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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma das mais preocupantes doencas tropicais negligenciadas e a
segunda patologia transmitida por insetos mais letal no mundo. Apesar do alto indice de novos
casos de leishmaniose registrados anualmente, os farmacos disponiveis para o tratamento da
doenca nédo sédo efetivos, seja por limitagdes do proprio medicamento ou pela resisténcia do
parasita. Dessa forma, pesquisas que buscam o desenvolvimento de novos compostos anti-
leishmaniose sdo muito relevantes. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo a
sintese de uma série de compostos com potencial leishmanicida a partir do planejamento de
sessenta e nove derivados contendo anéis aromaticos (piridinico, pirimidinico e benzénico),
utilizando as técnicas de hibridacdo molecular e bioisosterismo na cadeia lateral entre
nitrogénio, oxigénio e enxofre. Os compostos planejados foram avaliados por docking
molecular na arginase, um importante alvo de Leishmania, e aqueles que apresentaram
melhores interagdes com a enzima foram selecionados para sintese. Foram sintetizados doze
compostos por substituicdo nucleofilica aromatica, sendo que seis deles foram submetidos a
reacOes subsequentes de reducao do grupo nitro, ciclizacdo in situ e hidrélise, o que levou a um
total de dezoito produtos que foram purificados por cromatografia em coluna. Em seguida,
todos os compostos foram caracterizados por técnicas espectroscopicas e espectrométricas e
submetidos a avaliacdo da atividade leishmanicida. Os compostos 2,6-(N,N’-diglicinato-il de
etila)-3-nitropiridina (46), 2-(S-tioglicolato-il de etila)-3-nitropiridina (48) e 2-(N-glicinato-il
de etila)-3-nitropiridina (49) apresentarem os melhores valores de Clso 79,0, 59,0 e
57,0 ug.mL%, respectivamente, superiores ao controle positivo anfotericina B (0,29 pug.mL™).
E importante ressaltar que, dos trés compostos com os melhores resultados, 46 e 49 apresentam
o glicinato de etila na cadeia lateral e 48 e 49 sdo monossubstituidos. Os resultados obtidos até
0 momento sdo promissores e abrem novas perspectivas para o desenvolvimento de novos

farmacos que possam ser utilizados no tratamento da leishmaniose.

Palavras-chave: Derivados piridinicos. Leishmaniose. Hibridacdo molecular. Bioisosterismo.



ABSTRACT

Leishmaniasis is one of the most worrying neglected tropical diseases worldwide and
the second most deadly illness transmitted by insects in the world. Despite the high rate of
leishmaniasis cases registered per year, the available drugs for the treatment of this disease are
not effective, because the limitations of the medicines or the parasite resistance against the
drugs in use. Therefore, scientific researches aiming the development of new anti-leishmaniasis
compounds are an important field. In this sense, the present work aimed to synthesize a series
of compounds with leishmanicidal potential. Thus, sixty-nine aromatic compounds (pyridine,
pyrimidine and benzene derivatives) were planned by molecular hybridization and classic
bioisosterism of nitrogen, oxygen and sulfur on the side chain. Compounds evaluated by
molecular docking that presented best interactions with arginase, an important Leishmania
target, were synthesized through aromatic nucleophilic substitution reactions. Among them, six
were selected to subsequent nitro group reduction, in situ cyclization and hydrolysis reactions.
Eighteen products were obtained, purified by column chromatography, characterized by
spectroscopic and spectrometric techniques and evaluated for leishmanicidal activity.
Compounds 2,6-(ethyl N,N'-diglycinate-yl)-3-nitropyridine (46), 2-(ethyl S-thioglycolate-yl)-
3-nitropyridine (48) and 2-(ethyl N-glycinate-yl)-3-nitropyridine (49) showed the best ICso
values of 79.0, 59.0 and 57.0 pg.mL™, respectively, higher than amphotericin B, used as
positive control (0.29 pg.mL™2). It is noteworthy that among the three compounds with the best
biological results, 49 and 46 have ethyl glycinate moiety in the side chain and 49 and 48 are
monosubstituted. The results obtained in this study are promising and enable new perspectives
for new drugs development that can be used in the treatment of leishmaniasis.

Keywords: Pyridine derivatives. Leishmaniasis. Molecular hybridization. Bioisosterism.
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1 INTRODUCAO

1.1 A QUIMICA MEDICINAL E O PLANEJAMENTO DE NOVOS COMPOSTOS
BIOATIVOS

A quimica medicinal, quimica biomédica ou quimica biologica é uma ciéncia de caréater
multidisciplinar que envolve a pesquisa de especialistas em diversas areas, tais como quimica
organica, bioquimica, farmacologia, informatica, biologia molecular e estrutural, dentre outras.
O trabalho destes pesquisadores compreende a identificacdo de compostos com atividade
bioldgica, a caracterizacao de suas propriedades fisico-quimicas, a elucidacdo ou confirmacgéo
de suas estruturas e a descricao de sua atividade farmacoldgica, tendo como objetivo central a
determinacdo da relacdo entre a estrutura quimica e a atividade biologica através da
hierarquizacdo das contribui¢bes dos diferentes grupos funcionais (MONTANARI, 1995;
BARREIRO et al., 2002; GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; FERREIRA; OLIVA,;
ANDRICOPULO, 2018).

Uma vez identificada a relacdo entre a estrutura e a atividade bioldgica de um novo
composto, este pode ter sua eficacia otimizada através de modificacbes moleculares
subsequentes, planejadas de maneira a preservar ou aprimorar as propriedades farmacocinéticas
identificadas (BARREIRO et al., 2002; BARREIRO; FRAGA, 2008; FERREIRA; OLIVA;
ANDRICOPULO, 2018). Dentre as diferentes estratégias possiveis para tal finalidade
destacam-se a hibridacdo molecular e o bioisosterismo.

A hibridacdo molecular consiste no reconhecimento de subunidades farmacoféricas nas
estruturas moleculares de duas ou mais substancias bioativas conhecidas e, por fusdo dessas
subunidades, novas arquiteturas moleculares sdo geradas, ou seja, hibridos que mantem
caracteristicas pré-selecionadas dos modelos originais (VIEGAS JR. et al., 2007; TAHA et al.,
2017).

Através da hibridagdo molecular é possivel modular as caracteristicas farmacocinéticas
e farmacodindmicas dos modelos originais, formando uma série de compostos homologos
hibridos. Estes compostos serdo parte de uma biblioteca quimica responsavel por armazenar
dados sobre as moléculas hibridas aos profissionais e conseguinte, utilizardo as informacdes
desses compostos em novas pesquisas estratégicas de modificacdo molecular (VIEGAS
JUNIOR et al., 2007; BARREIRO; FRAGA, 2008).

Um exemplo interessante da aplicacdo da técnica de hibridagdo molecular no

planejamento e sintese de novos produtos bioativos é o caso das huprinas (1). Na busca por
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novos e mais potentes inibidores de acetilcolinesterase (AChE), Camps e colaboradores (2000)
realizaram a combinacdo da subestrutura 4-aminoquinolinica do derivado de um produto

natural [(-)-huperzina A] (2) com a estrutura carbobiciclica da tacrina (3) (Figura 1).

Figura 1 - Esquema de hibridagéo da huperzina A com a tacrina

Hibridagao mole_c_ql_a_r_ o

huprinas (1)

la:R; RyeR;=H,R=CH;
1b: R, ¢ R, =H, R, = Cl, R = CH,CH,

tacrina (3)

Adaptado de: Camps et al., 2000

A AChE € uma serina hidrolase responsavel por catalisar a hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina (ACh), exercendo papel fundamental na memoria e cognicéo.
Para se criar uma nova memaoria no cerebro, a ACh é biossintetizada no neurénio pré-sinaptico,
liberada na fenda sinaptica transmitindo o impulso nervoso para o neurdnio pds-sinaptico pelos
receptores nicotinicos e muscarinicos. Portadores da Doenca de Alzheimer (DA) tem
deficiéncia de ACh resultando na hidrélise deste neurotransmissor antes que 0 mesmo envie a
mensagem para 0 neurénio pos-sinaptico. Tendo isso em vista, um dos tratamentos para a DA
é inibir a atividade bioldgica da AChE de forma que haja um aumento da ACh no cérebro
ajudando a melhorar a cognigéo (SHEN; L1U; TANG, 2007).

A tacrina (3) foi o primeiro farmaco utilizado no tratamento da Doenca de Alzheimer
(ALMEIDA, 1998) e, apesar da sua alta toxicidade, tem apresentado um importante papel no
estudo e sintese de novos prot6tipos mais potentes e seguros (MARCO et al., 2004). Da mesma
forma a (-)-huperzina A (2), isolada da erva chinesa Huperzia serrata, também se apresenta
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como um potente inibidor de AChE, sendo aprovada pelo FDA e popularmente comercializada
na China como suplemento alimentar (SHEN; LI1U; TANG, 2007).

A partir da sintese das huprinas, Camps e colabores (2000) observaram que estas eram
mais potentes que a tacrina (ICso 130 nM) e que a huperzina A (ICso 74 nM) apresentando ICsg
47 nM (1a) e ICs0 1,3 nM (1b).

Assim como a hibridagcdo molecular, o bioisosterismo é uma técnica de planejamento
muito utilizada no desenvolvimento de novos potenciais candidatos a farmacos. Em 1919, o
pesquisador Irving Langmuir, ao estudar substancias isoeletrdnicas instituiu o termo
isosterismo para definir &tomos ou moléculas que possuem o mesmo nimero de elétrons de
valéncia. Em 1925, Grimm ampliou a compreensdo sobre o conceito de isosteros através da
regra do hidreto. Essa regra estabelecia que a adicdo de um hidrogénio com um par de elétrons
(ou seja, um hidreto) a um atomo resultaria em um pseudo-atomo com propriedades fisicas
semelhantes aqueles presentes na coluna imediatamente posterior da tabela periddica do atomo
inicial (BARREIRO; FRAGA, 2008).

Figura 2 - Regra do hidreto de Grimm

Regra do hidreto de Grimm

Total de elétrons 6 7 8 9 10 11
C N 0 - Ne NeH+
@ CH NH  OH Fe FH,*
S CH, NH, OH, OH,*
© CH NH NH,*
by 3 3 4
|H |<3 CH,

Fonte: Barreiro; Fraga, 2008

O termo bioisosterismo foi utilizado por Friedman pela primeira vez em 1951. Ele
utilizou o termo para classificar substancias que apresentavam estruturas semelhantes e que
atuavam no mesmo sitio receptor apresentando propriedades bioldgicas similares ou
antagoénicas (LIMA; BARREIRO, 2005; BARREIRO; FRAGA, 2008).

Pode-se resumir entdo que o bioisosterismo consiste em uma estratégia de modificacéo
estrutural através da troca de determinados fragmentos moleculares por &tomos ou grupamentos
funcionais com propriedades fisico-quimica semelhantes a fim de se melhorar a

farmacocinética, aprimorando as propriedades de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
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eliminacdo, ou a farmacodinamica, visando sua otimiza¢do (BARREIRO; FRAGA, 2008; LI1U
etal., 2017).

Dentre os exemplos da importancia do estudo de bioisésteros na descoberta de novos
farmacos pode-se destacar o caso dos inibidores de fosfodiesterase 5 (PDE-5), sildenafil (4) e
vardenafil (5), indicados para o tratamento da disfuncdo erétil (Figura 3) (BARREIRO;
FRAGA, 2008)

Figura 3 - Bioisosterismo entre sildenafil e vardenafil

Adaptado de: Barreiro; Fraga, 2008

O vardenafil (5) foi lancado em 2005 baseado na troca isostérica classica de um tomo
de carbono sp?, em um sistema heterociclico, por um atomo de nitrogénio situado na posicao
cabeca de ponte do sistema heterociclico original. Apesar da similaridade estrutural entre os
dois compostos, o vadernafil (5) apresentou uma relacdo de ICso para a atividade inibitéria
PDE-6/PDE-5 de 160 vezes, enquanto que o sildenafil (4) foi apenas 7 vezes mais seletivo. Essa
diferenca de seletividade é muito importante pois atribui-se que alguns efeitos indesejados
relativos a perturbacBes visuais causados pelo sildenafil (4) sejam decorrentes a sua acao
inibitdria residual diante da PDE-6 (BARREIRO; FRAGA, 2008).

