm (J= 6,3 Hz), referente ao CH; ligado ao atomo enxofre. No
espectro de RMN *C (Espectro 36, pagina 95) observou-se um sinal em o 25,97 ppm,

indicando a presenca de carbono metilénico, ligado ao dtomo de enxofre. Esses sinais,
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relacionados a estrutura da molécula sintetizada, pontuados anteriormente, suportam

que a S-alquilacdo foi realizada com éxito, formando o hibrido 3, conforme planejado.

No Esquema a seguir (Esquema 28), mostramos toda a sequéncia sintética

desenvolvida para a preparagdo do hibrido 3.
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Condigées reacionais: (a) DMF, TEA, 1,3-dibromopropano, 6h (55%); (b) Etanol, TEA, refluxo por 6h
(50%).

Esquema 28. Sequéncia sintética completa para a obten¢do do hibrido 3, partindo do 2-
nitroimidazol (12).

4.4.4. Preparaciao do Hibrido 4

A reacao de S-alquilacdo de (4) com o 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-
imidazol (17), derivado do 2-metil-(4)5-nitroimidazol (16) foi bem sucedida, realizada sob
a metodologia de El-Ashry e colaboradores (2006). Apds o término da reacdo, a etapa
de purifica¢do do produto obtido foi realizada por filtragao em coluna cromatografica. O
hibrido planejado foi obtido, na forma de um sélido amorfo de coloragdo amarela, em
rendimento isolado de 30%, além de apresentar grau de pureza adequado (determinado

por CLAE).

O hibrido 4, preparado conforme mostrado no Esquema 28, foi caracterizado
através dos métodos convencionais de andlise (RMN 'H e '3C e EM), além de ter seu
ponto de fusdo determinado (175-177°C). No espectro de infravermelho (Espectro 43,
pagina 104) pode ser observada uma absorgdo em 1193 cm’, referente a deformagio
axial simétrica da ligagdo C-S, indicativo da formagdo do produto de S-alquilacdo. No
espectro de massas (Espectro 44, pagina 105) pode ser observado o pico do ion

molecular m/z= 523,15[(M+H)+.]; além do ion m/z = 1045,40 [(M+M)+.], referente a
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formacdo do aduto entre dois ions moleculares. Adicionalmente, no espectro de RMN
'H (Espectro 45, pagina 105) ¢ possivel observar um tripleto, com integracao para 2
hidrogénios, em & 3,25 ppm (J= 6,3 Hz), referente ao CH: ligado ao enxofre. No
espectro de RMN '*C (Espectro 46, pagina 106) observou-se um sinal em 6 25,96 ppm,
indicando a presenca de carbono metilénico, ligado ao dtomo de enxofre. Esses sinais,
relacionados a estrutura da molécula sintetizada, pontuados anteriormente, suportam a

formagdo do produto de S-alquilagdo, gerando o hibrido 4, conforme planejado

No Esquema a seguir (Esquema 29), mostramos toda a sequéncia sintética

desenvolvida para a preparacao do hibrido 4.

Q\H“

O - @

Hibrido 4
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Condigébes reacionais: (a) DMF, TEA, 1,3-dibromopropano, 6h (45%); (b) Etanol, TEA, refluxo por 6h
(30%).

Esquema 29. Sequéncia sintética completa para a obtencdo do Hibrido 4, partindo do 2-metil-5-
nitroimidazol (16).

4.4.5. Preparacao do Hibrido 5

A reacdo de S-alquilacdo de (4) com o 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol (15),
derivado do 2-nitroimidazol (12) foi bem sucedida, realizada sob a metodologia de El-
Ashry e colaboradores (2006). Apos o término da reacdo, a etapa de purificagdo do
produto obtido foi realizada por filtracdio em coluna cromatografica. O hibrido
planejado foi obtido, na forma de um solido amorfo de coloracdo amarela, em
rendimento isolado de 50%, além de apresentar pureza adequada (determinada por

CLAE).
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O hibrido preparado foi caracterizado pelos convencionais de analise (RMN 'H e
BC e EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (129-131°C). Através do
espectro de infravermelho (Espectro 51, pagina 113) pode ser confirmada a presenga da
ligagdo C-S, responséavel pela absor¢do em 1199 cm™, referente a deformacio axial
simétrica da ligagdo C-S, indicativo da formagdo do produto de S-alquilagdo. No
espectro de massas (Espectro52, pagina 114) pode ser observado o pico do ion
molecular m/z= 523[(M+H)+.]. Adicionalmente, no espectro de RMN 'H (Espectro 53,
pagina 114) ¢é possivel observar um tripleto, com integragdo para 2 hidrogénios, em o
3,30 ppm (J= 6,3 Hz), referente ao CH ligado ao enxofre. No espectro de RMN *C
(Espectro 54, pagina 115) observou-se um sinal em 6 32,33 ppm, indicando a presenca
de carbono metilénico, ligado ao 4&tomo de Enxofre. Esses sinais, somados os demias,
todos relacionados a estrutura da molécula sintetizada, confurrmam que a reacao de S-

alquilagao foi realizada com éxito, formando o hibrido 5 conforme planejado.

No Esquema a seguir (Esquema 30), mostramos toda a sequéncia sintética

desenvolvida para a preparacao do hibrido 5.
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Condigoes reacionais: (a) DMF, TEA, 1,4-dibromobutano, 6h (45%); (b) Etanol, TEA, refluxo por 6h
(50%).

B

Esquema 30. Sequéncia sintética completa para a obtencdo do Hibrido 5, partindo do 2-
nitroimidazol (12).

49



4.4.6. Preparacao do Hibrido 6

A reagdo de S-alquilagdo de (4) com o 1-(4-bromobutil)-2-metil-4-nitro-1 H-imidazol
(18), derivado do 2-metil-(4)5-nitroimidazol (16) foi bem sucedida, realizada sob a
metodologia de El-Ashry e colaboradores (2006). Apds o término da reacdo, a etapa de
purificacdo do produto obtido foi realizada por filtragdo em coluna cromatografica. O
hibrido planejado foi obtido, na forma de um sélido amorfo de coloragdo amarela, em
rendimento isolado de 45%, além de apresentar pureza adequada (determinada por

CLAE).

O hibrido preparado foi caracterizado através dos métodos convencionais de
andlise (RMN 'H e '3C e EM), além de ter seu ponto de fusio determinado (97-99°C).
Através do espectro de infravermelho (Espectro 59, pagina 122) pode ser confirmada a
presenca da ligagdo C-S, responsavel pela absorcio em 1193 cm’, referente a
deformagdo axial simétrica da ligacdo C-S, indicativo da formagdo do produto de S-
alquilagdao. No espectro de massas (Espectro 60, pagina 123) pode ser observado o
pico do ion molecular m/z= 537 [(M+H)+.]. Adicionalmente, no espectro de RMN 'H
(Espectro 61, pagina 123) ¢ possivel observar um tripleto, com integracdo para 2
hidrogénios, em & 3,32 ppm (J= 6,3 Hz), referente ao CH> ligado ao enxofre. No
espectro de RMN *C (Espectro 62, pagina 124) observou-se um sinal em 6 32,11 ppm,
indicando a presenga de carbono metilénico ligado ao dtomo de enxofre. Esses sinais,
somados aos demais observados nos espectros de RMN 'H e *C, suportam a tese de
que a S-alquilacao foi realizada com é&xito, formando o hibrido 6, conforme o

planejamento molecular descrito.

No Esquema a seguir (Esquema 31), mostramos toda a sequéncia sintética

desenvolvida para a preparacao do hibrido 6.
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Condigées reacionais: (a) DMF, TEA, 1,4-dibromobutano, 5h (45%); (b) Etanol, TEA, refluxo por 6h
(45%).

Esquema 31. Sequéncia sintética completa para a obtengdo do hibrido 6, partindo do 2-metil-5-
nitroimidazol (16)

5. DISCUSSAO DA AVALIACAO ANTIPARASITARIA

A avaliagdo da atividade tripanocida in vitro dos hibridos sintetizados neste
trabalho foi realizada de acordo com a sequéncia de procedimentos descritos no item
6.2 (Parte experimental, pagina 126). Inicialmente foi avaliado a citotoxicidade desses
hibridos e posteriormente sua atividade toxica frente a forma amastigota do 7. cruzi da
cepa Tulahuen C2C4 LacZ, que ¢ uma cepa que sofreu uma modificacdo genética de
modo a ser capaz de expressar a enzima [-galactosidase (gene LacZ de Escherichia
coli) (BUCKNER et al., 1996). Essa enzima, liberada no meio apds a ruptura da
membrana celular das amastigotas, ¢ responsavel pela clivagem do vermelho de
clorofenol f-galactopiranosideo (CPRG), de colora¢do amarela, dando origem a uma
molécula de galactose (incolor) e uma molécula de vermelho de clorofenol (Esquema

32), de coloragdo violeta (A = 562nm) (SEEBER & BOOTHROYD, 1996).
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Esquema 32. Reacdo de clivagem do corante CPRG (adaptado de BUCKNER et al., 1996).

A avaliacdo da citotoxicidade frente a macréfagos (RAW) foi realizada frente a
concentracdo de 100 uM dos hibridos sintetizados, apds o periodo de incubagdo
observou-se um alto percentual de viabilidade dessas células (Tabela 1). A avaliagdo da
citotoxicidade frente a c€lula de linhagem LLC-MK2 foi realizada com o tratamento em
diluicdao seriada dos hibridos sintetizados (hibrido 1-6), em diferentes concentragdes,
apds o periodo de incubacdo foi aferido a concentragdo inibitéria referente a cada

hibrido (Tabela 1).

Tabela 1. Percentual de viabilidade frente a macrofagos (RAW) e valores de Clso frente
a célula LLC-MK2 calculados para os hibridos sintetizados.