Além da aplicagdo das técnicas de hibridagdo molecular e bioisosterismo de forma
isolada, é possivel ainda utiliz&-las de forma combinada, a fim de se potencializar os resultados
esperados. Na busca por novos inibidores de acetilcolinesterase (AChE), Valli e colaboradores
(2011) sintetizaram uma série de 27 derivados piridinicos e pirazinicos utilizando-se as técnicas
de hibridacdo molecular entre a tacrina (3) e a (-)-3-O-acetilespectalina (6), dois potentes

inibidores da AChE, e isosterismo classico entre nitrogénio e enxofre (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 - Hibridagdo molecular da tacrina com (-)-3-O-acetilespectalina

Y u, o,
\\\\\\\

tacrina (3)

Hibridagdo Molecular
e isosterismo

Iz

"y /\H9/\H/
O

(-)-3-O-acetilespectalina (6)

Adaptado de: Valli et al., 2011

Figura 5 - Compostos sintetizados por Valli et al. utilizando-se as técnicas de isosterismo e
hibridacdo molecular
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= SCH,CO,CzHs, Ry = NOp, Ry = CH, Ry = Cl
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18: Ry = SCH,C0O,C,Hs
19: Ry = H

b)11,12,13,14 ¢ 15
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R;__R R
o - 1
—_—
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R N7 SCH,COOH R N7 SCH,CO,C3H;

22: Ry = SCH,COOH, R, = NO,, Ry = CH 27: Ry = Ry = SCH,CO,CH3
23: Ry =H, R, = NOy, R3 = CH 28: Ry = Ry = SCH,C0O,C3H7
24:R;=Cl,Ry=H,R3=N 29: R; = Ry = SCH,CO,C4Hg
25: Ry = SCH,COOH, Ry = H, Ry = N 30: Ry = H, Ry = SCH,CO,CH;
26:R;=Cl, Ry = H, Ry = CH 31: Ry = H, Ry = SCH,CO,C3H7

32: R; = H, Ry =SCH,CO,C4Hg
33:R;=Cl, Ry =N

34: Ry = SCH,CO,C3H7, Ry = N
35:R; =Cl, R, = CH

IIT

C3H,0,CH,CS

Reagentes e condi¢des: a) Tioglicolato de etila, NaH, THF anidro, atmosfera de N, temperatura ambiente ou banho
de gelo, dependendo da reacéo, durante 5 min a 12 h, dependendo do material de partida; b) NaOH, EtOH/H,0 (2:1),
temperatura ambiente durante 1 h; ¢) Alcool (MeOH, n-PrOH ou n-BuOH), H,SO,, refluxo durante 12 h; d) LiAIH,,
THF anidro, atmosfera de N2, banho de gelo durante 12 h; e) Fe®, NH4Cl, EtOH/H,0 (2:1), refluxo durante 90 min.

Fonte: Valli et al.,

2011
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Dentre os derivados piridinicos e pirazinicos apresentados por Valli et al. (2011) é
possivel destacar o0 composto 13, que apresentou atividade antielmintica superior ao padréo
positivo albendazol, e 0 composto 31, que foi capaz de imobilizar 98% dos nematoides no
ensaio com o fitopatdgeno Meloidogyne incognita. E possivel destacar ainda que todos os
compostos sintetizados apresentaram moderada inibicdo da AChE em comparagdo com o
controle positivo fisostigmina.

E interessante observar que todos os exemplos apresentados contem heterociclos em
suas estruturas, que sao de elevada importancia no processo de descoberta de novos compostos
bioativos tendo em vista que o0s 10 farmacos mais vendidos em 2010 apresentavam fragmentos
heterociclicos em sua estrutura (Figura 6) (GOMSTSYAN, 2012).

Figura 6 - Os 10 farmacos mais vendidos em 2010
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Além dos farmacos apresentados na Figura 6, mais de 80% dos medicamentos
comercializados em 2010 apresentavam pelo menos um fragmento heterociclico em sua
estrutura (GOMTSYAN, 2012) e 96% dos compostos bioativos em desenvolvimento
apresentam pelo menos um anel em suas estruturas (LEWELL et al., 2003). Um levantamento
realizado por Newman e Cragg (2016) mostrou que entre 1981 e 2014, 52% dos farmacos
comercializados eram de origem sintética e 21% de origem semissintética, ressaltando a
relevancia das pesquisas na sintese de derivados heterociclicos.

E possivel destacar ainda aimportancia dos heterociclos de nitrogénio tanto em produtos
de origem natural quanto em farmacos de origem sintética. Os heterociclos de nitrogénio podem
ser considerados os “blocos construtores da vida”, ja que sdo os grupos funcionais
predominantes em muitas coenzimas que intermediam as transformacdes do metabolismo
primario dos seres vivos (WALSH, 2015). Dessa forma, o estudo e sintese de derivados
heterociclicos nitrogenados continua sendo um tema de interesse atual e de alta relevancia para
a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos.

Assim como as técnicas de hibridacdo molecular e bioisosterismo aplicadas ao
desenvolvimento de novos candidatos a fArmacos, cabe destacar a aplicacdo da modelagem
molecular no planejamento de novos compostos bioativos. Nos ultimos anos vem sendo
crescente o nimero de farmacos que se basearam em estudos computacionais em alguma etapa
do seu desenvolvimento (KITCHEN et al., 2004; AMARO et al., 2018).

O docking molecular ¢ uma técnica computacional que consiste na predi¢cdo da
conformacdo bioativa de uma molécula (ligante) no sitio de ligacdo da macromolécula
(proteina-alvo), seguido da avalia¢do (pontuacao) e classificagdo do modo de ligagdo proposto
(GUIDO; ANDRICOPULOQO; OLIVA, 2010; AMARO et al., 2018).

Esta técnica é muito importante para o planejamento de novos candidatos a farmacos
uma vez que permite realizar uma triagem virtual com varios compostos com potencial
atividade bioldgica e, através dos resultados obtidos, selecionar aquele(s) com melhor(es)
resultado(s) para aprofundamento dos estudos e ensaios in vitro e in vivo (RODRIGUES, 2001,
GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; TAHA et al., 2017).

Dentro deste contexto, é possivel destacar o trabalho realizado por Glisic e
colaboradores (2016) onde 5.667 compostos foram avaliados in silico com objetivo de
identificar potenciais inibidores da arginase. A arginase € a enzima envolvida na sintese natural
de poliamidas e é o principal alvo para desenvolvimento de novos tratamentos contra

leishmaniose. A partir dos resultados obtidos, o composto 38 (Figura 7) foi identificado como
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potencial inibidor dessa enzima merecendo destaque para posteriores estudos no

desenvolvimento de novos farmacos anti-leishmaniose.

Figura 7 - Composto 38 no sitio ativo da arginase
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Adaptado de: Glisic et al., 2016

Outra aplicacdo do docking molecular que merece destaque no desenvolvimento de
potenciais candidatos a farmacos é seu uso para auxiliar na elucida¢do do mecanismo de acédo
de moléculas que apresentem atividade bioldgica mas que, por algum motivo, apresentem modo
de acdo e/ou alvo molecular desconhecido (CATTA-PRETA; MOTTRAM, 2018).

No trabalho realizado por Wyllie e colaboradores (2018) onde, através de uma série de
modificacdes estruturais em uma pirazolopirimidina, chegaram ao composto 39 (Figura 8) que
apresentou bom perfil de seguranca, alta poténcia e propriedades adequadas para o
desenvolvimento de uma nova droga para ser administrada por via oral no tratamento da
leishmaniose visceral. Apesar de ser um promissor candidato para estudos adicionais, o alvo
bioldgico e 0 modo de a¢do do composto 39 no tratamento da parasitologia eram desconhecidos.

Utilizando técnicas de modelagem molecular, Wyllie e colaboradores (2018)
construiram um modelo para a enzima CRK12 a partir da estrutura da quinase 9 humana e,
atraveés de uma combinacéo de estudos de docking, simulacao de dindmica molecular e célculos
de energia livre, foi possivel determinar que 0 modo de ligacdo mais provavel do composto 39

com a proteina seria o apresentado na Figura 8.
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Figura 8 - Composto 39 no sitio ativo da CRK12
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Estudos adicionais realizados por Wyllie e colaboradores (2018) mostraram que outros
compostos desta série também se ligavam a CRK12 inibindo a enzima, definindo-a assim como

um alvo possivel para o tratamento da leishmaniose visceral.

1.2 A IMPORTANCIA DO DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS PARA
TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE

Na busca por novos inibidores de acetilcolinesterase, Valli e colaboradores (2011)
planejaram e sintetizaram uma série de 27 derivados piridinicos e pirazinicos através da
hibridacdo molecular entre a tacrina e a (—)-3-O-acetilespectalina, dois potentes inibidores da
AChE, e isosterismo cléassico entre nitrogénio e enxofre. Os compostos sintetizados
apresentaram moderada inibi¢do da AChE em comparag&o com o controle positivo fisostigmina
e também exibiram atividade antielmintica, sendo que um dos compostos apresentou maior
atividade que o padrao positivo albendazol (VALLI et al., 2011).

Posteriormente, Valli e colaboradores (2015) avaliaram o perfil de trés compostos da
série sintetizada como potenciais auxiliares no tratamento de patologias do sistema nervoso
central e um deles foi ativo nos modelos animais para atividade antidepressiva e sintomas da
esquizofrenia.

A partir disto, Silveira (2016) prop0s a sintese dos derivados piridinicos utilizando os
mesmaos substratos descritos por Valli e colaboradores (2011), porém, alterando os nucleofilos
para glicinato de etila e glicolato de etila, com intuito de comparar a atividade bioldgica dos
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isosteros formados. Em estudos preliminares, os compostos sintetizados por Silveira (2016)
foram submetidos ao ensaio leishmanicida (Leishmania amazonensis) e apresentaram
resultados promissores, despertando o interesse pelo estudo e desenvolvimentos de novos
derivados hibridos e isosteros desta série de compostos tendo em vista a importancia de se
desenvolver novos farmacos para o tratamento da leishmaniose.

A leishmaniose € uma zoonose causada por protozoarios do género Leishmania, que
possui mais de 20 espécies diferentes (BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR, 2017; WHO,
2018). Existem cerca de 70 espécies de animais, incluindo o homem, que sdo reservatorios
naturais da Leishmania e o ciclo de transmissdo pode variar de acordo com a regido geografica,
espécie do parasita, vetor transmissor, reservatorio e hospedeiros, podendo ser atribuida, de
forma geral, a picada do flebotomineo fémea infectado, conforme apresentado na Figura 9
(BRASIL, 2010, 2014; BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR, 2017).

Figura 9 - Ciclo de transmissao da leishmaniose destacando as fases do parasita dentro do
vetor transmissor e dentro do hospedeiro
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A leishmaniose é considerada um grande problema de satde publica mundial e € a
segunda doenga transmitida por insetos mais letal no mundo. Anualmente surgem entre 700 mil
e 1 milh&o de novos casos e em torno de 25 mil mortes (BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR,
2017; WHO, 2018). Existem mais de 90 espécies de flebotomineos transmissores de
leishmaniose conhecidos, sendo que no Brasil as principais espécies responsaveis pela
transmisséo da doencga sdo: Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia,
L. wellcome, L. migonei, L. longipalpis e L. cruzi, e sdo popularmente conhecidos como
mosquito palha, tatuquiras, biguiri dentre outros nomes (BRASIL, 2010, 2014; WHO, 2018).

Esta enfermidade é conhecida pela humanidade desde a antiguidade, sendo que seus
registros mais antigos datam do primeiro século depois de Cristo no Peru e Equador (BRAGA,
2008; NEVES, 2011). Na india, a leishmaniose visceral era denominada de calazar (doenca
negra) devido a pigmentacdo escurecida na pele das pessoas infectadas e era conhecida pela sua
alta letalidade (PASTORINO et al., 2002).