Viabilidade em macro6fagos Citotoxicidade em LLC-MK?2
(RAW)
% Viabilidade (+¢*) Clso (uM)
Piperina (3) 78 117.1
4 2(x1) 18,94
Hibrido 1 84 (£8) 100,7
Hibrido 2 88 (7 39,39
Hibrido 3 79 (£2) 99,79
Hibrido 4 77 (£ 10) 126,4
Hibrido 5 - 60,18
Hibrido 6 - 89,11
DMSO (0,3%)** 100 (£ 4) -

*Desvio padrio;

**Branco.
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A avaliacdo da citotoxicidade frente as formas amastigota de 7. cruzi (cepa
Tulahuen C2C4 LacZ) foi realizada com o tratamento em diluicdo seriada dos hibridos
sintetizados em diferentes concentragdes (100 uM, 25 uM, 6,3 uM, 1,6 uM, 0,4 uM,
0,1 uM), apds o periodo de incubagdo de 120 h foi aferido a concentracdo inibitdria
referente a cada hibrido, através da metodologia que utiliza o reagente colorimétrico
CPRG. . O percentual de DMSO, nos experimentos realizados (0,3% de DMSO)
encontra-se abaixo do valor maximo recomendado para que o crescimento parasitario
seja afetado, que ¢ de 1% para T. cruzi (GERPE et al., 2010; ISHII ef al., 2011). Na
Figura 17, abaixo, se encontram os graficos de atividade antiparasitaria dos hibridos, de
seus preccursores, piperina e seu derivado 1,2,4-triazol-3-tiona 4, ¢ do fArmaco de
referéncia, benzonidazol 2, frente as formas amastigotas do 7. cruzi (cepa Tulahuen

C2C4 Lac?).

Figura 16. Graficos de atividade dos compostos avaliados frente as formas amastigotas do 7.

cruzi (cepa Tulahuen C2C4 LacZ).
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A partir dos grdicos de atividade, foram determinados os valores de
concentragdo inibitdria frente as formas amastigotas de 7. cruzi (cepa Tulahuen C2C4
LacZ) para os compostos avaliados. Esses dados foram calculados utilizando o software

GraphPad Prism 7, organizados e dispostos, abaixo, na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de Clso frente as formas amastigotas de 7. cruzi (cepa
Tulahuen C2C4 LacZ) calculado para os hibridos avaliados.

Atividade em amastigota de T. cruzi
Clso£6* (UM)
Piperina (3) 18,07 = 1,24
4 5,89 + 3,98
Hibrido 1 2,66 + 0,22
Hibrido 2 <0,1

Hibrido 3 1,15+ 0,21
Hibrido 4 1,37 + 0,65
Hibrido 5 0,74 + 0,01
Hibrido 6 2,67 + 0,66
Benzonidazol** 1,12 £ 0,10

*Desvio padrao;

**Farmaco de referéncia;

As atividades dos hibridos planejados, frente as amastigotas de 7. cruzi, se
mostraram muito promissoras, comparaveis a atividade do benzonidazol, farmaco de
referéncia utilizado. Destaca-se o hibrido 2, que mostrou melhor atividade dentre todos
os hibridos avaliados (Figura 16); ressaltando que ainda ndo foi possivel obter seu valor
exato de Clso (concentracdo inibitoria de 50%), pois ainda ndo foi possivel repetir este
procedimento em concentragdes seriadas abaixo de 0,1 uM, mas com os dados obtidos
nessa avaliacdo parcial, ¢ razoavel esperar, certamente, um valor de concentracio

inibitoria abaixo de 0,1 uM (ou 100 nM).

Com esses resultados € possivel correlacionar, de forma preliminar, as atividades
promissoras desses hibridos com o potencial de reducdo referente a cada porcao

nitroimidazolica presente na estrutura dos hibridos de forma comparativa; visto que ¢
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um importante grupo farmacoforico, presente nos principais farmacos antiparasitérios,
que, possivelmente, estd agindo através de nitroreducdes intracelulares. Com isso, €
esperado, que haja influéncia da posicdo do grupamento nitro no perfil de atividade,
uma vez que apresentam diferentes potenciais de redugdo, e, consequentemente,
reatividade, o que interfere diretamente no mecanismo de nitroreducdes intracelulares,
que sdo as principais vias de acdo na qual esse grupo farmacoféfico nitroheterociclo age
(CHURC et al., 1990; KNOX et al., 1983; MAYA et al., 2003; MORENO &
DOCAMPO, 1985; MORETH et al., 2010; PATTERSON & WILLIE, 2014; SMITH &
EDWARDS, 1995). Dessa forma, observa-se uma tendéncia da série de hibridos
sintetizada, na qual as estruturas de melhor atividade apresentam o farmacdforo
nitroimidazolico com o grupamento nitro na posi¢do 2, em comparacdo ao hibrido
referente com o grupamento nitro na posicdo 4 e 5 do anel imidazodlico. Smith e
Edwards (1995) discutem esta tendéncia em seu trabalho, no qual relaciona os maiores
potenciais de reducao da porgao 2-nitroimidazolica (-418 mV) a sua maior atividade em
Helicobacter pyloni, e menores atividades em potenciais de redu¢do menores, como o 4
e 5 nitroimidazois (-527 mV e -486 mV, respectivamente). Ao comparar as atividades
dos hibridos 1 e 2, observa-se que hd uma grande disparidade, na qual o hibrido 2
apresenta uma atividade consideravelmente maior do que o hibrido 1, ambos se diferem
entre si apenas no grupo nitroimidazolico; essa maior atividade pode estar diretamente
relacionada ao maior potencial de redugdo, como explicitado anteriormente. Essa
mesma tendéncia se observa quando se compara as atividades dos pares de hibridos 3 e
4, ¢ hibridos 5 ¢ 6 (que diferem apenas na posi¢do do grupo nitro no nucleo
imidazdlico), porém em menor propor¢do. Outro aspecto relevante, observado na
influéncia da estrutura na atividade antiparasitaria exibida pelos derivados planejados,
estd no tamanho da cadeia espagadora entre o atomo de enxofre, ligado ao nucleo
triazélico e o nicleo imidazodlico. Observa-se que o numero de dois 4tomos de carbono
parece ser o distanciamento 6timo, na série 2-nitro, visto que os homologos com 3 e 4
carbonos foram menos ativos, ndo apresentando entre si diferencas significativas na

atividade antiamastigota exibida.

O perfil de atividade promissor apresentado por essa série de hibridos sugere que
estes compostos estejam agindo por mais de um mecanismo de acdo frente ao parasito,
como discutido no plenejamento dessa série. O que caracteriza como exitosa a estratégia

de hibrida¢do molecular, a0 homologar mais um grupo farmacoférico, este, por sua vez,
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presente em fAirmacos com conhecida atividade antiparasitaria, a um composto prototipo
de atividade promissora, desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, derivado de

modificagdes estruturais na estrutura da amida natural piperina.

{ <O
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Figura 17. Hibridos (1 — 6), piperina (3) e o precursor 1,2,4-triazol-3-tiona (4) com suas

respectivas atividades contra amastigotas de 7. cruzi (Tulahuen C2C4 LacZ).
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. QUIMICA

6.1.1. Instrumentos utilizados nas caracterizagoes espectrométricas

Os espectros de RMN de 'H (400 e 500 MHz) e '*C (100 e 125 MHz)
foram obtidos em espectrometros de marca Bruker, modelo Ultrashield
Plus (PPGQ — UFRRIJ). Foi utilizado como referéncia interna o
tetrametilsilano (TMS) e os solventes: cloroformio deuterado (CDCL) e
dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO-D6) na solubilizagdo das
amostras. Os deslocamentos quimicos (d) foram medidos em parte por

milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz);

Os espectros na regido do Infravermelho (IV) foram obtidos no
espectrofotometro da marca Bruker, modelo Vertex 70 (PPGQ-UFRRIJ),
utilizando a técnica de ATR. Os valores das absor¢des observadas foram
representados em niimero de onda, e a unidade utilizada foi o centimetro

reciproco (cm™).

Os espectros de massa de baixa resolugcdo foram obtidos no cromatégrafo
em fase gasosa, acoplado ao espectrofotometro de massas GCMS-
QP2010 da Shimadzu (PPGQ - UFRRJ). Condi¢des de analise: Coluna
vi575MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 mm); Temperatura 200 °C/17- 10 °C —
290 °C/40 min.; Injetor: 270 °C.

Os espectros de massa com ionizagdo por electrospray (ESI) foram
obtidos no cromatografo em fase liquida acoplado ao espectrofotometro
de massas HPLCMS 2020 da Shimadzu (PPGQ — UFRRYJ). Condi¢des de
andlise: Coluna Kromasil, C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um); Fase movel:
agua + 0,1% HCOOH e acetonitrila+0,1% HCOOH (em gradiente);
Fluxo 1,0 mL/min; ESI: modo positivo.

57



6.1.2. Nas analises, sinteses e purificacoes

e Cromatofolhas de silica gel 60 F254 (camada de 0,2 mm), da marca
Merck para o acompanhamento por CCD (Cromatografia de Camada

Delgada) das reagoes;

e Solventes: acetato de etila, N, N-dimetilformamida, diclorometano, etanol

e metanol, entre outros, fornecidos pela Sigma-Aldrich e/ou Neon;

e Silica gel flash padrao (mesh 60), para as purificacdes em coluna

cromatografica, da marca Sorbent Tecnologies.

6.1.3. Outros equipamentos
e Reator de microondas - Modelo Discover - CEM Inc;
e Aparelho Aaker para medigdo dos pontos de fusdo PFM-II;

e Camara de revelacgado CCDA da marca Entela, modelo 58 Handheld,

equipada com lampada UV com comprimento de onda de 254 ¢ 365 nm;

e Placas de aquecimento e agitagdo das marcas Corning, Fisatom ou Ika;
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6.1.4. Preparacao do derivado 5-[(1E,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-
il]-4-cicloexil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (4)

I -
S . pa
O =

(0] 3 5 etapas o 4

Condig¢bes reacionais: (1) KOH, etanol, mw, 1h (80%); (2) (COCl)2, 30 min, t.a.; (3) NH2NH,.H,0, CHxCly,
09C até t.a. (71%); (4) Isotiocianato de ciclo-hexila, etanol, mw, 30 min. (91%); (5) NaOH ag., mw, 30
min.; entdo, neutralizagdo com HCl aq. até pH 3.0 (91%).

A sintese do derivado 5-[(1E,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-
ciclo-hexil-2,4-diidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (4) foi realizada seguindo a metodologia
descrita na tese de doutorado de Franklim, 2013. Nesse trabalho é descrito desde a
extracdo da piperina da pimenta preta até a preparacao do cicloexil triazol. O produto

obtido foi caracterizado por seu ponto de fusdo e pelos demais métodos de analise.

PF: 218-220°C (Lit.: 218-220°C; FRANKLIM et al., 2013).

Dados de Infravermelho:

vN-H = 3425 (Estiramento NH do triazol);

vC-H = 2931 (Estiramento de metilenos);

vC=C = 1614 - 1492 - 1444 (Vibragao da ligagdo C=C do esqueleto aromatico);
vN-H = 1539 (Banda de confirmagao da ligacao N-H);

vC-N = 1355 (Vibragdo da ligacdo C-N do anel heterociclico);

vC-O-C = 1251 (Estiramento de éter);

vC=S = 1037 (Estiramento da tiocarbonila do anel heterociclico);

O0C-H = 987 (Deformacdo angular fora do plano de C-H para H isolado no sistema
aromatico);

0C-H = 810 (Deformacdo angular fora do plano de C-H para 2H no sistema aromatico).
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Espectro 1. Espectro de IV do 5-[(1E,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-
4-cicloexil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (4).

EM (IE, 70 eV): m/z = 355 (M+., 25%); 272 (15%); 207 (20%); 172 (25%); 151
(20%); 135 (65%); 73 (100%) e 41 (70%).
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Espectro 2. Espectro de massas do 5-[(1E,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-
il]-4-cicloexil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (4).
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Espectro 3. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-D6) do 5-[(1E,3E)-4-(1,3-
benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien- 1-il]-4-cicloexil-2,4-dihidro-3 H-1,2,4-triazol-3-tiona (4).

Espectro 4. Espectro de RMN "*C (500 MHz, DMSO-D6) do 5-[(1E,3E)-4-(1,3-
benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-cicloexil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (4).
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5-[(1E,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-1l)buta-1,3-dien- 1-1l]-4-cicloexil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-

triazol-3-tiona (4).

Tabela 3. Deslocamento quimico de RMN 'H e *C para o 5-[(1E,3E)-4-(1,3-
benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien- 1-il]-4-cicloexil-2,4-dihidro-3 H-1,2,4-triazol-3-tiona (4).

Posicao O0'H (ppm); J (Hz) 0"C (ppm)
1 6,05 (s, 2H) 101,81 (CH»)
2 - 148,21 (C)
3 - 148,47 (C)
4 6,93 (d; 8,2; 1H) 109,06 (CH)
5 6,98-7,00 (m, 1H) 122,97 (CH)
6 7,19 (d; 1,89; 1H) 105,82 (CH)
7 - 131,45 (O)
8 7,11 - 7,17 (m, 1H) 137,22 (CH)
9 6,85 (d; 15,13; 1H) 126,80 (CH)
10 7,19 - 7,24 (m, 1H) 141,20 (CH)
11 6,75 (d; 14,5; 1H) 114,63 (CH)
12 - 149,53 (O)
13 - 166,63 (C)
14 4,71 (m, 1H) 55,45 (CH)
15 1,33 - 2,08 (m, 2H) 32,35 (CH»)
16 1,33 - 2,08 (m, 2H) 26,13 (CH>)
17 1,33 - 2,08 (m, 2H) 24,87 (CH>)
18 1,33 - 2,08 (m, 2H) 26,13 (CH>)
19 1,33 - 2,08 (m, 2H) 32,35 (CH»)
20 13,76 -

62




6.1.5. Extracao do 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etanol (metronidazol 5)

OH

S

Inicialmente, 6 comprimidos do medicamento comercial Flagyl® 400 mg foram
macerados e adicionados a um bécher de 250 mL, equipado com barra de agitagdao
magnética. Sobre esse solido foram adicionados 50 mL de solugdo aquosa de HCI1 10%,
sob agitacao constante. A suspensdo resultante foi mantida sob agitagdo, a temperatura
ambiente, por noventa minutos; passado esse tempo, a suspensao foi submetida a uma
filtragdo simples, para remover os componentes insoliveis do comprimido
(excipientes). Apos a filtragdo, a solucdo acida foi transferida para um bécher de 250
mL e mantida em banho de gelo, sendo entdo neutralizada com solugdo saturada de
NaHCOs, até pH neutro. Apos neutralizagao, ocorreu a precipitagdo do metronidazol, na
forma de cristais brancos em formato de agulha. Apos secagem dos cristais foi obtido
1,98g de metronidazol (82%). O produto foi devidamente caracterizado através de seu

ponto de fusdo e dos métodos convencionais de analise.

PF: 162-165°C (Lit.: 160,5°C, drugbank.ca)

Dados de Infravermelho:

vO-H = 3213 cm™! (Deformacio axial da ligagdo O-H);

vC-H = 3099 cm™ (Deformagio axial da ligagio C-H do anel imidazolico);

vC-H = 2981 cm™ (Deformacio axial da ligagio C-H de CH3 e CH>);

VN-O= 1523 cm™ (Deformagao axial assimétrica da ligagio N-O);

8C-H=1458 cm™ (Deformagdo angular assimétrica da ligagdo C-H em CH, e CH3);
vN-O= 1367 cm™ (Deformagao axial simétrica da ligagdo N-O);

vC-N= 1261 cm™! (Deformacio axial da ligagdo C-N);

80-H= 1180 cm™ (Deformacio axial de ligacdo O-H);
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8C-H = 744 cm™! (Deformacio angular da ligagio C-H fora do plano do anel
imidazo6lico).

Espectro 5. Espectro de IV do metronidazol (5).

EM (IE, 70 eV): 171 (M", 10%); 124(60%); 81 (100%) e 54 (75%).

Espectro 6. Espectro de massas do Metronidazol (5).
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Espectro 7. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-D6) do Metronidazol (5).

Espectro 8. Espectro de RMN '*C - DEPTQ (125 MHz, DMSO-D6) do Metronidazol
(5).
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e *C para o Metronidazol (5).

Metronidazol (5)

Posi¢ao O'H (ppm) ; J (Hz) 0"C (ppm)
1 5,0 (t; 5,4; 1H) -
2 3,7 (q; 5,4; 2H) 48,7 (CH»)
3 4,4 (t; 5,4; 2H) 60,19 (CH>)
4 2,46 (s; 3H) 14,68 (CH3)
5 - 138,84 (C)
6 8,03(s; 1H) 133,41(CH)
7 - 152,42 (C)
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6.1.6. Preparacao do Metanossulfonato de 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etila
(10)

\ N
O\N+ /Q )\ Ox /EN>\ 3

N
) CH, AcOEt, TEA,CH,SO,Cl R |
O
3 4h
0] (0]
N\
OH /S\
5 H,C \o
10

Em um baldo de 50 mL, equipado com barra de agitacio magnética, mantido sob
atmosfera de nitrogénio, foi feita uma solugdo de 200 mg de metronidazol (1,2 mmol)
em 25 mL de acetato de etila (seco sob peneira molecular de 4A, ativada por 24h, em
estufa mantida a 150°C). Sobre esta solu¢do foram adicionados 417 pL de trietilamina
(3 mmol) (seca sobre peneira molecular de 4A, ativada por 24h em estufa mantida a
150°C); seguida de 335 pL (4,3 mmol) de cloreto de mesila (adicionado lentamente).
Durante a adigao do cloreto de acido, observou-se o desprendimento de HCI, além da
formacao de precipitado branco (cloridrato de trietilaminio). A reagdo transcorreu por 2
horas, sendo acompanhada por CCD (cromatografia em camada delgada), utilizando a
mistura diclorometano/metanol 5% como eluente. Apds o fim da reacdo, o produto foi
isolado através de uma filtragcdo simples, visando remover o precipitado formado. Apos
a filtragdo, a fase organica foi lavada com solugdo de NaHCO3 5%; e em seguida, com
agua destilada; e por fim com solugdo saturada de NaCl. A fase orgéanica foi seca sobre
Na;SO4 anidro e evaporado em evaporador rotatorio, gerando cristais de coloracdo
branca, levemente azulada. O produto obtido, 198mg (66 %), apresentou grau de pureza
adequada, verificada por cromatografia em fase gasosa, sendo entdo devidamente

caracterizado através dos métodos convencionais de analise.

PF: 163-165°C
Dados de Infravermelho:
vC-H = 3024 cm™ (Deformagio axial da ligagdo C-H do anel imidazélico);

vC-H = 2981 cm™! (Deformagio axial assimétrica da ligacio C-H de CHz e CH>);

67



vC-H = 2852 cm™! (Deformacio axial simétrica da ligacdo C-H de CH3 e CHy);
VN-O = 1523 cm™ (Deformagio axial assimétrica da ligacio N-O);

5C-H=1458 cm™! (Deformacio angular assimétrica da ligacdo C-H em CH; e CH>);
VN-O= 1367 cm™ (Deformacio axial simétrica da ligacio N-O);

8S(=0)2= 1326 cm™ (Deformacio axial assimétrica do grupo S(=0)»);

vC-N= 1259 cm™! (Deformagio axial da ligagio C-N);

8S(=0)2= 1178 cm™ (Deformagcio axial simétrica do grupo S(=0)»);

8C-H = 744 cm™! (Deformacio angular da ligagio C-H fora do plano do anel
imidazdlico).

Espectro 9. Espectro de IV do metanossulfonato de 2- (2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-
I-il)etila (10).
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Espectro 10. Espectro de massas do metanossulfonato de 2- (2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etila (10).

Espectro 11. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-D6) do metanossulfonato de 2-
(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etila (10).
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Espectro 12. Espectro de RMN 2*C - DEPTQ (500 MHz, DMSO-D6) do
metanossulfonato de 2- (2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etila (10).

/
5 \ 7 o)
H3C/©\N+/
4 N \
L
2
S o}
4
// \CH3
© 1
Metanossulfonato de 2- (2-metil-5-nitro- 1 H-imidazol-1-il) etila (10).

Tabela 5. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e *C para o metanossulfonato de 2-(2-
metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il) etila (10).

Posigao O'H (ppm) ; J (Hz) 0C (ppm)
1 3,16 (s, 3H) 37,18 (CH»)
2 4,56 (t; 4,7; 2H) 45,56 (CH>)
3 4,66 (t; 4,7; 2H) 68,95 (CH»)
4 2,47 (s, 3H) 14,49 (CH3)
5 - 138,91 (C)
6 8,07 (s, 1H) 133,55 (CH)
7 - 152,21 (C)
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6.1.7. Preparacao do 1- (2-iodo etil) -2-metil-5-nitro-1H-imidazol (11)

/B 0 N
/4 +/ / \ 0]
HaC . N .
\_ H,C N
0 DMF (anidro), KI (anidro) N \
65°C , 4h o
o)
o)
</
N
0 ) o "

Em um baldo de 10 mL, equipado com barra de agitagdo magnética e mantido
sob atmosfera de nitrogénio, foi feita uma solucdo de 200 mg metanossulfonato de 2-(2-
metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etila (0,8 mmol) em 4 mL de N,N-dimetilformamida
(seco sobre peneira molecular de 4A, ativada por 24h, em estufa mantida a 150°C). Em
seguida, adicionou-se ao meio reacional 400 mg de KI (anidro) (2,4 mmol). Durante a
adicao do KI, o meio que se apresentava incolor, automaticamente se tornou alaranjado.
A reacdo foi mantida sob agitacdo constante em banho de 6leo (estabilizado a 60°C) e
mantido ao abrigo da luz. Apds 4h, o término da reacao foi constado por CCD,
utilizando a mistura: diclorometano/metanol 5% como eluente. O isolamento do iodeto
obtido foi realizado através da evaporagdo de todo o solvente em evaporador rotatorio,
gerando um residuo solido, que foi purificado por filtragdo em coluna cromatografica,
utilizando silica flash como fase estacionaria e diclorometano como fase moével. O
produto foi obtido na forma de um solido branco, com 120mg de massa (53%), e grau
de pureza adequado, determinado por cromatografia gasosa. O produto foi devidamente

caracterizado através dos métodos convencionais de analise.