Apesar de ser considerada uma doenga predominante de regides de zona tropical, ha
também registros de casos em regides subtropicais e zonas temperadas sendo registrados casos
em mais de 88 paises distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia)
(BRAGA, 2008; BRASIL, 2010). No entanto, apesar de estar presente em quase todo o planeta,
esta enfermidade afeta principalmente as populagdes mais pobres sendo diretamente
relacionada a mudancas ambientais como desmatamento, construcdo de barragens, sistemas de
irrigacdo e urbanizacdo. Associa-se também a esta doenca a desnutricdo, deslocamento
populacional, condi¢Bes precarias de habitacdo, fraqueza do sistema imunoldgico e falta de
recursos (WHO, 2018).

As trés formas principais de manifestacdo da Leishmaniose sdo: visceral (também
conhecida como calazar, a forma mais grave), cutanea e mucocutanea (WHO, 2018).

A Leishmaniose visceral (LV), ou calazar, é caracterizada por episédios irregulares de
febre, perda de peso e anemia sendo fatal em 95% dos casos se nédo for tratada. Estima-se que
a cada ano sejam registrados entre 50.000 e 90.000 novos casos de leishmaniose visceral, sendo
que 90% desse total se concentra no Brasil, Etidpia, india, Quénia, Somalia, Sudio e Sud&o do
Sul (Figura 10) (WHO, 2018).

No Brasil, o primeiro caso de leishmaniose visceral foi relatado em 1913 durante um
estudo para diagnostico de febre amarela, onde foram encontrados 41 casos positivos para
Leishmania. Desde entdo a doenca vem se espalhando por todas as regides do pais, sendo 90%
das ocorréncias concentradas na Regido Nordeste. A enfermidade atinge majoritariamente

criancas menores de 10 anos (54%), sendo que 41% séo criancas abaixo dos 5 anos de idade
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(PASTORINO et al., 2002; BRASIL, 2014). Estima-se que o Brasil seja responsavel por 90%
dos casos de LV registrados no continente americano (WHO, 2018).

Figura 10 - Casos de Leishmaniose Visceral no mundo em 2015
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A forma mucocuténea da leishmaniose é menos letal que a LV e seus principais sintomas
séo desnutricdo parcial ou completa das membranas mucosas do nariz, boca e garganta, 90%
dos casos registrados dessa forma da doenca concentram-se no Brasil, Bolivia, Etiopia e Peru
(WHO, 2018).

A forma mais comum da doenca é a Leishmaniose cutanea (LC), também conhecida
como Leishmaniose tegumentar, responsavel por causar areas expostas de lesdes da pele pelo
corpo, especialmente ulceradas, capazes de deixar cicatrizes permanentes e causar incapacidade
grave. Estima-se que ocorram entre 600.000 e 1 milhdo de novos casos de LC por ano, sendo
que 95% deste total estejam localizados nas Américas, Mediterraneo, Oriente Médio e Asia
Central. Paises como Brasil, Afeganistdo, Argélia, Colémbia, Ird e Siria sdo responsaveis por
mais de dois tercos do total casos registrados por ano (Figura 11) (WHO, 2018).
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Figura 11 - Casos de Leishmaniose cutanea no mundo em 2015
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O primeiro caso de Leishmaniose cutanea no Brasil foi identificado em 1895 e, a partir
da década de 80, vem sendo observado um aumento no nimero de casos registrados da doenca
(Figura 12). Somente no ano de 2016, foram registrados mais de 12.000 novos casos de LC no
pais (BRASIL, 2010, 2016).

Figura 12 - Casos notificados de Leishmaniose cutanea no Brasil entre 1980 e 2005
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Foi observado ainda que mais de 70% dos infectados pelo protozoario eram do sexo
masculino e, ao contrério do que ocorre na leishmaniose mucocutanea, 90% dos casos
registrados foram de pessoas acima dos 10 anos. Observa-se ainda que 0 maior nimero de casos
de LC foram registrados nos Estados da Regido Norte (Figura 13), onde ha a presenca de varias
espécies diferentes de flebotomineos responsaveis pela difusdo da doenga (BRASIL, 2010,
2016).

Figura 13 - Casos de leishmaniose cutanea por UF - Brasil, 2015

Fonte: Brasil, 2016

Apesar do alto indice de novos casos de leishmaniose registrados anualmente, em suas
mais diversas formas de manifestacdo, existe pouco investimento da inddstria farmacéutica para
0 estudo e desenvolvimento de novos tratamentos mais eficazes e menos toxicos, sobretudo
para a forma visceral da doenga. Ainda que existam varios farmacos disponiveis atualmente
para o tratamento das leishmanioses (Figura 14), nenhum tem se mostrado efetivo quanto a
erradicacdo da doenca, seja por limitagdes do proprio medicamento ou mesmo pela resisténcia
do parasita (BRAGA, 2008; DEN BOER et al., 2009).

Além das limitacdes apresentadas pelos atuais tratamentos utilizados para o tratamento
da leishmaniose, destaca-se ainda o fato de que estes farmacos ndo sdo ideias para regides
pobres em recursos devido a teratogenicidade, custo, resisténcia e/ou recaida clinica, esquemas
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terapéuticos prolongados e administracdo parental (DEN BOER et al., 2009; WYLLIE et al.,
2018).

Figura 14 - Farmacos utilizados atualmente no tratamento de leishmaniose
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Adaptado de: Blanco, 2017

Considerando a realidade em que vive a populagdo majoritariamente atingida pela
leishmaniose, é recomendado que o tratamento seja preferencialmente de curta duracéo,
facilmente administrado em ambiente ambulatorial, altamente eficaz, acessivel e seguro. No
entanto, ndo é o que se observa nas opc¢des de farmacos disponiveis atualmente para o
tratamento desta enfermidade (DE BOER et al., 2009).

Dessa forma, pesquisas com o0 objetivo de se desenvolver novos compostos com
potencial atividade contra a leishmaniose € essencial, visando a obtencdo de candidatos a
farmacos para o tratamento de leishmaniose, buscando diminuir os custos, a toxicidade e

aumentar a eficacia do tratamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por finalidade o planejamento e sintese de uma série de compostos

aromaticos com potencial leishmanicida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Reagir derivados nitroaroméaticos com glicinato de etila, glicolato de etila e
tioglicolato de etila;

e Caracterizar 0s compostos sintetizados pelas técnicas espectroscopicas e
espectrométricas;

e Realizar screening virtual dos compostos planejados através da técnica de docking
molecular na arginase;

e Sintetizar os compostos com melhor interacdo enzimatica in silico;

e Realizar avaliagdo  biolégica dos  compostos  sintetizados  contra
Leishmania amazonensis;

e Comparar os resultados obtidos nos ensaios in vitro e in silico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES E SOLVENTES

2-cloro-3-nitropiridina, 99% (Aldrich, CAS n° 5470-18-8)
2-cloro-5-metil-3-nitropiridina, 97% (Aldrich, CAS n° 23056-40-8)
2,4-dicloro-5-nitropirimidina, 97% (Aldrich, CAS n° 49845-33-2)
2,6-dicloro-3-nitropiridina, 92% (Aldrich, CAS n°® 16013-85-7)
1-cloro-2-nitrobenzeno, 99% (Aldrich, CAS n° 88-73-3)

Acetato de Etila (PA) (Qhemis, CAS n° 141-78-6)

Carbonato de potéssio (Neon, CAS n° 584-08-7)

Cloreto de aménio, 99% (Aldrich, CAS n° 12125-02-9)
Dimetilformamida (Synth, CAS n° 68-12-2)

Ferro, 99% (CAS n° 7439-89-6)

Glicinato de etila, 99% (Aldrich, CAS n° 623-33-6)

Glicolato de etila, 98% (Aldrich, CAS n° 623-50-7)

Hexano (PA) (Synth, CAS n° 110-54-3)

Tetrahidrofurano, (J.T.Baker, CAS n° 109-99-9)

Tioglicolato de etila, 97% (Aldrich, CAS n° 623-51-8)

Hidreto de sddio, 60% (Aldrich, CAS n° 7646-69-7)

Hidroxido de potassio, 85% (Quemis, CAS n° 1310-58-3)

Para as separacfes cromatograficas em coluna aberta foi utilizada como fase estacionaria

Silica gel (SiO.) para cromatografia (60—200 pum, didmetro de poro 6 nm) Acros Organics. O

desenvolvimento das reacdes foi acompanhado através de cromatografia em camada delgada

utilizando placas de aluminio 20 cm x 20 cm impregnadas com silica gel, Macherey-Nagel.

Para analises espectroscopicas, espectrometricas e ponto de fusdo foram utilizados o0s

seguintes equipamentos:

v Os pontos de fusdo dos produtos sintetizados foram determinados pelo fusibmetro
PF1500 FARMA-GEHAKA (ICENE-UFTM).

v" Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos através do
espectrofotometro FT-IR Frontier Single Range — MIR da Perkin Elmer, na regido
compreendida entre 4000-220 cm™. As analises foram realizadas com as amostras
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no estado solido, com auxilio do acessorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR)
com cristal de diamante. Equipamento este pertencente ao Grupo de Materiais
Inorganicos do Tridangulo (GMIT) localizado no Laboratorio de Fotoquimica e
Ciéncia de Materiais (LAFOT-CM) do instituto de Quimica da UFU.

As andlises de RMN foram realizadas no Laboratorio Multiusuério do Instituto de
Quimica da UFU em espectrometro Bruker AscendTM 400 Avance Il HD
(9,4 Tesla), operando a 400 MHz e 100 MHz, para os nucleos o sinal residual do
solvente como referéncia para *H e *C. O solvente utilizado foi CDCls.

As andlises de CG-EM foram realizadas em cromatdgrafos em fase gasosa
acoplados a espectrometro de massas Shimadzu QP2010 (IQ-UFU) e Agilent
Technologies 5977A MSD (PC-MG), nas seguintes condicdes: gas transportador
hélio a fluxo constante de 1,0 mL.min*; coluna SPB-5 (30,0 m x 0,25 mm d.i.)
capilar de silica fundida com 5% fenil/ 95% dimetilpolisiloxano como a fase
estaciondria; temperatura do injetor ajustada a 280 °C; temperatura do forno
inicialmente mantida a 100 °C e depois aumentada a uma velocidade de 13 °C.min~
L até 280 °C, mantida durante 6 min; tempo de execucdo 21 min. O intervalo de
massa escaneada foi de 40-650 amu.

As analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia hifenado ao espectrometro de
massas (CLAE/EM), realizadas no Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto
de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia (IBTEC-UFU) em um
CLAE (marca Agilent modelo Infinity 1260) hifenado ao espectrdmetro de massas
de alta resolugdo do tipo Q-TOF da marca Agilent® modelo 6520 B com fonte de
ionizacdo por electrospray (IES). Os parametros cromatograficos foram: coluna
Agilent modelo Poroshell, 3 mm de diametro interno, 10,0 cm de comprimento,
particulas de 2,7 pm, a fase movel: agua acidificada com acido férmico (0,1% v.v-
1 (A) e metanol (B), com o gradiente: 10% de B (0 min), 98% de B (0—10 min);
100% de B (10-17 min). Os parametros de ionizagéo foram: pressao do nebulizador
de 20 psi, gas secante a 8 L.min™! a uma temperatura de 220 °C e no capilar foi

aplicado uma energia de 4,5 KV.
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3.2 METODOLOGIA PARA AS REACOES DE SUBSTITUICAO NUCLEOFILICA
AROMATICA (SnAT)

A metodologia geral para as reacdes de Substituicdo Nucleofilica Aromatica consiste
em adicionar em um bal&o de 10,0 mL o nucleotfilo, a base e 5,0 mL de solvente. O sistema foi
mantido sob agitacdo e, em seguida, o substrato foi adicionado a mistura reacional (Figura 15).
O desenvolvimento das reac6es foi acompanhado por cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando silica como fase estacionaria e hexano/AcOEt (7:3) como fase movel. As
cromatoplacas foram analisadas por irradiagéo ultravioleta. Ao final de cada reacdo, o meio foi
neutralizado com solucéo saturada de cloreto de amoénio. As fases aquosas foram particionadas
trés vezes com 15,0 mL de acetato de etila sendo as fases organicas reunidas e o solvente
evaporado em evaporador rotativo. Os produtos obtidos foram purificados por cromatografia
em coluna utilizando silica como fase estacionéria (15 x 2,5 cm, d.i.). A eluicdo foi realizada
em modo gradiente utilizando hexano/AcOEt (7:3) até 100% de acetato de etila (Tabela 1).