PF: 101-104°C

Dados de Infravermelho:

vC-H = 3108 cm™ (Deformagio axial da ligagdo C-H do anel imidazélico);
vC-H = 2966 cm™ (Deformacio axial assimétrica da ligagdo C-H de CH » CH3);
vC-H = 2850 cm™ (Deformagcio axial simétrica da ligagdo C-H de CH>);

VvN-O = 1525 cm™ (Deformagdo axial assimétrica da ligacio N-O);
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8C-H=1461 cm™! (Deformacio angular assimétrica da ligagdo C-H em CH, e CH3);
VvN-O = 1346 cm™ (Deformacio axial simétrica da ligacdo N-O);

vC-N= 1249 cm™! (Deformacio axial da ligacio C-N);

8C-H= 1176 cm™ (Deformagcdo axial simétrica de ligagio C-H de CHaI);

8C-H = 740 cm' (Deformagdo angular da ligacgdo C-H fora do plano do anel
imidazolico);

vC-I= 555 cm™! (Deformagio axial da ligagio C-I).

Espectro 13. Espectro de IV do 1- (2-i0do etil) -2-metil-5-nitro- 1 H-imidazol (11).

EM (IE, 70 eV): 281 (M", 20%); 155(100%); 154 (60%); 123 (90%) e 80 (50%).

Espectro 14. Espectro de massas do 1- (2-iodo etil) -2-metil-5-nitro-1H-imidazol (11).
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Espectro 15. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do 1- (2-iodoetil) -2-metil-5-
nitro-1H-imidazol (11).

Espectro 16. Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl) do 1- (2-iodoetil) -2-metil-5-
nitro- 1 H-imidazol (11).
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|
1- (2-10do etil) -2-metil-5-nitro-1H-imidazol (11).

Tabela 6. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e *C para o 1- (2-iodoetil) -2-metil-5-
nitro-1H-imidazol (11).

Posigao O0'H (ppm) ; J (Hz) 0"C (ppm)
1 3,48 (t; 7,0; 2H) 0,03 (CH»)
2 4,65 (t; 7,0; 2H) 40,92 (CHy)
3 - -
4 8,01 (s; 1H) 133,4 (CH)
5 - 150,4 (O)
6 2,60 (s; 3H) 14,78 (CH3)
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6.1.8. Preparacao do 3-[(1E, 3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-yl)butan-1,3-dien-1-il]-4-
ciclo-exil-5-{|2- (2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil| tio}-4H-1,2,4-triazol (Hibrido
1)

N

H
N/N
0 | A
<DW~? o
H DMF (anidro), K,CO4 (anldr(l)
o >

55°C, 24h

4

Hibrido 1

Em um baldo de 5 mL, equipado com barra de agitacdo magnética e mantido sob
atmosfera de nitrogénio, foi feita uma solucdo de 45 mg de cicloexil triazol (4) (0,127
mmol) e 27 mg de K>,COs3 anidro (0,19 mmol) em 2 mL de N, N-dimetilformamida (seca
sobre peneira molecular de 4A, ativada por 24h em estufa mantida a 150°C). Em
seguida, foram adicionados 36 mg do 1- (2-iodo etil) -2-metil-5-nitro-1H-imidazol (11)
(0,127 mmol). A reagdo foi mantida sob agitacdo constante e em banho de oleo (a
55°C). A reacdo foi acompanhada por CCD, utilizando a mistura
diclorometano/metanol 7% como eluente. Apo6s 24 horas de reacdo verificou-se que o
produto ja se encontrava em maior proporcao frente aos reagentes de partida, mesmo
adicionando mais equivalente molar de carbonato de potassio ndo houve evolucdo na
reagdo, quando entdo foram adicionados cerca de 20mL de 4gua gelada ao meio
reacional, havendo precipitacdo do produto na forma de cristais amarelos. Os cristais
obtidos foram filtrados a vacuo, lavados com dgua gelada e posteriormente secos a
temperatura ambiente, gerando 40 mg do hibrido 1 (63%). O produto foi devidamente

caracterizado através dos métodos convencionais de analise.
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PF: 207-209°C

Dados de Infravermelho:

vC-H = 3025 cm™! (Deformagcio axial da ligagdo C-H de aromatico);

vC-H = 2935 cm™! (Deformagcio axial assimétrica da ligacio C-H de CHs);

vC-H = 2854 cm™ (Deformacio axial simétrica da ligagdo C-H de CH»);

VvN-O= 1521 cm™! (Deformacio axial assimétrica da ligagio N-O);

5C-H=1458 cm™! (Deformacio angular assimétrica da ligacdo C-H em CH>);

VN-O = 1359 cm™ (Deformacao axial simétrica da ligacdo N-O);

vC-O-C= 1253 cm™! (Deformacio axial de éter);

8C-S= 1180 cm™! (Deformagio axial simétrica de ligagio C-S);

0C-H =987 (deformagao angular assimétrica de C-H para H isolado no anel aromatico);

0C-H = 810 (deformagdo angular assimétrica de C-H para 2H vizinhos no anel
aromatico);

8C-H = 744 cm' (Deformacdo angular da ligagdo C-H fora do plano do anel
imidazdlico).

Espectro 17. Espectro de IV do hibrido 1.
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M (ESI): 509,1956[M+H]; 531,1775 [M+Na].

Espectrol8. Espectro de massas (HRMS) do hibrido 1.

Espectro 19. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-D6) do hibrido 1.
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Espectro 20. Espectro de RMN *C (125 MHz, DMSO-D6) do hibrido 1.
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22

23

Hibrido 1.

Tabela 7. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '*C para o hibrido 1.

Posi¢ao O'H (ppm) ; J (Hz) 0"C (ppm)
1 6,05 (S, 2H) 101,71 (CH)
2 - 148 (O)

3 - 147,9 (O)
4 6,9 (m; 1H) 109,02 (CH)
5 6,9 (m; 1H) 122,68 (CH)
6 6,8 (m; 1H) 105,73 (CH)
7 - 131,6 (O)
8 7,1 (m; 15,4; 11; 1 H) 127,06 (CH)
9 7 (d; 7,9; 1H) 133,48 (CH)
10 7,3 (m, 1H) 136,08 (CH)
11 6,8 (m; 15,1; 1H) 115,17 (CH)
12 - 148,31 (C)
13 - 148,41 (C)
14 3,62 (t; 6,3; 2H) 45,22 (CH»)
15 4,69 (t; 6,3; 2H) 32,13 (CH>)
16 - 153,67 (C)
17 8,01 (s, 1H) 133,48 (CH)
18 - 138 (C)
19 2,44 (s, 3H) 14,43 (CHs)
20 4,11 (t; 12,15 1H) 55,83 (CH)
21 1,3-1,9 (m; 2H) 31,43 (CH»)
22 1,3-1,9 (m; 2H) 25,77 (CH»)
23 1,3-1,9 (m; 2H) 24,88 (CH>)
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6.1.9. Preparacao do 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol (13)

R o N
(0] N Br \ .
O// : > 0

> N
N DMF (seco), TEA, 70°C

Br 1

Em um baldo de 25 mL, equipado com barra de agitagdo magnética e mantido
sob atmosfera de nitrogénio, foi feita uma solu¢do de 200 mg de 2-nitro-1H-imidazol
(1,77 mmol) e 1 mL de trietilamma (0,70 g, 7 mmol) em 6 mL de N,N-
dimetilformamida (seca sobre peneira molecular de 4A, ativada por 24 h em estufa
mantida a 150°C). Em seguida, foi adicionado 1,22 mL de 1,2-dibromoetano (14,16
mmol). A reagdo foi mantida sob agitacdo constante e em banho de 6leo (a 70°C). A
reacdo foi acompanhada por CCD. Apds 4 horas de reacao verificou-se que o produto
j& se encontrava em maior propor¢do frente aos reagentes de partida, entdo se
procederam as etapas de purificagdo. Inicialmente o meio reacional foi extraido com
acetato de etila, em funil de decantacdo; a fase organica foi lavada com solugdo saturada
de NaCl e por fim seca com NaSO4 anidro e teve seu conteido evaporado em
evaporador rotatério. Em seguida, através de uma filtracio em em silica flash,
utilizando diclorometano puro como fase movel obteve-se 200mg de produto puro (52

%), o qual foi devidamente caracterizado através dos métodos convencionais de analise.
PF: 68 — 70 °C

Dados de Infravermelho:

vC-H = 3120 cm™ (Deformagio axial da ligagdo C-H do anel imidazélico);

vC-H =2927 cm™ (Deformagcdo axial assimétrica da ligagdo C-H de CH » CH3);
vC-H = 2852 cm™! (Deformagao axial simétrica da ligagdo C-H de CH>);

VN-O= 1529 cm™ (Deformagdo axial assimétrica da ligagio N-O);

8C-H=1477 cm™ (Deformagdo angular assimétrica da ligagdo C-H em CH, e CH3);
vN-O= 1351 cm™ (Deformagio axial simétrica da ligacdo N-O);

vC-N= 1253 cm™! (Deformacio axial da ligagio C-N);

8C-H= 1155 cm™ (Deformagdo axial simétrica de ligagio C-H de CH,-Br);
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0C-H

800 cm’! (Deformagio angular da ligacio C-H fora do plano do anel

imidazolico);

vC-Br= 646 cm’! (Deformagio axial da ligacio C-Br).

Espectro 21. Espectro de IV do 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol (13).