Figura 15 - Produtos esperados das reac6es de SnAr

Substratos comerciais Produtos esperados
NO, NO,
Rz \ R2 \
| base _ |
/k / nucledfilo =
R, R} cl R, RY Rs
40: Rl — CLRZ — CH, R3 =N 45: Rl = R3 = SCHZCOZCZHS’ R2 = CH, R4 =N
41: R1 — H, R2 - CH, R3 =N 46: Rl = R3 = NHCH2C02C2H5, R2 = CH, R4 =N
42: Rl — Cl, R2 — N, R3 =N 47: Rl = R3 = OCHZCOZCZHS, R2 = CH, R4 =N
44:R, = H.R, = CH, R, = CH 49:R| = H, R, = CH, Ry = NHCH,CO,C,H; Ry =N
50: R, = H, R, = CH, Ry = OCH,CO,C,Hs R, =N

51: R; = Ry = SCH,CO,C,Hs Ry =N, R, =N

52: R, = Ry = NHCH,CO,C,H; R, =N, Ry =N

53: R, = Ry = OCH,CO,C,Hs Ry =N, R, =N

54: R, = H, R, = CCH; Ry = SCH,CO,C,Hs Ry =N
55:R, = H, R, = CCH; Ry = NHCH,CO,C,Hs Ry =N
56: R; = H, R, = CCH; Ry = OCH,CO,C,Hs Ry =N
57: R, = H, R, = CH, Ry = NHCH,CO,C,Hs R, = CH

Fonte: Da autora, 2019



Tabela 1 - Estequiometria das reacGes de SnAr

Substrato

2,6-dicloro-3-
nitro-pirirdina
2,6-dicloro-3-
nitro-piridina
2,6-dicloro-3-
nitro-piridina
2,6-dicloro-3-
nitro-piridina
2,6-dicloro-3-
nitro-piridina
2,6-dicloro-3-
nitro-piridina
2,6-dicloro-3-
nitro-piridina
2,6-dicloro-3-
nitro-piridina
2,6-dicloro-3-
nitro-piridina
2-cloro-3-nitro-
piridina
2-cloro-3-nitro-
piridina

Quantidade de
substrato
m(mg)/n(mmol)

500,0/2,6

51,3/0,3

50,0/0,3

200,0/1,0

500,0/2,6

56,3/0,3

52,0/0,3

50,0/0,3

560,0/2,9

52,0/0,3

800,0/5,0

Nucleoéfilo

tioglicolato de
etila
cloridrato de
glicinato de etila
glicinato de etila

cloridrato de
glicinato de etila

cloridrato de
glicinato de etila
glicolato de etila

glicolato de etila
glicolato de etila
glicolato de etila
tioglicolato de
etila

tioglicolato de
etila

Quantidade de

nucleofilo

m(mg)/n(mmol)

1240,0/10,0

149,2/1,0

100,0/1,0

1451,6/10,4

1446,0/10,3

108,3/1,0

216,0/2,1

216,0/2,1

2400,0/23,2

56,0/4,7

1210,0/10,0

2Base

KOH

KOH

KOH

KOH

K2CO3

KOH

EtsN

NaH

NaH

NaH

KOH

Solvente

THF

éter etilico

éter etilico

THF

DMF

éter etilico

éter etilico

THF

THF

THF

THF

Tempo Temp.
reacional (°C)
(min)

120 t.a.
1.440 t.a.
180 ta.
1.440 ta.
60 refluxo
1.440 t.a.
2.880 ta.
180 refluxo
60 t.a.
30 ta.
20 t.a.

Produto

42

Formacéo

esperado = de produto

45

46

46

46

46

47

47

47

47

48

48



2-cloro-3-nitro-
piridina
2-cloro-3-nitro-
piridina
2-cloro-3-nitro-
piridina
2-cloro-3-nitro-
piridina
2-cloro-3-nitro-
piridina
2-cloro-3-nitro-
piridina
2-cloro-3nitro-
piridina
2-cloro-3-nitro-
piridina
2-cloro-3-nitro-
piridina
2,4-dicloro-5-
nitro-pirimidina
2,4-dicloro-5-
nitro-pirimidina
2,4-dicloro-5-
nitro-pirimidina
2-cloro-5-metil-3-
nitro-piridina
2-cloro-5-metil-3-
nitro-piridina
2-cloro-5-metil-3-
nitro-piridina

50,0/0,3

50,0/0,3

52,6/0,3

50,0/0,3

56,6/0,3

400,0/2,5

50,0/0,3

50,0/0,3

200,0/1,3

50,0/0,3

50,0/0,3

50,0/0,3

50,0/0,3

50,0/0,3

50,0/0,3

cloridrato de
glicinato de etila

cloridrato de
glicinato de etila

cloridrato de
glicinato de etila
glicinato de etila

cloridrato de
glicinato de etila

cloridrato de
glicinato de etila
glicolato de etila

glicolato de etila
glicolato de etila

tioglicolato de
etila
cloridrato de
glicinato de etila
glicolato de etila

tioglicolato de
etila
cloridrato de
glicinato de etila
glicolato de etila

130,0/0,9

221,0/1,6

218,0/1,6

233,0/12,5

996,6/7,1

140,8/10,1

216,0/2,1

98,5/1,0

394,0/3,8

123,8/1,0

731,6/5,2

107,0/1,0

348,0/2,9

806,6/5,8

90,0/0,9

NaH

NaH

KOH

KOH

KOH

K2COs

EtsN

NaH

K2CO3

NaH

KOH

NaH

KOH

KOH

NaH

diclorometano

diclorometano

éter etilico

éter etilico

THF

DMF

THF

THF

DMF

THF

THF

THF

THF

THF

THF

60

240

150

1.440

1.800

60

1.800

60

150

30

60

60

240

1.560

120

t.a.

45,0°C

45,0°C

refluxo

refluxo

refluxo

t.a.

t.a.

refluxo

t.a.

t.a.

t.a.

t.a.

refuxo

t.a.

49

49

49

49

49

49

50

50

50

51

52

53

54

55

56

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

43
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2-cloro-5-metil-3- 50,0/0,3 glicolato de etila 120,0/1,2 NaH THF 480 refluxo 56 Sim
nitropiridina
1-cloro-2-nitro- 50,0/0,3 Cloridrato de 897,0/6,4 KOH THF 1.680 ta. + 57 Sim
benzeno glicinato de etila refluxo

2 A guantidade de base é o equivalente molar do nucleéfilo, exceto para o cloridrato de glicinato de etila que foram utilizados dois equivalentes molares.



45

3.2.1 Preparacao do composto 45

Figura 16 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 45

N0 N0
| . o 5 | 5
cl NT cl Hs/\l( ~ %’ ~ w/\s N7 s/\|( ~
0 o) o)
40 45

Fonte: Da autora, 2019

Foi utilizado 500,0 mg de 2,6-dicloro-3-nitropiridina (2,6 mmol), 1240,0 mg de
tioglicolato de etila (10,0 mmol) e 561,0 mg de KOH (10,0 mmol). A reacdo foi mantida sob
agitacdo vigorosa a temperatura ambiente por 2 horas. O produto 45 (s6lido amarelo) foi obtido
com 94% de rendimento. Dados RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): § 8.34 (d, J = 8.7 Hz, 1H),
7.11 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.24 (dq, J = 8.2, 7.2 Hz, 4H), 4.10 (s, 2H), 4.01 (s, 2H), 1.29 (q, J =
7.3 Hz, 6H). Dados de RMN C (CDCls, 151 MHz): § 14,13 (CHs), 33,15 (CHy), 32,38 (CH>),
61,86 (CH>), 62,13 (CH>), 117,17 (CH), 133,33 (CH), 138,9 (C), 157,04 (C), 163,83 (C), 169,0
(C), 169,52 (C). Dados de HRESIMS (MeOH) m/z 361,0654 [M + H]* (calcd para
C13H17N206S2, 361,0523), m/z 383,0351 [M + Na]" (calcd para C13H16N2NaOeS,, 383,0342),
m/z 743,0797 [2M + Na]* (calcd para C26H32NsNaO12S4, 743,0792). Dados de 1V: 1727 e 1741
v(C=0), 1133 v(C-0), 1549 vas(NO2), 1311 vs(NO2), 1489 v(C=Caromatico), 2973 € 2979 v(Csp3-
H), 3119 ¢ 3070 v(Csp2-H). Temperatura de fusdo: 90,8 — 91,7 °C. CCD: R¢ 0,40 (hexano/AcOEt,
7:3).

3.2.2 Preparacao do composto 46

Figura 17 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 46

- (0] 0]
cl N Cl c H3N/\|( ~ — s U w/\H
(0]

Fonte: Da autora, 2019



46

v" Metodologia 1:

A reacdo foi realizada seguindo o procedimento descrito por Silveira (2016) para obtencéo
do produto 46. Foi utilizado 51,3 mg de 2,6-dicloro-3-nitropiridina (0,3 mmol), 149,2 mg
cloridrato de glicinato de etila (1,0 mmol), 124,6 mg de KOH (2,1 mmol) e éter etilico como
solvente. A reacdo foi mantida sob agitacdo vigorosa a temperatura ambiente por 24 horas. N&o
houve formacao do produto esperado.

v" Metodologia 2:
O cloridrato de glicinato de etila foi reagido previamente com KOH em alcool etilico a
fim de transforméa-lo em glicinato de etila, conforme apresentado na Figura 18.

Figura 18 - Reacéo do cloridrato de glicinato de etila com hidréxido de potassio

0 O

/\ )J\/NH3+CI' EtOH /\ )J\/NHz
0O + KOH — > 0 + KCl + H,0

Fonte: Da autora, 2018

Foram colocados para reagir 100,0 mg (1,0 mmol) do produto obtido na reacéo anterior,
50,0 mg de 2,6-dicloro-3-nitro-piridina (0,3 mmol) e 63,0 mg de hidréxido de potassio (1,0
mmol) em éter etilico. A reacdo foi mantida sob agitacdo vigorosa a temperatura ambiente por

3 h. N&o houve formacéo do produto esperado.

v" Metodologia 3:

O cloridrato de glicinato de etila foi previamente tratado por recristalizacdo em etanol
absoluto (ARMAREGO; CHAI, 2003). Foram colocados para reagir 200,0 mg (1,0 mmol) de
2,6-dicloro-3-nitro-piridina, 1,4 g de cloridrato de glicinato de etila (10,4 mmol) e 1,2 g de
KOH em THF anidro. A reacdo foi mantida sob agitacdo vigorosa a temperatura ambiente por
24 h. O produto 46 (solido amarelo) foi obtido com 86% de rendimento.

v" Metodologia 4:

Substituiu-se a base e o solvente utilizados anteriormente por carbonato de potassio e DMF,
respectivamente. Foram colocados para reagir 500,0 mg (2,6 mmol) de 2,6-dicloro-3-
nitropiridina, 1,4 g (10,3mmol) de cloridrato de glicinato de etila e 2,9 g de K.COs em DMF.
A reacgdo foi mantida sob refluxo até o consumo total do substrato (aproximadamente 1 h de
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reacdo) e, apos esse periodo, foi adicionada dgua destilada em excesso ao meio reacional para
precipitacdo do produto. O composto 46 (sélido amarelo) foi obtido com 93% de rendimento.
Dados RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): & 1,32 (t, 3H, J = 7,08 Hz), & 1,34 (t, 3H, J = 7,08 Hz),
4,18 (d, 2H, J = 4,96 Hz), 4,29 (d, 2H, J = 4,96 Hz), 4,25 (q, 2H, J = 7,12 Hz), 4,29 (q, 2H, J =
7,12 Hz), 8,21 (d, 1H, J = 9,16 Hz), 5,92 (d, 1H, J = 9,16 Hz). Dados de RMN **C (CDCls, 151
MHz): § 14,17 (CHz3), & 14,19 (CHs), 43,35 (CH>), 43,41 (CH>), 61,37 (CH>), 61,76 (CH>),
136,48 (CH), 120,36 (C), 153,39 (C), 159,28 (C), 169,80 (C). Dados de HRESIMS (MeOH)
m/z 327,1508 [M + H]" (calcd para C13H19N4Oe, 327,1299), m/z 349,1124 [M + Na]* (calcd
para C13H1gsN4NaOs, 349,1119), m/z 653,2540 [2M + H]" (calcd para C2sH37NgO12, 653,2525),
m/z 675,2364 [2M + Na]* (calcd para C2sHssNsNaO12, 675,2345). Dados de 1V: 1727 e 1734
v(C=0), 1148 v(C-0), 1593 vas(NO2), 1304 vs(NO2), 3366 V(N-H), 1526 v(C=Caromatico), 2980
V(Cspa-H), 2949 v(Cspo-H). Temperatura de fusdo: 1654 — 166,3 °C. CCD: Rf 0,40
(hexano/AcOEt, 7:3).

3.2.3 Preparacéo do composto 47

Figura 19 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 47

O oC
+ o) o) o)
Cl NT el HO/W/ ~ — Y\o N7 o/\( ~
o) 47 o)

40 o

Fonte: Da autora, 2019

v" Metodologia 1:
Foram colocados para reagir 0,1 mL de glicolato de etila (1,0 mmol) com 0,1 mg de KOH
(2,1 mmol) e 56,3 mg de 2,6-dicloro-3-nitropiridina em éter etilico, a temperatura ambiente,

por 24 h. N&o houve formacéo do produto esperado.

v" Metodologia 2:

Substituiu-se o hidroxido de potassio utilizado na metodologia 1 por trietilamina. Foi
colocado para reagir 0,3 mL de trietilamina (2,1 mmol) com 0,2 mL de glicolato de etila (2,1
mmol) e 52,0 mg de 2,6-dicloro-3-nitro-piridina em 5,0 mL de éter etilico. A reacdo foi mantida
por 4 h sob agitagéo vigorosa e refluxo. Nao houve formagéo do produto esperado.
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v" Metodologia 3:

Substituiu-se a base usada nas metodologias anteriores por NaH e o solvente por THF
anidro. Foi pesado 49,0 mg de hidreto de sddio (2,1 mmol) em um baldo de 10,0 mL, adicionou-
se 5,0 mL de THF e colocou sob agitacao vigorosa em banho de gelo. Foi adicionado 0,2 mL
de glicolato de etila (2,1 mmol) gota a gota e manteve a mistura sob agitacdo por 30 min.
Adicionou-se em seguida 50,0 mg de 2,6-dicloro-3-nitro-piridina (0,3 mmol) solubilizada em
THF, gota a gota, a mistura reacional. O sistema foi colocado sob refluxo por 3 h. Ndo houve

formacéo do produto esperado.

v" Metodologia 4:

Foi repetida a metodologia 3 alterando o tempo de reacdo do nucleéfilo com a base para 5
min. A reacdo foi mantida sob agitacdo vigorosa a temperatura ambiente por 1 h. O produto 47
(s6lido amarelo) foi obtido com 67% de rendimento. Dados RMN de *H (CDCls, 400 MHz): §
8.45 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.61 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 4.94 (s, 2H), 4.82 (s, 2H), 4.26 (qd, J = 7.1,
5.2 Hz, 4H), 1.31 (dt, J = 8.4, 7.2 Hz, 6H). Dados de RMN **C (CDCls, 151 MHz): § 14,11
(CH3), 6 14,13 (CHs), 63,64 (CH2), 63,72 (CH2), 61,55 (CH2), 61,62 (CH2), 139,54 (CH),
127,46 (C), 155,51 (C), 163,28 (C), 167,67 (C), 167,77 (C). Dados de HRESIMS (MeOH) m/z
329,1195 [M + H]" (calcd para C13H17N2Qs, 329,0979), m/z 351,0807 [M + Na]* (calcd para
Ci13H16N2NaOsg, 351,0799), m/z 679,1783 [2M + Na]* (calcd para C2sH32N4NaO1e, 679,1706).
Dados de IV: 1748 v(C=0), 1192 v(C-0), 1586 vas(NO2), 1326 vs(NO2), 1519 v(C=Caromatico),
2914 e 2951 v(Csps-H), 3092 v(Csp2-H). Ponto de fuséo: 71,3 — 13,1 °C. CCD: Rf 0,60
(hexano/AcOEt, 7:3).

3.2.4 Preparacao do composto 48

Figura 20 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 48

N0 N0z
| P N 5 e P 5
N cl HS/\|( ~ N S/Y ~
41 O 48 o

Fonte: Da autora, 2019

Foram colocados para reagir 800,0 mg de 2-cloro-3-nitro-piridina (5,0 mmol) com 561,0
mg de KOH (10,0 mmol) e 1210,0 mg de tioglicolato de etila (10,0 mmol) em THF a
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temperatura ambiente por 20 min. O produto 48 (s6lido amarelo) foi obtido com 69% de
converso observada no CG-EM. Dados RMN de H (CDCls, 400 MHz): § 8.67 (dd, J = 4.6,
1.6 Hz, 1H), 8.55 (dd, J = 8.3, 1.6 Hz, 1H), 7.26 (dd, J = 8.2, 4.6 Hz, 1H), 4.23 (q, J = 7.1 Hz,
2H), 3.98 (s, 2H), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 3H). Dados de HRESIMS (MeOH) m/z 243,0452 [M +
H]* (calcd para CoH11N204S, 243,0434), m/z 265,0262 [M + Na]* (calcd para CoH10N2NaO4S,
265,0253), m/z 507,0614 [2M + Na]* (calcd para C1sH20N4NaOgS2, 507,0615). Temperatura de
fusdo: 59,0 — 60,0 °C. CCD: Rt 0,40 (hexano/AcOEt, 7:3).

3.2.5 Preparacao do composto 49

Figura 21 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 49

‘ QL | QL
o, o) - o
N i Cl H3N/W/ ~ N7 H/\’( ~
M ° 49 °

Fonte: Da autora, 2019

v" Metodologia 1:

Foram colocados para reagir 130,0 mg de cloridrato de glicinato de etila (0,9 mmol) com
75,6 mg de NaH (1,9 mmol) e 50,0 mg de 2-cloro-3-nitropiridina (0,3 mmol) em diclorometano,
a temperatura ambiente, por 1 h. Ndo houve formacéo do produto esperado.

v" Metodologia 2:

Foram colocados para reagir 221,0 mg de cloridrato de glicinato de etila (1,6 mmol) com
120,0 mg de NaH (5,0 mmol) e 50,0 mg de 2-cloro-3-nitropiridina (0,3 mmol) em
diclorometano, em banho de ultrassom (45 °C), por 4 h. N&o houve formacédo do produto

esperado.

v" Metodologia 3:

Repetiu-se 0 mesmo procedimento utilizado na metodologia 2 substituindo-se o solvente
por éter etilico e a base por KOH. Foram colocados para reagir 218,0 mg de cloridrato de
glicinato de etila (1,6 mmol) com 280,5 mg de KOH (5,0 mmol) e 52,6 mg de 2-cloro-3-nitro-
piridina (0,3 mmol) em éter etilico, em banho de ultrassom (45 °C), por 2h30. Nao houve

formacéo do produto esperado.



50

v" Metodologia 4:

O cloridrato de glicinato de etila foi reagido previamente com KOH em &lcool metilico a
fim de transforma-lo em glicinato de etila, conforme apresentado na Figura 15. Foram
colocados para reagir 233,0 mg de cloridrato de glicinato de etila (2,5 mmol) com 141,0 mg de
KOH (2,5 mmol) e 50,0 mg de 2-cloro-3-nitropiridina (0,3 mmol) em éter etilico por 24 h. Apds
esse periodo, colocou-se a reacdo sob refluxo por 6 h. Ndo houve formacdo do produto

esperado.

v" Metodologia 5:

O cloridrato de glicinato de etila foi previamente tratado por recristalizagdo em etanol
absoluto (ARMAREGO; CHAI, 2003). Foram colocados para reagir 996,6 mg de cloridrato de
glicinato de etila (7,1 mmol) com 827,6 mg de KOH (14,3 mmol) e 56,6 mg de 2-cloro-3-
nitropiridina (0,3 mmol) em THF por 24 h. Apds esse periodo, colocou-se a reacdo sob refluxo
por 6 h. O produto 49 (6leo amarelo) foi obtido com 94% de conversao observada no CG-EM.

v" Metodologia 6:

A base e o solvente utilizados anteriormente foram substituidos por carbonato de potassio
e DMF, respectivamente. Foram colocados para reagir 400,0 mg (2,5 mmol) de 2-cloro-3-
nitropiridina, 1,4 g (10,1 mmol) de cloridrato de glicinato de etila e 2,8 g (20,2 mmol) de KoCO3
em DMF. A reacdo foi mantida sob refluxo até o consumo total do substrato (aproximadamente
1 h de reacdo). O produto 49 (6leo amarelo) foi obtido com 95% de rendimento. Dados RMN
de 'H (CDCls, 400 MHz): § 8.52 (s, 1H), 8.47 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H), 8.42 (dd, J = 4.5, 1.8
Hz, 1H), 6.75 (dd, J = 8.3, 4.5 Hz, 1H), 4.40 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 4.28 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 1.32
(t, J = 7.1 Hz, 3H). Dados de HRESIMS (MeOH) m/z 226,0873 [M + H]* (calcd para
CoH12N304, 226,0822), m/z 248,0648 [M + Na]* (calcd para CoH11N3sNaO4, 248,0642), m/z
473,1389 [2M + Na]" (calcd para C1sH22NeNaOsg, 473,1319). Dados de 1V: 1734 v(C=0), 1193
Vv(C-0), 1497 vas(NO2), 3389 v(N-H), 1193 v(C-N), 1608 v(C=Caromatico), 2928 e 2980 v(Cspz-
H), 3084 v(Csp2-H). CCD: R¢ 0,70 (hexano/AcOEt, 7:3).
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3.2.6 Preparacao do composto 50

Figura 22 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 50
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Fonte: Da autora, 2019

v" Metodologia 1:
Foram colocados para reagir 0,2 mL de glicolato de etila (2,1 mmol) com 0,3 mL de EtsN
(2,1 mmol) e 50,0 mg de 2-cloro-3-nitro-piridina em THF, a temperatura ambiente, por 30 h.

N&o houve formacéao do produto esperado.

v" Metodologia 2:

Substituiu-se a base usada na metodologia anterior por NaH. Foi pesado 22,7 mg de hidreto
de sddio (0,9 mmol) em um baldo de 10,0 mL, adicionou-se 5,0 mL de THF e colocou sob
agitacdo vigorosa em banho de gelo e atmosfera inerte de nitrogénio. Foi adicionado 0,1 mL de
glicolato de etila (0,9 mmol) gota a gota e manteve a mistura sob agitacdo por 5 min. Adicionou-
se em seguida 50,0 mg de 2-cloro-3-nitropiridina (0,3 mmol) solubilizada em THF, gota a gota,
a mistura reacional. A reacdo foi mantida sob agitacdo vigorosa a temperatura ambiente por 1

h. O produto 50 foi obtido com 40% de conversdo observada no CG-EM.

v" Metodologia 3:

Substituiu-se a base e o solvente utilizados anteriormente por carbonato de potassio e DMF,
respectivamente. Foram colocados para reagir 200,0 mg (1,3 mmol) de 2-cloro-3-nitropiridina,
0,4 g (3,8 mmol) de glicolato de etila e 0,5 g (3,8 mmol) de K2COs em DMF. A reacéo foi
mantida sob refluxo até o consumo total do substrato (aproximadamente 2h30 de reacéo). O
produto 50 (6leo amarelo) foi obtido com 21% de rendimento. Dados de HRESIMS (MeOH)
m/z 227,0681 [M + H]" (calcd para CoH11N20s, 227,0662), m/z 249,0489 [M + Na]* (calcd para
CoH10N2NaOs, 249,0482), m/z 475,1070 [2M + Na]* (calcd para C26H32N4NaOss, 475,1072).
CCD: R 0,30 (hexano/AcOEt, 7:3).
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3.2.7 Preparacao do composto 51

Figura 23 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 51
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Fonte: Da autora, 2019

Foram colocados para reagir 0,1 mL de tioglicolato de etila (1,0 mmol) com 24,7 mg
de NaH (1,0 mmol) e 50,0 mg de 2,4-dicloro-5-nitropirimidina (0,3 mmol) em THF, a
temperatura ambiente, por 30 min. Foi confirmada a obtencdo do produto 51 (6leo vermelho)
através de analise de CG-EM. CCD: Rf 0,45 (hexano/AcOEt, 7:3).