EM

(IE, 70 eV): 219/221 (M", 20%); 140 (55%);

107/109 (100%) e 82 (60%).
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Espectro 22. Espectro de massas do 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol (13).
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Espectro 23 Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) do 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-
imidazol (13).

Espectro 24. Espectro de RMN "*C (100 MHz, CDCl3) do Espectro de RMN 'H (400
MHz, CDCls) do 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol (13).
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Br

1-(2-bromoetil)-2-nitro- 1 H-imidazol (13).

Tabela 8. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e *C para o 1-(2-bromoetil)-2-nitro-

1 H-imidazol (13).
Posi¢ao O'H (ppm) ; J (Hz) 0"C (ppm)
1 3,78 (t, 2H); 7 29,70 (CH»)
2 4,83 (t, 2H); 7 51,33 (CH>)
3 - -
4 7,24 (s, 1H) 128,97 (CH)
5 7,20 (s, 1H) 127,15 (CH)
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6.1.10. Preparacao do 3-[(1E,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-il]-4-
cyclohexyl-5-{[2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)ethyl|tio}-4H-1,2,4-triazol (Hibrido 2)

N
N’N \ /

T (= //

0 TEA Etanol
reﬂuxo
—_—
o
Hibrido 2

Em um baldo de 10 mL, equipado com barra de agitagdo magnética, acoplado ao
aparato de refluxo, foram adicionadas 125 mg de ciclo-hexil triazol (4) (0,35 mmol), em
5 mL de etanol. Sobre esta solucao adicionou-se 200 pL de trietilamina (0,14 g, 1,4
mmol), seguido de 76 mg do alquilante 1-(3-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol (13) (0,35
mmol). A evolucdo da reagdo foi acompanhada por CCD. Apos 6 horas de reagdo
verificou-se que o produto ja se encontrava em maior proporcao frente aos reagentes de
partida, quando entdo se procederam as etapas de purificagdo. Os volateis do meio
reacional foram evaporados em evaporador rotatdrio. Em seguida, através de uma
filtragao em em silica flash, utilizando diclorometano/methanol 0,5% como fase movel,
obteve-se 85 mg de produto (hibrido 2) puro (50 %), o qual foi devidamente

caracterizado através dos métodos convencionais de analise.

PF: 170 — 174 °C

Dados de Infravermelho:

vC-H = 3027 cm™ (Deformagcio axial da ligagdo C-H de aromatico);

vC-H = 2929 cm™! (Deformagio axial assimétrica da ligagio C-H de CHs);
vC-H = 2852 cm™! (Deformagcdo axial simétrica da ligagdo C-H de CH,);
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VvN-O= 1531 cm™ (Deformagio axial assimétrica da ligacio N-O);
5C-H=1444 cm™! (Deformacio angular assimétrica da ligacdo C-H em CH,);
VN-O= 1361 cm™ (Deformacio axial simétrica da ligacdo N-O);

vC-O-C= 1249 cm™! (Deformacio axial de éter);

8C-S= 1197 cm™! (Deformagio axial simétrica de ligagio C-S);

8C-H = 1000 cm™ (Deformagio angular assimétrica de C-H para H isolado no anel
aromatico);

8C-H = 831 cm™! (Deformacdo angular assimétrica de C-H para 2H vizinhos no anel
aromatico);

8C-H = 790 cm' (Deformagdo angular da ligagdo C-H fora do plano do anel
imidazdlico).

Espectro 25. Espectro de IV do Hibrido 2.
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M (ESI): 495,15 [M*] (100%); 989,35 [(M+M)"] (40%).
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Espectro 26. Espectro de massas do Hibrido 2.

Espectro 27. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do hibrido 2.
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Espectro 28. Espectro de RMN *C (125 MHz, CDCls) do hibrido 2.
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '*C para o hibrido 2.

Posi¢ao O0'H (ppm) ; J (Hz) 0"C (ppm)
1 6,00 (s, 2H) 101,32 (CH>)
2 - 148,25 (C)
3 - 148,13 (C)
4 6,425 (d, 1H) 108,55 (CH)
5 6,75 (t, 1H) 122,46 (CH)
6 6,80 (m, 1H) 105,57 (CH)
7 - 131,02 (C)
8 7,03 (d; 15,4; 11; 1H) 127,61 (CH)
9 6,92 (m; 7,9; 1H) 137,09 (CH)
10 7,16 (m, 1H) 137,14 (CH)
11 6,85 (m, 1H) 113,13 (CH)
12 - 148,35 (C)
13 - 148,50 (C)
14 3,63 (t; 6,3; 2H) 48,59 (CH»)
15 4,95 (t; 6,3; 2H) 61,85 (CH>)
16 7,51 (m, 1H) 128,35 (CH)
17 7,38 (d, 1H) 125,52 (CH)
18 - 153,98 (C)
19 4,04 (m, 1H) 56,51 (CH)
20 1,89-2,05 (m, 2 H) 31,65 (CH>)
21 1,39 (m, 2H) 25,92 (CH»)
22 1,6 (m, 2H) 24,87 (CH»)
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6.1.11. Preparacio do 1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol (14)

o) N

o N \N+ / J
\N+ / j BrA/\Br o// N
//

(e}

H DMF (seco), TEA(seca), 60°6

ﬁ
Br

A reacdo de preparagdo do alquilante (14) foi conduzida nas mesmas condigdes
j& descritas para a preparacao do alquilante (13) (experimental 6.1.9., pagina 79).
Reagentes: 6 mL de N, N-dimetilformamida (solvente); 200 mg de 2-nitro-1H-imidazol
(1,77 mmol); 1 mL de trietilamina (0,70g, 7 mmol); 720 uL de 1,3-dibromopropano (7
mmol); 6h de reagdo a 60 °C. Apds purificacdo (mesmas condigdes cromatograficas
descritas em 6.1.11), foram obtidos 230 mg (55%) do alquilante desejado (14), na forma

de um s6lido amorfo de coloragao amarelada.

PF: 65-68 °C

Dados de Infravermelho:

vC-H = 3112 cm™! (Deformagio axial da ligagdo C-H do anel imidazélico);

vC-H = 2921 cm™ (Deformacio axial assimétrica da ligagio C-H de CH » CH:);
vC-H = 2852 cm™! (Deformagcdo axial simétrica da ligagdo C-H de CH»);

VvN-O = 1535 cm™ (Deformagcdo axial assimétrica da ligagio N-O);

8C-H=1444 cm! (Deformagdo angular assimétrica da ligagdo C-H em CH, e CH3);
vN-O= 1355 cm! (Deformagcio axial simétrica da ligagio N-O);

vC-N= 1249 cm™! (Deformacio axial da ligagdo C-N);

8C-H= 1035 cm™ (Deformagio axial simétrica de ligagio C-H de CH»-Br);

8C-H = 788 cm™ (Deformagdo angular da ligagio C-H fora do plano do anel
imidazolico);

vC-Br= 648 cm’! (Deformagio axial da ligagio C-Br).
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Espectro 29. Espectro de IV do 1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol (14).

EM (IE, 70 eV): 235/233 (M*, 0%): 41(100%); 108 (90%); 81 (40%).
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Espectro 30. Espectro de massas do 1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol (14).
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Espectro 31. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do 1-(3-bromopropil)-2-nitro-
1H-imidazol (14).

Espectro 32. Espectro de RMN "*C (125 MHz, CDCl3) do 1-(3-bromopropil)-2-nitro-
1 H-imidazol (14).
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1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol (14)

Tabela 10. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e *C para o 1-(3-bromopropil)-2-
nitro-1H-imidazol (14).

Posicdo O'H (ppm) ; J (Hz) 0C (ppm)
1 3,40 (t, 2H); 7 32,99 (CH»)
2 2,43 (q, 2H); 7 29,15 (CHy)
3 4,64 (t, 2H); 7 48,20 (CH»)
4 - -
5 7,28 (s, 1H) 128,61 (CH)
6 7,18 (s, 1H) 126,52 (CH)
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6.1.12. Preparacao do 3-[(1E,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-il]-4-
cicloexil-5-{|3-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)propil| tio}-4H-1,2,4-triazol (Hibrido 3)

N/H \ /

o \ \
< | _ TEA Etanol
o) reﬂuxo
4 .

Hibrido 3

A reagdo de preparagdo do hibrido 3 foi conduzida nas mesmas condi¢des ja
descritas para a preparagdo do hibrido 2 (experimental 6.1.10., pagina 83). Reagentes: 5
mL de etanol (solvente); 93 mg do ciclo-hexil triazol (0,26 mmol); 360 puL de
trietilamina (0,25 g, 2,51 mmol); 60 mg do alquilante 1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-
imidazol (14) (0,25 mmol). Apo6s purificacio (mesmas condigdes cromatograficas
descritas em 6.1.10), foram obtidos 70mg (50%) do produto desejado, na forma de um

solido de coloragdo alaranjada.

PF: 150 - 153 °C

Dados de Infravermelho:

vC-H = 3054 cm™ (Deformagio axial da ligagio C-H de aromatico);

vC-H = 2933 cm™! (Deformagdo axial assimétrica da ligagio C-H de CHs);
vC-H = 2858 cm™! (Deformagdo axial simétrica da ligagdo C-H de CH>);
vN-O= 1537 cm™ (Deformagdo axial assimétrica da ligagio N-O);
8C-H=1444 cm™ (Deformagdo angular assimétrica da ligagdo C-H em CH»);

vN-O= 1359 cm™ (Deformacio axial simétrica da ligacdo N-O);
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vC-O-C= 1251 cm! (Deformacdo axial de éter);
8C-S= 1197 cm! (Deformagio axial simétrica de ligagio C-S);

SC-H = 989 cm! (Deformacdo angular assimétrica de C-H para H isolado no anel
aromatico);

8C-H = 833 cm™! (Deformacdo angular assimétrica de C-H para 2H vizinhos no anel
aromatico);

8C-H = 732 cm'! (Deformagdo angular da ligagdo C-H fora do plano do anel
imidazdlico).

Espectro 33. Espectro de I'V do hibrido 3.
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M (ESI): 509,15 [(M+H)"] (100%); 1017,30 [(M+M)"] (30%).
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Espectro 34. Espectro de massas do hibrido 3.

Espectro 35. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do hibrido 3.
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Espectro 36. Espectro de RMN *C (125 MHz, CDCl;) do Hibrido 3.
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Tabela 11. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e *C para o Hibrido 3.