3.2.8 Preparacdo do composto 52

Figura 24 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 52
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Fonte: Da autora, 2019

Foram colocados para reagir 731,6 mg de cloridrato de glicinato de etila (5,2 mmol)
com 291,7 mg de KOH (5,2 mmol) e 50,0 mg de 2,4-dicloro-5-nitropirimidina (0,3 mmol) em
THF, a temperatura ambiente, por 1 h. O produto 52 (sélido branco) foi obtido com 83% de
conversao observada no CG-EM. CCD: R 0,15 (hexano/AcOEt, 7:3).

3.2.9 Preparacao do composto 53
Figura 25 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 53
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Fonte: Da autora, 2019
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Foram colocados para reagir 0,1 mL de glicolato de etila (1,0 mmol) com 24,7 mg de
NaH (1,0 mmol) e 50,0 mg de 2,4-dicloro-5-nitropirimidina (0,3 mmol) em THF, a temperatura
ambiente, por 1 h. O produto 53 (6leo amarelo) foi obtido com 86% de conversdo observada no
CG-EM. CCD: Rt 0,33 (hexano/AcOEt, 7:3).

3.2.10 Preparacéo do composto 54

Figura 26 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 54
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Fonte: Da autora, 2019
Foram colocados para reagir 0,3 mL de tioglicolato de etila (2,9 mmol) com 162,7 mg
de KOH (2,9 mmol) e 50,0 mg de 2-cloro-5-metil-3-nitro-piridina (0,3 mmol) em THF, a

temperatura ambiente, por 4 h. O produto 54 (s6lido amarelo) foi obtido com 12% de conversédo
observada no CG-EM. CCD: Rf 0,44 (hexano/AcOEt, 7:3).

3.2.11 Preparacdo do composto 55

Figura 27 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 55

NO N
A 2 A ©:
’ N KOH |
= B (0) ; = (0]
N cl i HsN/W/ ~ THF N H/Y ~—
(0] (0]
43 55

Fonte: Da autora, 2019

Foram colocados para reagir 806,6 mg de cloridrato de glicinato de etila (5,8 mmol)
com 648,5 mg de KOH (11,6 mmol) e 50,0 mg de 2-cloro-5-metil-3-nitro-piridina (0,3 mmol)
em THF sob refluxo por 26 h. O produto 55 (sélido amarelo) foi obtido com 88% de conversao
observada no CG-EM. CCD: R¢ 0,55 (hexano/AcOEt, 7:3).
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3.2.12 Preparacéo do composto 56

Figura 28 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 56
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Fonte: Da autora, 2019

v Metodologia 1:

Foi pesado 20,0 mg de hidreto de sodio (0,9 mmol) em um baldo de 10,0 mL, adicionou-se
5,0 mL de THF e colocou sob agitacdo vigorosa em banho de gelo e atmosfera inerte de
nitrogénio. Foi adicionado 0,1 mL de glicolato de etila (0,9 mmol) gota a gota e manteve a
mistura sob agitagdo por 5 min. Adicionou-se em seguida 50,0 mg de 2-cloro-5-metil-3-nitro-
piridina (0,3 mmol) solubilizada em THF, gota a gota, & mistura reacional. A reacdo foi mantida
sob agitacdo vigorosa a temperatura ambiente por 2 h. Nao houve formacdo do produto

esperado.

v Metodologia 2:

Foi pesado 29,6 mg de hidreto de sddio (1,2 mmol) em um baldo de 10,0 mL, adicionou-
se 5,0 mL de THF e colocou sob agitacdo vigorosa em banho de gelo. Foi adicionado 0,1 mL
de glicolato de etila (1,2 mmol) gota a gota e manteve a mistura sob agitacdo por 5 min.
Adicionou-se em seguida 50,4 mg de 2-cloro-5-metil-3-nitro-piridina (0,3 mmol) solubilizada
em THF, gota a gota, a mistura reacional. A reacédo foi colocada sob refluxo por 8 h. O produto
56 (s6lido amarelo) foi obtido com 90% de conversdo observada no CG-EM. CCD: Rf 0,40
(hexano/AcOEt, 7:3).

3.2.13 Preparacéo do composto 57

Figura 29 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 57
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Foram colocados para reagir 897,0 mg de cloridrato de glicinato de etila (6,4 mmol)
com 706,9 mg de hidroxido de potéssio (12,6 mmol) e 50,0 mg de 1-cloro-2-nitro-benzeno (0,3
mmol). A reacdo foi mantida sob agitacdo vigorosa a temperatura ambiente por 24 h. Apds esse
periodo a mistura reacional foi colocada sob refluxo por 4 h. A obten¢éo do produto 57 (6leo
amarelo) foi confirmada por CG-EM. estrutura CCD: Rt 0,10 (hexano:AcOEt, 7:3).

3.3 METODOLOGIA PARA AS REACOES DE CICLIZACAO

Em um baldo de 50,0 mL foi adicionado o produto obtido na reagdo de SnAr (45, 46 e
47), cloreto de aménio, ferro metélico e 15,0 mL de etanol/agua (2:1) (Tabela 2). A reacédo foi
colocada sob refluxo por 24 h e, apos esse periodo, foi adicionada agua destilada a mistura
reacional. A solucéo obtida foi filtrada e a fase aquosa foi particionada trés vezes com 20,0 mL
de acetato de etila sendo a fase organica reunida e o solvente evaporado em evaporador rotativo.
A reacdo foi acompanhada por CCD. As cromatoplacas foram analisadas por irradiacdo
ultravioleta. Os produtos obtidos foram purificados por cromatografia em coluna utilizando
silica como fase estacionaria (15 x 2,5 cm, d.i.). A eluicdo foi realizada em gradiente de
hexano/AcOEt (7:3) até 100% de acetato de etila.

Tabela 2 - Estequiometria das reacGes de reducdo do grupo nitro e ciclizagdes in situ

Composto Quantidade Cloreto de ambnio Ferro Produto
esperado
mg mmol mg mmol mg mmol
45 200,0 0,5 20,0 0,4 184,0 3,3 58
46 200,0 0,6 21,8 0,4 182,0 3,3 59
47 200,0 0,6 23,0 0,4 204,0 3,7 60

Fonte: Elaborado pela autora, 2019
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3.3.1 Preparacao do composto 58

Figura 30 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 58
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O produto 58 (solido castanho) foi obtido com 24% de rendimento. Dados RMN de *H
(CDCls, 400 MHz): 6 9.06 (s, 1H), 7.00 (q, J = 8.4 Hz, 2H), 4.26 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.92 (s,
2H), 3.56 (s, 2H), 1.33 (t, J = 7.1 Hz, 3H). Dados de HRESIMS (MeOH) m/z 285,0433 [M +
H]* (calcd para CiiH13N203S,, 285,0362), m/z 307,0177 [M + Na]® (calcd para
C11H12N2NaOsS,, 307,0182), m/z 591,0459 [2M + Na]® (calcd para Cz2H24aN4NaOeSs,
591,0471). Dados de IV: 1653 e 1727 v(C=0), 3308 v(N-H), 2929 e 2980 v(Csp3-H), 3084
v(Csp2-H). Temperatura de fusdo: 156,6 — 157,7 °C. CCD: R 0,70 (hexano/AcOEt, 1:9).

3.3.2 Tentativa de preparagdo do composto 59

Figura 31 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 59
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Fonte: Da autora, 2019

O produto obtido (solido amarelo) apresentou 13,3% de rendimento. CCD: R¢ 0,33
(AcOEt).
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3.3.3 Preparacao do composto 60

Figura 32 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 60
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O produto 60 (s6lido rosaceo) foi obtido com 30,49% de rendimento. Dados RMN de
'H (CDCls, 400 MHz): § 9.14 (s, 1H), 7.14 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.55 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.86
(s, 2H), 4.78 (s, 2H), 4.27 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 3H). Dados de HRESIMS
(MeOH) m/z 253,0829 [M + H]* (calcd para C11H13N20s, 253,0819), m/z 275,0645 [M + Na]*
(calcd para C11H12N2NaOs, 275,0638), m/z 527,1385 [2M + Na]* (calcd para C22H24N4NaO1o,
527,1385). Dados de 1V: 1667 e 1757 v(C=0), 1193 v(C-0), 3181 v(N-H), 1623 v(C=Caromatico),
2899 e 2966 v(Cspz-H), 3070 v(Csp2-H). Temperatura de fusdo: 197,6 — 198,4 °C. CCD: Rt 0,55
(hexano/AcOEt, 1:9).

3.4 METODOLOGIA PARA AS REACOES DE HIDROLISE

Em um baldo de 10,0 mL foi adicionado o material de partida previamente obtido nas
reacOes SnAr e reducéo (45, 46, 47, 48, 49, 50, 58, 59 e 60), hidroxido de potassio e 5,0 mL de
EtOH:H.O (2:1) (Tabela 3). A mistura reacional foi colocada sob agitacdo vigorosa, a
temperatura ambiente até consumo completo do material de partida. O desenvolvimento da
reacdo foi acompanhado por CCD utilizando silica como fase estacionaria e AcCOEt/MeOH
(7:3) como fase movel. As cromatoplacas foram analisadas por irradiacéo ultravioleta. Ao final
dareagdo, o meio foi neutralizado com solug&o saturada de cloreto de amoénio. As fases aquosas
foram particionadas trés vezes com 15,0 mL de acetato de etila sendo as fases organicas
reunidas e o solvente evaporado em evaporador rotativo. O produto obtido foi purificado por
cromatografia em coluna utilizando silica como fase estacionaria (15 x 2,5 cm, d.i.). A eluicéo

foi realizada em gradiente de hexano/AcOEt (7:3) até 100% de acetato de etila.
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Tabela 3 - Estequiometria das reacdes de hidrélise

Composto Quantidade Hidréxido de potassio Tempo de | Produto
reagao  esperado
mg mmol mg mmol (min)
45 100,0 0,3 27,0 0,7 30 61
46 100,0 0,3 30,0 0,8 30 62
47 100,0 0,3 30,0 0,8 30 63
48 100,0 0,4 46,0 0,8 60 64
49 100,0 0,4 35,0 0,9 20 65
50 15,0 0,1 5,3 0,1 40 66
58 20,0 0,2 20,0 0,4 40 67
59 50,0 0,2 22,0 0,4 40 68
60 20,0 0,1 10,0 0,2 40 69

Fonte: Elaborado pela autora, 2019

3.4.1 Preparacéo do composto 61

Figura 33 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 61
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Fonte: Da autora, 2019

O produto 61 (sélido amarelo) foi obtido com 20% de rendimento. Dados de HRESIMS
(MeOH) m/z 304,9898 [M + H]" (calcd para CoHgN206S>, 308,9497), m/z 326,9710 [M + Na]*
(calcd para CoHsN2NaOsS2, 326,9716), m/z 630,9524 [2M + Na]* (calcd para
C18H16NaNaO12S4, 630,9540). Dados de 1V: 3382 v(O-H), 1549 vas(NO2), 1311 vs(NO2), 1586
V(C=Caromitico), 2922 v(Csp3z-H), 3070 v(Csp2-H). Temperatura de fusdo: ndo foi possivel
determinar o ponto de fusdo; o produto se decomp6s a 226,8 °C. CCD: R 0,20 (AcOEt/MeOH,
1:1).
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3.4.2 Preparacéo do composto 62

Figura 34 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 62
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Fonte: Da autora, 2019

O produto 62 (s6lido amarelo) foi obtido com 38% de rendimento. Dados de HRESIMS
(MeOH) m/z 271,0689 [M + H]* (calcd para CoH11N4Os, 271,0673), m/z 541,1290 [2M + H]*
(calcd para C18H21NgO12, 541,1273). Dados de IV: 3352 v(O-H), 1734 v(C=0), 1148 v(C-0),
1534 vas(NO2), 1385 vs(NO3), 3463 v(N-H), 1586 v(C=Caromético), 2922 v(Cspz-H), 3092 v(Csp2-
H). Temperatura de fusdo: ndo foi possivel determinar o ponto de fusdo; o produto se decompés
a270,0 °C. CCD: R¢ 0,18 (AcOEt/MeOH, 1:1).

3.4.3 Preparacéo do composto 63

Figura 35 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 63
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Fonte: Da autora, 2019

O produto 63 (sélido verde) foi obtido com 49% de rendimento. Dados de HRESIMS
(MeOH) m/z 273,0362 [M + H]" (calcd para CogHgN2Qs, 273,0353), m/z 295,0176 [M + Na]*
(calcd para CoHgN2NaOs, 295,0173), m/z 567,0458 [2M + Na]* (calcd para C1sH1sN4NaOss,
567,0454). Dados de IV: 3345 v(O-H), 1630 v(C=0), 1267 v(C-0), 1497 vas(NO2), 1334
vs(NO2), 1579 v(C=Caromatico), 2959 v(Csp3-H), 3092 v(Csp2-H). Temperatura de fusdo: ndo foi
possivel determinar a temperatura de fusdo; o produto se decompés a 250,0 °C. CCD: Rf 0,30
(ACOEt/MeOH, 1:1).
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3.4.4 Preparacao do composto 64

Figura 36 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 64
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Fonte: Da autora, 2019

O produto 64 (sélido marrom) foi obtido com 51% de rendimento. Dados RMN de H
(CDCls, 400 MHz): 6 8.72 (dd, J = 4.7, 1.6 Hz, 1H), 8.60 (dd, J = 8.3, 1.6 Hz, 1H), 7.34 (dd, J
= 8.3, 4.7 Hz, 1H), 3.99 (s, 2H). Dados de HRESIMS (MeOH) m/z 215,0127 [M + H]" (calcd
para C7H7N204S, 215,0121), m/z 236,9946 [M + Na]* (calcd para C7HsN2NaO4S, 236,9940),
m/z 450,9990 [2M + Na]* (calcd para C14H12N4NaOgS2, 450,9989). Dados de 1V: 3441 v(O-H),
1690 v(C=0), 1549 vas(NO2), 1326 vs(NO2), 1579 v(C=Caromatico), 2914 € 2988 v(Csp3-H), 3092
v(Csp2-H). Temperatura de fusdo: ndo foi possivel determinar a temperatura de fusdo; o produto
se decompds a 222,0 °C. CCD: R 0,22 (AcOEt/MeOH, 7:3).

3.4.5 Preparacao do composto 65

Figura 37 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 65
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Fonte: Da autora, 2019

O produto 65 (sélido amarelo) foi obtido com 43% de rendimento. Dados de HRESIMS
(MeOH) m/z 198,0546 [M + H]" (calcd para C7HgN3Oa4, 198,0509), m/z 220,0335 [M + Na]*
(calcd para C7H7N3NaO4, 220,0329). Dados de 1V: 3167 v(O-H), 1683 v(C=0), 3389 v(N-H),
1572 v(C=Caromatico), 2922 v(Csp3-H), 3092 v(Csp2-H). Temperatura de fusdo: ndo foi possivel
determinar a temperatura de fusdo; o produto se decompds a 184,6 °C. CCD: R:0,40
(AcOEt/MeOH, 1:1).
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3.4.6 Preparacao do composto 66

Figura 38 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 66
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Fonte: Da autora, 2019

O produto 66 (sélido branco) foi obtido com 31% de rendimento. Dados de HRESIMS
(MeOH) m/z 199,0358 [M + H]" (calcd para C7H7N2Os, 199,0349), m/z 221,0170 [M + Na]*
(calcd para C7HeN2NaOs, 221,0169). CCD: R 0,17 (AcOEt/MeOH, 1:1).

3.4.7 Preparacdo do composto 67

Figura 39 - Esquema de sintese para obtencao do composto 67
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Fonte: Da autora, 2019

O produto 67 (sélido roséaceo) foi obtido com 45% de rendimento. Dados de HRESIMS
(MeOH) m/z 257,0053 [M + H]* (calcd para CogHgN203S>, 257,0049). Dados de 1V: 3367 v(O-
H), 1653 v(C=0), 3433 v(N-H), 1578 v(C=Caromatico), 2825 v(Cspz-H), 3003 e 3063 v(Csp2-H).
Temperatura de fusdo: ndo foi possivel determinar a temperatura de fusdo; o produto se
decompds a 273,4 °C. CCD: R 0,35 (ACOEt/MeOH, 1:1).
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3.4.8 Tentativa de preparagdo do composto 68

Figura 40 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 68
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Fonte: Da autora, 2019

O produto (sélido amarelo) foi obtido com 11% de rendimento. CCD: R¢ 0,10
(AcOEt/MeOH, 1:1).

3.4.9 Preparacdo do composto 69

Figura 41 - Esquema de sintese para obtencdo do composto 69
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Fonte: Da autora, 2019

O produto 69 (s6lido castanho rosaceo) foi obtido com 43% de rendimento. Dados de
HRESIMS (MeOH) m/z 225,0509 [M + H]" (calcd para CoHgN20s, 225,0506), m/z 247,0327
[M + Na]* (calcd para CoHgN2NaOs, 247,0325). Dados de 1V: 3240 v(O-H), 1667 v(C=0),
1468 v(C-0), 3456 v(N-H), 1609 v(C=Caromatico), 2929 v(Csp3-H), 3033 v(Csp2-H). Temperatura
de fusdo: ndo foi possivel determinar a temperatura de fusdo; o produto se decompds a 253,4 °C.
CCD: R¢ 0,30 (AcOEt/MeOH, 1:1).

3.5 METODOLOGIA PARA REALIZACAO DO DOCKING MOLECULAR

A arginase de L. amazonensis foi modelada usando o servidor de I-Tasser (YANG et
al., 2015) com a sequéncia completa de arginase de L. amazonensis (codigo GenBank
AAC95287) (HAI; CHRISTIANSON, 2016) e com a L. mexicana arginase como modelo. Os
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dados recentes de cristalografia de raios X da arginase em L. mexicana foram extraidos do
Banco de Dados de Proteinas (PDB, codigo 5HJ9) (BERMAN et al., 2000; DA SILVA;
MAQUIAVELI; MAGALHAES, 2012). O desvio médio da raiz quadrada do modelo em
relacdo ao molde foi de 0,24 A e a identidade na sequéncia foi de 99% (dois dos 323
aminoacidos diferindo préximo ao terminal de carbono) (MAQUIAVELI et al., 2016). Optou-
se por utilizar a estrutura derivada de raios-X de L. mexicana devido a sua confianga nos dados
experimentais e ao fato de o sitio de ligacdo ndo diferir entre as L. mexicana, L. amazonensis e
arginases humanas modeladas (DA SILVA; MAQUIAVELI; MAGALHAES, 2012;
MANJOLIN et al., 2013; SHIN; CHRISTIANSON, 2004). Além disso, estruturas cristalinas
similares com boa resolucdo estavam disponiveis para a arginase em L. mexicana e para a
arginase humana complexada com inibidores, apresentando baixos desvios quadraticos médios
(RMSD) entre eles (~ 0,5 A).

As simulacgdes de docking molecular foram executadas com a versdo 5.6 do pacote
GOLD (Otimizacdo Genética para Acoplamento de Ligandos). A estrutura do ligante foi
preparada com a versdo 17.1.27 da Marvin Sketch, ChemAxon (http://www.chemaxon.com),
os ligantes foram verificados e os hidrogénios foram adicionados com o software Mercury da
suite GOLD. A visualizacdo pré e pés-docagem e a configuracdo interativa foram realizadas
com o software Hermes da suite GOLD. Todas as moléculas de dgua e heterodtomos, exceto 0s
dois atomos de manganés (Mn) foram removidos do arquivo de entrada do PDB. Residuos
dentro de 6,0 A ao redor da molécula de ligacéo citada onde os manganeses estdo localizados
foram utilizados como sitios de cavidades ligantes. O algoritmo genético (AG) método foi
usado para executar os célculos (VERSONK et al., 2003), total flexibilidade foi permitido ao
ligando e AG corridas foram realizadas com um méximo de 100.000 AG operagdes com uma
populacdo tamanho de 10 individuos por ligante. Diversas solu¢Bes foram geradas, cantos de
anéis foram permitidos, diversas conformacdes puderam ser exploradas e nenhuma restri¢éo foi
aplicada nas simulagdes de docking. A funcgdo de fitness GoldScore com ChemScore como
rescore foi escolhida para prever o modo de ligacdo do composto com a enzima. A estrutura de
maior classificacdo para o complexo de cada composto com a enzima foi escolhida para a
andlise de interacg&o.

Todos os 69 complexos (composto/enzima) foram classificados pela funcdo de
adequacao do GoldScore e as energias de ligacdo de energia livre foram estimadas pela funcéo
ChemScore (Apéndice C).
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Figuras com estrutura tridimensional foram preparadas com PyMOL (Molecular
Graphics System, versdo 1.8 Schrodinger, LLC). Um protocolo tedrico semelhante foi

empregado no trabalho de Gongalves e colaboradores (2017).

3.6 METODOLOGIA PARA REALIZACAO DOS ENSAIOS BIOLOGICOS

3.6.1 Preparo dos meios de cultura

O caldo brain heart infusion (BHI) foi preparado de acordo com as instrucdes do

fabricante e suplementado com 5% de soro fetal bovino e L-glutamina (2,0 mM).

3.6.2 Cultivo dos protozoarios

O estagio promastigotas de Leishmania amazonensis da cepa PH8 cultivado em BHI

suplementado a temperatura de 25 °C.

3.6.3 Preparo das amostras

Para o teste com L. amazonensis, as amostras foram dissolvidas em DMSO e diluidos
com BHI suplementado, formando uma solucéo estoque 640 pg.mL. A concentragio final de

DMSO da solucéo estoque ndo excedeu 1% (v.v1).

3.6.4 Teste de viabilidade celular

Este teste foi realizado por microdiluicdo em placa de 96 pocos, a partir da solugédo
estoque, sendo feitas as diluicbes com o BHI suplementado, obtendo-se as concentragdes a
serem testadas (512 pg.mLta 4 pg.mL™?). O volume final de cada poco foi de 100 pL, sendo
20 pL de indculo (solugdo com 1 x 108 parasitas em 2,0 mL) com 80 pL das solugbes das
amostras. Também foram realizados os controles de crescimento do inoculo, solvente (DMSO
1%), de inibicdo (anfotericina B 5,0 ug.mL™), meio de cultura e das amostras. A estrutura da

placa de 96 pocos € apresentada na Figura 42.
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Figura 42 - Estrutura da placa para o teste antileishmania
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Fonte: Da autora, 2019
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A placa de L. amazonensis foi incubada por 48 horas a 25 °C. Ap0s esse periodo foi

adicionado 2 pL em cada pogo de uma solucdo de resazurina a 3 mM em phosphate buffered
saline (PBS) (GOMEZ-BARRIO et al., 2006) e novamente incubado nas mesmas condices

por 24 horas. Em seguida, foi realizada a leitura da absorbancia a 595 nm em um

espectrofotdbmetro de microplaca.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e a partir dos valores das absorbancias

foi calculada a viabilidade celular em funcdo do controle de crescimento. A partir desses

resultados foi construido um grafico de dose-resposta com regressdo néo linear utilizado no

calculo do Clso (concentragdo em que 50% dos parasitas foram inibidos) (CHIBALE et al.,

2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 REAGOES DE SUBSTITUICAO NUCLEOFILICA AROMATICA

A proposta sintética para a formacao das substancias 45 e 48 foi fundamentada na reacéo
de Substituicdo Nucleofilica Aromética (SnAr) apresentada por Valli e colaboradores (2011)

(Figura 43).