Posi¢ao O'H (ppm) ; J (Hz) 0"C (ppm)
6,00 (s, 2H) 101,30 (CH)
- 148,76 (C)
- 148,23 (C)
7,02 (s, 1H) 105,55 (CH)
6,76 (d, 1H) 108,53(CH)
6,91 (d, 1H) 113,57 (CH)
- 131,09 (C)

6,73 (m, 1H)

136,83 (CH)

6,44 (m, 1H)

125,81 (CH)

7,17 (m, 1H)

136,73 (CH)

6,81 (m, 1H) 122,39 (CH)
- 148,05 (C)
- 153,85 (C)
3,27 (t, 3H); 6,3 25,97 (CH»)
2,4 (q, 2H); 6,3 24,94 (CH»)
4,64 (t, 2H); 6,3 48,70 (CH»)

7,33 (d, 1H)

128,61 (CH)

[ [ | | | [ [
S| | Ao B|B|R|=[o|0|R| || W& W o) —

7,48 (m, 1H)

126,41 (CH)

20 4,08 (m, 1H) 56,53 (CH)
21 1,79-1,89 (m, 2H) 31,71 (CHa)
22 1,45-1,86 (m, 2H) 29,82 (CH,)
23 1,42 (m, 2H) 30,18 (CH>)
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6.1.13. Preparaciao do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (17)

0]
/
o—\"
o / N / i\l
\e e
N/<\J\ Br/\/\ N
o// N CH, Br N CHj
H DMF (seco), TEA(seca), GOTC
16
17

Br

A reacdo de preparagdo do alquilante (17) foi conduzida nas mesmas condigdes
jé descritas para a preparagdo do alquilante (13) (experimental 6.1.9, pagina 79).
Reagentes: 3 mL de N,N-dimetilformamida (solvente); 200 mg de 2-metil-(4)5-nitro-
1H-imidazol (1,58 mmol); 1 mL mL de trietilamina (0,70g, 7 mmol); 640 uL de 1,3-
dibromopropano (6,3 mmol); 3h de reacdo a 60 °C. Apds purificagdo (mesmas
condigdes cromatograficas descritas em 6.1.11), foram obtidos 180 mg (45%) do

alquilante desejado (17) na forma de um s6lido amorfo de coloracao branca.
PF: 78 - 80 °C

Dados de Infravermelho:

vC-H = 3141 cm™! (Deformagdo axial da ligagdo C-H do anel imidazélico);
vC-H = 2925 cm™! (Deformacio axial assimétrica da ligagio C-H de CH » CH:);
vC-H = 2852 cm™! (Deformagcdo axial simétrica da ligagdo C-H de CH,);
VvN-O= 1539 cm! (Deformacao axial assimétrica da ligagio N-O);

vN-O= 1357 cm! (Deformagcio axial simétrica da ligagio N-O);

vC-N= 1255 cm™! (Deformacio axial da ligagdo C-N);

8C-H= 1000 cm™ (Deformagio axial simétrica de ligagdo C-H de CH,-Br);

8C-H = 750 cm™' (Deformagdo angular da ligagio C-H fora do plano do anel
imidazolico);

vC-Br= 675 cm’! (Deformagio axial da ligagio C-Br).
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Espectro 37. Espectro de IV do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (17).

M (ESI): 248/250 [M*] (100%).
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Espectro 38. Espectro de massas do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol

17).
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Espectro 39. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-
nitro-1H-imidazol (17).

Espectro 40. Espectro de RMN '*C (125 MHz, CDCl3) do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-
nitro-1H-imidazol (17).
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Espectro 41. Espectro bidimensional de RMN 'H, *C - HSQC (*J) (500 MHz/125
MHz, CDCls) do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (17).
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Espectro 42. Espectro bidimensional de RMN 'H, *C - HMBC (°J, %J) (500 MHz/125
MHz,CDCl3) do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro- 1 H-imidazol (17).
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7 CH,

1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (17)

Tabela 12. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e *C para o 1-(3-bromopropil)-2-

metil-4-nitro- 1 H-imidazol (17).

Posi¢ao O'H (ppm) ; J (Hz) 0"C (ppm)
1 3,41 (t, 2H); 7 28,89 (CH»)
2 2,34 (q, 2H); 7 32,41 (CH»)
3 4,17 (t, 2H); 7 44,89 (CH>»)
4 7,75 (s, 1H) 119,49 (CH)
5 - -
6 - 144,90 (C)
7 2,49 (s, 3H) 13,17 (CH3)
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6.1.14. Preparacao do 3-[(1E,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-
cicloexil-5-{|3-(2-metil-4-nitro-1H-imidazol-1-il)propil| thio}-4H-1,2,4-triazol
(Hibrido 4)

CH3
TEA, Etanol
_—
refluxo
17
Br
o)
H+
X \o'
N
N/N\ /\/\ ——N
/ >\s
<o N X N HsC
o
Hibrido 4

A reagdo de preparagdo do hibrido 4 foi conduzida nas mesmas condi¢des ja
descritas para a preparagdo do hibrido 2 (experimental 6.1.10., pagina 83). Reagentes: 5
mL de etanol (solvente); 93 mg do ciclo-hexil triazol (4) (0,26 mmol); 400 uL de
trietilamina (0,28 g, 2,8 mmol); 65 mg do alquilante 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-
1H-imidazol (17) (0,26 mmol). Apos purificacdo (mesmas condigdes cromatograficas
descritas em 6.1.10), foram obtidos 40mg (30%) do produto desejado na forma de um

solido de colora¢ao amarelada.

PF: 175-177°C

Dados de Infravermelho:

vC-H = 3056 cm™ (Deformagcdo axial da ligagdo C-H de aromatico);

vC-H = 2923 cm™! (Deformagdo axial assimétrica da ligagio C-H de CHs);
vC-H = 2852 cm™! (Deformagio axial simétrica da ligagdo C-H de CH>);
VvN-O= 1537 cm™ (Deformagdo axial assimétrica da ligacio N-O);
8C-H=1440 cm™' (Deformagao angular assimétrica da ligagdo C-H em CH»);
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VvN-O= 1356 cm™ (Deformacio axial simétrica da ligacdo N-O);
vC-O-C= 1249 cm! (Deformacio axial de éter);
8C-S= 1193 cm’! (Deformagio axial simétrica de ligagio C-S);

8C-H = 987 cm! (Deformacdo angular assimétrica de C-H para H isolado no anel
aromatico);

8C-H = 827 cm™! (Deformagdo angular assimétrica de C-H para 2H vizinhos no anel
aromatico);

8C-H = 754 cm! (Deformagdo angular da ligagdo C-H fora do plano do anel
imidazdlico).

Espectro 43. Espectro de IV do hibrido 4.
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M (ESI): 523 [(M+H)"] (100%); 1045[(M+M)*] (70%).
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Espectro 44. Espectro de massas do hibrido 4.

Espectro 45. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) do hibrido 4.
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Espectro 46. Espectro de RMN *C (125 MHz, CDCls) do hibrido 4.
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Hibrido 4

15

Tabela 13. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '*C para o hibrido 4.

Posi¢ao O'H (ppm) ; J (Hz) 0"C (ppm)
1 6,00 (s, 2H) 101,30 (CH>)
2 - 148,49 (C)
3 - 148,24 (C)
4 7,02 (s, 1H) 105,56 (CH)
5 6,76 (d, 1H) 108,53(CH)
6 6,91 (d, 1H) 113,44 (CH)
7 - 131,08 (C)
8 6,76 (m, 1H) 136,92 (CH)
9 6,44 (m, 1H) 125,78 (CH)
10 7,42 (m, 1H) 136,86 (CH)
11 6,81 (m, 1H) 122,40 (CH)
12 - 148,07 (C)
13 - 153,92 (C)
14 3,25 (t, 3H); 6,3 25,96 (CH»)
15 2,37 (q, 2H); 6,3 24,92 (CH»)
16 4,16 (t, 2H); 6,3 45,65 (CH»)
17 7,78 (s, 1H) 119,50 (CH)
18 - -

19 - 144,80 (C)
20 4,04 (m, 1H) 56,53 (CH)
21 1,79-1,89 (m, 2H) 31,70 (CH>)
22 1,45-1,86 (m, 2H) 29,61 (CH»)
23 1,42 (m, 2H) 30,02 (CH>)
24 2,48 (s, 3H) 13,20 (CHs)
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6.1.15. Preparacao do 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol (15)

o'\N+ /NE
o N // N

\N+ /j Br/\A/Br ©

4

o

-

: DMF (seco), TEA(seca)
2

—

15

Br
A reagdo de preparagdo do alquilante (15) foi conduzida nas mesmas condigdes
j& descritas para a preparacao do alquilante (13) (experimental 6.1.9., pagina 79).
Reagentes: 3 mL de N, N-dimetilformamida (solvente); 100 mg de 2-nitro-1H-imidazol
(0,89 mmol); 450 mL de trietilamina (0,30g, 3 mmol); 250 uL de 1,4-dibromobutano
(2,2 mmol); 6h de reagdo a temperatura ambiente. Apos purificagdo (mesmas condi¢des
cromatograficas descritas em 6.1.11), foram obtidos 105 mg (45%) do alquilante

desejado (15) na forma de um 6leo de coloragdo amarelada.

Dados de Infravermelho:

vC-H = 3116 cm™ (Deformagio axial da ligagdo C-H do anel imidazélico);

vC-H = 2960 cm™ (Deformacio axial assimétrica da ligagio C-H de CH » CH:);
vC-H = 2869 cm™! (Deformagcdo axial simétrica da ligagdo C-H de CH,);

VvN-O = 1535 cm™ (Deformagdo axial assimétrica da ligagio N-O);

5C-H=1481 cm™! (Deformacio angular assimétrica da ligagdo C-H em CH, e CH3);
vN-O= 1353 cm! (Deformagcio axial simétrica da ligagio N-O);

vC-N= 1276 cm™! (Deformacio axial da ligagdo C-N);

8C-H = 779 cm! (Deformagdo angular da ligagdo C-H fora do plano do anel
imidazolico);

vC-Br= 649 cm’! (Deformagio axial da ligagdo C-Br).

109



Espectro 47. Espectro de IV do 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol (15).

EM (IE, 70 eV): 247/249 (M*, 2%): 55(100%); 122 (50%);
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Espectro 48. Espectro de massas do 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol (15).
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Espectro 49. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-
imidazol (15).

Espectro 50. Espectro de RMN *C (125 MHz, CDCls) do 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-
imidazol (15).
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1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol (15)

Tabela 14. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e *C para o 1-(4-bromopropil)-2-
nitro-1H-imidazol (15).

Posi¢ao O'H (ppm) ; J (Hz) 0"C (ppm)

1 3,45 (t, 2H); 7 32,18 (CH»)
2 1,96 (q, 2H); 7 29,24 (CH»)
3 2,07 (q, 2H); 7 29,30 (CH»)
4 4,48 (t, 2H); 7 49,41 (CH»)
5 - -

6 7,18 (s, 1H) 128,57 (CH)
7 7,24 (s, 1H) 125,74 (CH)
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6.1.16. Preparacao do 3-[(1E,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-
ciclohexil-5-{[4-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)butil] tio}-4H-1,2,4-triazol (Hibrido 5)

(0]
TEA, Etanol
refluxo
15 3
Br N N
7
o/ \( //
N
N—N /\/\/
/ \>\s
<o X AN N
o)
Hibrido 5

A reacao de preparacao do hibrido 5 foi conduzida nas mesmas condi¢des ja
descritas para a preparagdo do hibrido 2 (experimental 6.1.10., pagina 83). Reagentes: 5
mL de etanol (solvente); 93 mg do ciclo-hexil triazol (0,26 mmol); 360 uL de
trietilamina (0,25 g, 2,51 mmol); 60 mg do alquilante, 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-
imidazol (15) (0,24 mmol). Apds purificacdo (mesmas condigdes cromatograficas
descritas em 6.1.10), foram obtidos 69 mg (50%) do produto desejado (hibrido 5) na

forma de um s6lido de coloracao amarelada.

PF: 129 - 131 °C

Dados de Infravermelho:

vC-H = 3070 cm™ (Deformagio axial da ligagio C-H de aromatico);

vC-H = 2931 cm™! (Deformagdo axial assimétrica da ligagio C-H de CHs);
vC-H = 2852 cm™! (Deformagao axial simétrica da ligagdo C-H de CH>);
VN-O= 1537 cm™ (Deformagdo axial assimétrica da ligagio N-O);
8C-H=1458 cm™' (Deformagdo angular assimétrica da ligagdo C-H em CH»);

vN-O= 1353 cm™ (Deformacio axial simétrica da ligacdo N-O);
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vC-O-C= 1249 cm! (Deformacio axial de éter);
8C-S= 1199 cm! (Deformagio axial simétrica de ligagio C-S);

8C-H = 985 cm! (Deformacdo angular assimétrica de C-H para H isolado no anel
aromatico);

8C-H = 825 cm™! (Deformacdo angular assimétrica de C-H para 2H vizinhos no anel
aromatico);

8C-H = 738 cm! (Deformagdo angular da ligagdo C-H fora do plano do anel
imidazdlico).

Espectro 51. Espectro de I'V do hibrido 5.
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M (ESI): 523 [(M+H)"] (100%).
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Espectro 52. Espectro de massas do hibrido 5.

Espectro 53. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) do hibrido 5.
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Espectro 54. Espectro de RMN *C (125 MHz, CDCls) do hibrido 5.
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23

Hibrido 5

15

Tabela 15. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '*C para o hibrido 5.

Posi¢ao O'H (ppm) ; J (Hz) 0"C (ppm)
6,00 (s, 2H) 101,72 (CH)
- 149,54(C)
- 148,25 (C)
7,03 (s, 1H) 105,60 (CH)
6,76 (d, 1H) 108,52 (CH)
6,91 (d, 1H) 113,72 (CH)
- 131,16 (C)
6,73 (m, 1H) 136,70 (CH)

6,45 (m, 1H)

125,91 (CH)

7,15 (m, 1H)

136,61 (CH)

6,81 (m, 1H)

122,31 (CH)

- 148,03 (C)
- 153,65 (C)
3,30 (t, 3H); 6,3 32,33 (CHa)
2,04 (m, 2H); 6,3 24,95 (CHy)
1,96 (m, 2H); 6,3 25,98 (CHz)

4,5 (t, 2H); 6,3

49,61 (CH>)

7,15 (d, 1H)

128,42 (CH)

— | | —
NSNS SRR SR

7,22 (m, 1H) 126,30 (CH)
20 - -
21 4,06 (m, 1H) 56,48 (CH)
22 1,89-2,03 (m, 2H) 31,65 (CHz)
23 1,86-1,88 (m, 2H) 26,51 (CH»)
24 1,81 (m, 2H) 29,27 (CH»)
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6.1.17. Preparaciao do 1-(4-bromobutil)-2-metil-4-nitroimidazol (18)

(0]
/
O=—N\"
/]
o} N
N )\
N/<\\ /\/\/Br N CH,4
o// N CHy o' -
H DMF (seco), TEA(seca) -
16
ﬂ Br

A reacdo de preparagdo do alquilante (18) foi conduzida nas mesmas condigdes
jé descritas para a preparagao do alquilante (13) (experimental 6.1.9., pagina 79).
Reagentes: 4 mL de N,N-dimetilformamida (solvente); 200 mg de 2-metil-(4)5-nitro-
1H-imidazol (1,58 mmol); 1 mL mL de trietilamina (0,70g, 7 mmol); 380 uL de 1,4-
dibromobutano (3,16 mmol); 5h de reagdo a temperatura ambiente. Apds purificagdao
(mesmas condigdes cromatograficas descritas em 6.1.11), foram obtidos 120 mg (45%)

do alquilante desejado (18), na forma de um s6lido amorfo de coloragdo branca.

PF: 70 - 72°C

Dados de Infravermelho:

vC-H = 3145 cm™! (Deformagio axial da ligagdo C-H do anel imidazélico);

vC-H = 2954 cm™ (Deformacio axial assimétrica da ligagio C-H de CH » CH:);
vC-H = 2860 cm™ (Deformagcdo axial simétrica da ligagio C-H de CH,);

VvN-O= 1533 cm! (Deformagcio axial assimétrica da ligagio N-O);

8C-H=1494 cm™! (Deformagdo angular assimétrica da ligagdo C-H em CH, e CH3);
vN-O= 1363 cm™ (Deformagio axial simétrica da ligacdo N-O);

vC-N= 1290 cm™! (Deformacdo axial da ligagdo C-N);

8C-H = 829 cm’ (Deformagdo angular da ligagio C-H fora do plano do anel
imidazolico);

vC-Br= 680 cm™! (Deformagio axial da ligagio C-Br).
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Espectro 55. Espectro de IV do 1-(4-bromobutil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (18).

EM (IE, 70 eV): 261/263 [M"] (100%).
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Espectro 56. Espectro de massas do 1-(4-bromobutil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (18).
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Espectro 57. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCIl3) do 1-(4-bromobutil)-2-metil-4-
nitro-1H-imidazol (18).

Espectro 58. Espectro de RMN *C (125 MHz, CDCl;) do 1-(4-bromobutil)-2-metil-4-
nitro-1H-imidazol (18).
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CHj3

1-(4-bromobutil)-2-metil-4-nitro- 1 H-imidazol (18)

Tabela 16. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e *C para o 1-(4-bromobutil)-2-metil-
4-nitro-1H-imidazol (18).

Posi¢ao O'H (ppm) ; J (Hz) 0"C (ppm)

1 3,46 (t, 2H); 7 32,17 (CH»)
2 1,94 (q, 2H); 7 28,82 (CH»)
3 2,02 (q, 2H); 7 29,14 (CH»)
4 3,98 (t, 2H); 7 46,40 (CH>)
5 7,72 (s, 1H) 119,40 (CH)
6 - -

7 - 144,64 (C)

8 2,46 (s, 3H) 13,17 (CH3)
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6.1.18. Preparacao do 3-[(1E,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-il]-4-
cicloexil-5-{[4-(2-metil-4-nitro-1H-imidazol-1-il)butil|tio}-4H-1,2,4- triazol
(Hibrido 6)

o
/
o—\"
N
H
(.
0 T X / >:S N CHg
N
< | + TEA, Etanol
—_——
o] refluxo
4 o
18 \N/
Br
7 /N
@
3
N/N
Hibrido 6

A reagdo de preparagdo do hibrido 6 foi conduzida nas mesmas condi¢des ja
descritas para a preparagdo do hibrido 2 (experimental 6.1.10., pagina 83). Reagentes: 5
mL de etanol (solvente); 71 mg do ciclo-hexil triazol (4) (0,26 mmol); 400 uL de
trietilamina (0,28 g, 2,8 mmol); 55 mg do alquilante 1-(4-bromobutil)-2-metil-4-nitro-
1H-imidazol (18) (0,20 mmol). Apds purificagdo (mesmas condi¢des cromatograficas
descritas em 6.1.10), foram obtidos 47 mg (45%) do produto desejado (hibrido 6), na

forma de um s6lido de coloracao amarelada.

PF: 97 -99 °C

Dados de Infravermelho:

vC-H = 3062 cm™ (Deformagcio axial da ligagdo C-H de aromatico);

vC-H = 2923 cm™! (Deformagdo axial assimétrica da ligagio C-H de CHs);
vC-H = 2852 cm™! (Deformagcdo axial simétrica da ligagdo C-H de CH>);
vN-O= 1537 cm™ (Deformagdo axial assimétrica da ligacio N-O);
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5C-H=1442 cm! (Deformacio angular assimétrica da ligagdo C-H em CH,);
vN-O= 1336 cm™ (Deformacio axial simétrica da ligacdo N-O);

vC-O-C= 1249 cm™! (Deformacio axial de éter);

8C-S= 1193 cm’! (Deformagio axial simétrica de ligacio C-S);

SC-H = 989 cm! (Deformacdo angular assimétrica de C-H para H isolado no anel
aromatico);

8C-H = 827 cm™! (Deformagdo angular assimétrica de C-H para 2H vizinhos no anel
aromatico);

8C-H = 750 cm' (Deformagdo angular da ligagdo C-H fora do plano do anel
imidazdlico).

Espectro 59. Espectro de IV do hibrido 6.
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M (ESI): 537 [(M+H)"] (100%).
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Espectro 60. Espectro de massas do hibrido 6.

Espectro 61. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do hibrido 6.
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Espectro 62. Espectro de RMN *C (125 MHz, CDCls) do hibrido 6.
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Hibrido 6

Tabela 17. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '*C para o hibrido 6.

Posi¢ao O'H (ppm); J (Hz) 0"C (ppm)
1 6,00 (s, 2H) 101,30 (CH>)
2 - 149,36 (C)
3 - 148,22 (C)
4 7,02 (s, 1H) 105,54 (CH)
5 6,77 (d, 1H) 108,534 (CH)
6 6,92 (d, 1H) 113,61 (CH)
7 - 131,12 (C)
8 6,73 (m, 1H) 136,77 (CH)
9 6,44 (m, 1H) 125,85 (CH)
10 7,48 (m, 1H) 136,66 (CH)
11 6,81 (m, 1H) 122,39 (CH)
12 - 148,02 (C)
13 - 153,78 (C)
14 3,32 (t, 3H); 6,3 32,11 (CH>)
15 1,89 (q, 2H); 6,3 24,94 (CH»)
16 2,07 (q, 2H); 6,3 25,98 (CH»)
17 4,01 (t, 2H); 6,3 46,63 (CH>)
18 7,75 (s, 1H) 119,58 (CH)
19 - -

20 - 144,63(CH)
21 2,45 (s, 3H) 13,17(CH3)
22 4,05 (m, 1H) 56,44 (CH)
23 1,90-1,98 (m, 2H) 31,63 (CH>)
24 1,79-1,86 (m, 2H) 26,60 (CH>)
25 1,86-1,97 (m, 2H) 29,08 (CH»)
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6.2. AVALIACAO ANTIPARASITARIA DOS HiBRIDOS

6.2.1. Culturas de células e parasitos para os experimentos

Células RAW (ATCC®) foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) suplementado com 10% v/v de soro fetal bovino (SFB), com
passagens sucessivas a cada 4-5 dias. As células foram dissociadas da monocamada
mecanicamente por raspagem.

Células LLC-MK2 (ATCC®) foram cultivadas em meio DMEM + 5% SFB, com
passagens sucessivas a cada 4-5 dias. As cé¢lulas foram dissociadas da monocamada por
tratamento com solugdo contendo 0,25% m/v de tripsina e 0,04% EDTA.

Trypanosoma cruzi expressando a enzima f-galactosidase (cepa Tulahuen C2C4
LacZ) (BUCKNER et al., 1996) foi cultivado na forma trypomastigota por reinfeccdes
sucessivas em monocamada de células LLC-MK2 em meio DMEM + 2% SFB. Formas
tripomastigotas foram recolhidas do sobrenadante da cultura entre o 5° e o 10° dias apos
a infecgdo, e separados de células ndo aderidas por centrifugagao diferencial.

Previamente aos experimentos, todas as células e parasitos foram lavados por
centrifugacdo e suspensos nos respectivos meios de cultura, sendo a densidade da
suspensao ajustada por contagem em camara de Neubauer, utilizando-se como critério

coloragdo por azul de tripan ou motilidade, respectivamente.

6.2.2. Solucdes estoque dos Hibridos

Todos os hibridos (1-6) foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) a
concentracdo de 30 mM. As concentragdes utilizadas nos experimentos foram obtidas a
partir da dilui¢do da solucao estoque, nos respectivos meios de cultura, de modo que a
concentragdo maxima de DMSO nas culturas de células ndo ultrapassou 0,3% v/v

(GERPE et al., 2010; ISHII et al., 2011).

6.2.3. Citotoxidade contra macrofagos RAW

Em uma placa de 96 pogos transparente, foi adicionada uma suspensdo de 3 x
10* macrofagos RAW (ATCC) em meio DMEM + 2% SFB. As células foram incubadas
a 37°C (5% CO3) por 3 h e em seguida lavadas com PBS para remocao de células ndo
aderidas, renovando-se o meio de cultura em seguida. Apds incubagao a 37°C (5% CO>)
por 20 h as células foram tratadas com solugcdes 100 uM dos hibridos (1-6) em

triplicatas, pré-diluidos em DMEM + 2% SFB. Controles ndo tratados, veiculo (0,3%

127



v/v DMSO) e branco (sem adi¢do de células) foram incluidos no experimento. Apos
incubacdo por 48 h, o sobrenadante foi removido e a monocamada de células lavada
com PBS, renovando-se o meio de cultura em seguida. Adicionaram-se entdao 20 pL de
solugdo 3,0 mM de sal de MTT, seguindo-se incubacdo por mais 1,5 h. O sobrenadante
foi entdo removido e os cristais de formazana de MTT dissolvidos pela adi¢do de 120
uL/pogo de DMSO. Apos incubagdo por 1,5 h para dissolugdo dos cristais de MTT ao
abrigo da luz e a 37°C, a absorbancia foi medida a A= 570nm, com o auxilio de um

leitor de placas.

6.2.4. Citotoxidade contra células LLC-MK?2

Em uma placa de 96 pocos transparente, foi adicionada uma suspensdo de 2 X
10* células LLC-MK2 (ATCC) em meio DMEM + 2% SFB. As células foram
incubadas a 37°C (5% CO») por 20 h, e em seguida lavadas com PBS para remocao de
células nao aderidas. As células foram tratadas com dilui¢des seriadas dos hibridos em
triplicatas, pré-diluidos em DMEM + 2% SFB. Controles nao tratado, veiculo (0,3% v/v
DMSO) e branco (sem adicdo de células) foram incluidos no experimento. Apds
incubacao por 120 h, o sobrenadante foi removido e a monocamada de células lavada
com PBS, renovando-se o meio de cultura em seguida. Adicionaram-se entao 20 pL de
solu¢ao 3,0 mM de sal de MTT, seguindo-se incubagdo por mais 1,5 h. O sobrenadante
foi entdo removido e os cristais de formazana de MTT dissolvidos pela adicdo de 120
uL/poco de DMSO. Apos incubagao por 1,5 h para dissolugdo dos cristais de MTT ao
abrigo da luz e a 37°C, a absorbancia foi medida a A= 570 nm com auxilio de um leitor

de placas.

6.2.5. Atividade tripanocida contra amastigota de T. cruzi

Em uma placa de 96 pocos transparente, foi adicionada uma suspensao de 2 X
10* células LLC-MK2 (ATCC) em meio DMEM + 2% SFB. As células foram
incubadas a 37°C (5% CO2) por 3 h e em seguida lavadas com PBS para remog¢do de
células ndo aderidas. Uma suspensdo contendo 5 x 10° formas tripomastigotas de T
cruzi da cepa Tulahuen C2C4 LacZ, foi adicionada as células, seguindo-se incubagdo a
37°C (5% de CO) por 20 h, para estabelecimento da infeccdo. Os parasitos nio
internalizados foram removidos por trés lavagens sucessivas com PBS, seguindo-se

tratamento com diluigdes seriadas dos hibridos (1-6), nas concentra¢des de 100 uM, 25

128



uM, 6,3 uM, 1,6 uM,0,4 uM, 0,1 uM, em triplicatas, pré-diluidos em DMEM + 2%
SFB. Controles ndo tratados, veiculo (0,3% v/v DMSO) e branco (sem adi¢do de
parasitos) foram incluidos no experimento. Benzonidazol foi utilizado, em dilui¢do
seriada, como controle positivo. Apos a incubagdo por 5 dias (120 h), adicionaram-se
entdo 30 pL de solugdo 0,5 mM do substrato vermelho de clorofenol p-
galactopiranosideo (CPRG) em PBS, com 0,9% v/v Igepal CA-630. Apos incubagdo por

1,5 h, a absorbancia foi medida a A= 570 nm, com auxilio de um leitor de placas.

6.2.6. Tratamento estatistico de dados
Os dados de absorbancia foram convertidos em valores de viabilidade relativa a
média do controle veiculo, descontados da média do controle branco, conforme a

féormula abaixo:
Abs — Mg

o) =
V(%) My — Mpg

V(%) = Viabilidade em %

Abs = Leitura de absorbancia em determinado pogo

Mp = Média da absorbancia da triplicata do Controle Branco
Mp = Média da absorbancia da triplicata do Controle Veiculo

Os valores de percentuais foram inseridos no software GraphPad Prism 7, onde
foram realizados os célculos estatisticos e gerados os graficos apresentados. Para os
calculos da concentragdo inibitdria do crescimento em 50% (Clso) foi utilizado o
modelo padrao do software de regressao nao linear para cada valor de concentragao de
inibidor versus resposta normalizada, com inclinacdo variavel. Os valores de Clso foram
obtidos pela média de ao menos 3 experimentos independentes. Para os testes de

significancia estatistica foi utilizada a analise de variancia simples one-way ANOVA.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Através da metodologia sintética planejada e desenvolvida neste trabalho, foi
possivel sintetizar os hibridos propostos, utilizando a hibridagdo molecular como
estratégia de modificag¢do estrutural. Esses hibridos tiveram suas estruturas confirmadas
através dos métodos convencionais de analise organica (RMN 'H e *C, EM e IV). Os
hibridos sintetizados tiveram suas atividades toxicas frente a amastigotas do 7. cruzi
(cepa Tulahuen C2C4 LacZ) avaliadas, além de sua toxicidade frente a macrdfagos
(RAW) e células LLC-MK2. Todos os hibridos apresentaram atividades promissoras,
comparaveis a do farmaco de referéncia, evidenciando o Hibrido 2 como o mais ativo
da série (ClI so = <0,1 uM). J4 os ensaios de citotoxicidade frente a célulasde macrdfagos
(RAW) e células de linhagem (LLC-MK2) revelaram que todos os compostos

apresentam de razoavel a baixa toxicidade.

Como perspectiva do trabalho, destaco que a otimizacdo do rendimento de
algumas reagdes descritas neste trabalho serd ajustada em nosso laboratorio. Outras
frentes de agdo foram abertas, a luz dos resultados obtidos nesse estudo, como a
expansao da série de hibridos, explorando outros derivados heterociclicos da piperina,
além da realizagdo de modificacdes estruturais na porgdo piperinica (subunidade
metilenodioxifenil-2E,4E-pentadienoil). Com isso, serd possivel realizar um estudo de
relacdo estrutura-atividade (SAR) para uma nova série de hibridos propostos.
Adicionalmente, a estratégia de se atuar em mais de mecanismo de acdo frente ao
parasito se mostra, a luz dos resultados obtidos nesse estudo, como muito promissora. A
posicdo do grupo nitro no nucleo nitroimidazolico, além do tamanho da cadeia
espagadora entre o triazol e o imidazol demonstram influenciar na atividade bioldgica
dos hibridos planejados. O conjunto de resultados apresentados nesse trabalho evidencia
a amida natural piperina como uma matéria-prima de elevado potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos antiparasitarios. Adicionalmente, demonstrou-se a
importancia de grupos farmacoforicos nitroimidazolicos, presentes em firmacos com

conhecida atividade antiparasitaria, no desenvolvimento de novos antichagasicos.
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