Figura 43 - Reacdo de Substituicdo Nucleofilica Aromatica
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Estas reacOes sdo favorecidas devido ao grupo nitro, um forte eletro-receptor, orto e
para em relacdo a posicdo dos grupos abandonadores, no caso, os cloretos em posi¢do C-2 e C-
6 do anel piridinico ativando o anel aromético na SNAr. O grupo nitro é o principal substituinte
empregado nestes tipos de reacdes, pois possui uma grande capacidade de estabilizacdo do
intermediario carbanion formado. A SnAr foi auxiliada pela base (hidreto de sodio) que ficou
em contato com o nucledfilo por, aproximadamente, 5-10 minutos antes da adi¢do do substrato.
Este auxiliou a captura do hidrogénio ligado ao atomo de enxofre, aumentando assim sua
nucleofilicidade e permitindo que o processo reacional ocorresse com bom rendimento (Figura
44).

A partir disto, foi proposta a sintese dos derivados piridinicos utilizando os mesmos
substratos utilizados por Valli e colaboradores (2011), porém, os nucleofilos foram alterados
para cloridrato de glicinato de etila e glicolato de etila, respectivamente, afim de se comparar a

atividade bioldgica dos isosteros formados.
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Figura 44 - Mecanismo de reacdo de SNAr para a 2,6-dicloro-3-nitropiridina
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Inicialmente foi realizado o mesmo procedimento sintético descrito por Silveira (2016)
para obtencdo do produto 49, porém ndo foi observada a formagdo do produto esperado. Em
uma nova tentativa de se obter o produto almejado, as metodologias 2 e 3 foram realizadas em
banho de ultrassom com aquecimento. Além da substituicdo do agitador magnético pelo banho
de ultrassom, foram alterados também, solvente, base, tempo reacional e propor¢cdo dos
equivalentes estequiométricos do nucleofilo em relacdo ao substrato. Apesar disto, ndo foi
observado a formacéo do produto 49.

A partir destes resultados, levantou-se a hipdtese de que se o nucleéfilo fosse tratado
reagindo-o com uma base (Figura 18) para que houvesse a transformacéo do cloridrato de
glicinato de etila em glicinato de etila, este Gltimo purificado, poderia reagir melhor com o
substrato e formar o produto esperado. Dessa forma, a reacdo realizada na metodologia 3, foi
realizada com o glicinato de etila obtido atraves da reacdo apresentada na Figura 18. Porém,
mais uma vez ndo houve a formacéao do produto esperado.

Finalmente, foi verificada a pureza do glicinato de etila. Seguindo a metodologia
proposta por Armarego e Chai (2003), o cloridrato de glicinato de etila foi submetido ao

processo de recristalizacdo em etanol absoluto. Além do tratamento do nucleéfilo, o solvente
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foi alterado para THF anidro. Com isso, foi possivel observar a formacdo dos produtos 46 e 49
com rendimento satisfatorio.

Apesar dos bons rendimentos dos produtos 46 e 49, era interessante buscar uma nova
alternativa para a realizacdo destas sinteses que dispensasse o tratamento prévio do nucledéfilo
e solvente e que, principalmente, reduzisse o tempo reacional necessario para obtencdo dos
produtos. Dessa forma, o THF anidro foi substituido por DMF para aumentar a solubilidade do
nucleofilo no meio reacional e assim favorecer seu ataque ao substrato, possibilitando a
substituicdo do KOH por uma base mais fraca como 0 K2COs. Nestas condi¢des 0s produtos 46
e 49 foram obtidos com rendimento similar ao observado na metodologia anterior e em menor
tempo reacional.

Apds a otimizacdo das condicGes reacionais para a formacdo dos produtos de interesse
utilizando o cloridrato de glicinato de etila, foram realizadas as reac6es com o glicolato de etila
como nucledfilo. Inicialmente foi realizado o procedimento experimental descrito por Silveira
(2016) para a obtengdo dos compostos 47 e 50, no entanto, ndo foi observado a formacéo dos
produtos esperados. Assim como foi feito para o cloridrato de glicinato de etila, na tentativa de
obter os produtos desejados, foram realizadas diferentes metodologias, alterando tempo
reacional, temperatura, quantidade de nucleéfilo, solvente e base, porém nenhuma destas
metodologias levou a um resultado satisfatorio.

Assim, o glicolato de etila foi analisado por CG-EM e foi verificado que este reagente
estava puro. Foi possivel verificar que os produtos obtidos nas metodologias utilizando este
nucleofilo, eram derivados de uma reacdo intermolecular que ocorria entre duas ou mais
moléculas do proprio nucleéfilo no momento da sua preparacdo com a base conforme
apresentado na Figura 45.

Sabendo disto, o tempo de interagcdo do glicolato de etila com a base foi reduzido para
5 min, para evitar a formacao do etdxido responsavel pela formagédo dos produtos indesejados.
Além disto, a preparacdo do nucledfilo foi realizada em banho de gelo com vidraria
rigorosamente seca, atmosfera inerte de nitrogénio e THF anidro. Com esses cuidados, foi
possivel observar a formacdo dos produtos 47 e 50. Cabe ressaltar que o composto 50
apresentou atividade leishmanicida num ensaio preliminar realizado por Silveira (2016) o que

despertou o interesse pelo presente trabalho.
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Figura 45 - Mecanismo proposto para a reacdo do glicolato de etila com a base
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Fonte: Da autora, 2019

Apesar dos produtos 47 e 50 terem sido obtidos nas condigOes citadas anteriormente,
ainda era possivel observar a formacdo dos subprodutos indesejados. Na tentativa de evitar o
uso do NaH, o qual era responsavel pela formacéo dos produtos indesejados por ser uma base
muito forte, e, ainda, evitar a utilizacdo da atmosfera inerte de nitrogénio, foi avaliada a sintese
do produto 50 utilizando DMF e carbonato de potéassio em refluxo e os resultados foram
satisfatorios.

Uma vez obtidos os 6 isdsteros piridinicos e, a partir da habilidade adquirida de se
trabalhar com os nucledéfilos de enxofre, nitrogénio e oxigénio, novos substratos aromaticos que
apresentavam similaridade estrutural com a 2-cloro-3-nitropiridina e com a 2,6-dicloro-3-
nitropiridina foram utilizados com o intuito de ampliar a série isostérica estudada. Dessa forma
a 2-cloro-5-metil-3-nitropiridina, 2,4-dicloro-5-nitropirimidina, 2-cloro-5-nitropiridina e o 1-
cloro-2-nitrobenzeno foram selecionados como potenciais substratos para as reacfes de
hibridacdo molecular e troca isostérica subsequentes. Dessa forma foram planejados e
sintetizados os produtos 51, 52, 53, 54, 55, 56 e 57 através de reacdes de SnAr, totalizando 13

compostos—base? para modificagdes estruturais.

4.2 TRIAGEM VIRTUAL DOS DERIVADOS AROMATICOS A PARTIR DOCKING
MOLECULAR

A partir dos 13 compostos—base obtidos, foram planejados mais 56 derivados
aromaticos, totalizando 69 compostos (Apéndice A). Para a sele¢do dos novos alvos sintéticos,

o trabalho foi racionalizado pelos ensaios de docking molecular (Apéndice B) destas moléculas

40s derivados 2-cloro-5-nitropiridina ndo foram sintetizados devido a indisponibilidade do reagente.
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na arginase, principal alvo das Leishmania, e célculo da energia livre de ligacdo (AG). Os
compostos com menores valores de AG foram escolhidos para direcionar as proximas sinteses
(Figura 46).

Figura 46 - Os 10 compostos que apresentaram melhores resultados de energia livre de ligagcdo
(AG kcal.mol™?)
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Cabe destacar que, das 69 estruturas desenhadas para realizacdo do docking, nenhum
composto dissubstituido foi rankeado dentre os 10 melhores. Essa informacdo sugere que a
segunda cadeia lateral ndo € importante. Ainda observando a cadeia lateral destes compostos €
importante salientar que 8 deles apresentam a fun¢do acido carboxilico terminal.

Ainda é possivel observar que 7 dos 10 compostos que apresentaram os melhores
resultados sdo derivados do cloridrato de glicinato de etila e, comparando ainda os anéis
aromaticos, tém-se que 8 sdo derivados piridinicos. Isso sugere a importancia do heterodtomo
de nitrogénio na possivel inibicdo da enzima.

O composto 68 (Figura 47) apresentou a menor energia livre de ligacao
(AG = —47,5184 kcal.mol™?) no sitio ativo da arginase de L. amasonensis (Figura 48). E
possivel observar que 68 realiza liga¢6es de hidrogénio com os residuos de aminoacidos THR—
245, GLU-276 e ASP-129 da enzima por um dos nitrogénios do anel piperazinico e através da
sua carboxila, refor¢ando a hipétese de que a presenca desses sitios na estrutura dos potenciais

candidatos a farmacos seja relevante para sua atividade.
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Figura 47 - Estrutura do composto 68
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Figura 48 - Composto 68 no sitio ativo da arginase de L. amasonensis

Fonte: Da autora, 2019

4.3 REDUCAO DO GRUPO NITRO E REACAO DA CICLIZACAO IN SITU

A partir dos resultados obtidos pelo docking molecular, decidiu-se que as proximas
etapas da pesquisa seriam voltadas para a sintese dos compostos que apresentaram melhores
resultados no ensaio virtual. Dessa forma, o0 composto 46 foi selecionado para realizacdo da
reacdo de reducdo do grupo nitro e ciclizagdo in situ a fim de se obter o composto 59.
Selecionou-se ainda os compostos 45 e 47 para as reagfes de reducdo com o objetivo de
comparar posteriormente os resultados biol6gicos dos isosteros 58, 59 e 60.

Para que a ciclizagdo seja possivel, o ferro metalico é oxidado a Fe?" liberando dois
elétrons no meio reacional, reduzindo o grupo nitro a amino. A reacdo é realizada em
etanol/agua (2:1), sob refluxo (Figura 49). Apos a reducdo do nitro, a ciclizacdo ocorre através
do ataque do nitrogénio da amina sobre o carbono da carbonila seguida da elimina¢do de uma
molécula de etanol (Figura 50).
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Figura 49 - Proposta de mecanismo para reducdo do grupo nitro
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Figura 50 - Proposta de mecanismo para obtencdo do composto 59
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4.4 HIDROLISE DO GRUPO ESTER PARA ACIDO CARBOXILICO

A reacdo para obtencdo do produto 68 foi realizada a partir da hidrolise em meio basico
(reacdo de saponificacdo) do éster da cadeia lateral do produto 59, conforme apresentado na

Figura 51.

Figura 51 - Proposta de mecanismo para obtencéo do produto 68
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Os compostos 45, 46, 47, 48, 49, 50, 58 e 60 também foram submetidos as reacdes de
hidrolise. Os produtos obtidos (61, 62, 63, 64, 65, 66, 67 e 69) foram planejados com o objetivo
de verificar a importancia da funcdo acido carboxilico na cadeia lateral, como sugerido pelos
resultados do docking molecular, e, ainda, possibilitar a comparacao dos resultados bioldgicos

entre 0s isosteros.

4.5 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS

Os 13 compostos obtidos atraves das reacdes de SnAr foram confirmados através da
analise dos espectros obtidos por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas
(CG-EM) (Apéndice C). A partir dos espectros foi possivel confirmar a formacgdo dos
compostos desejados comparando-se as massas moleculares calculadas para cada composto
com as massas apresentadas pelos compostos identificados pelo equipamento.

Além da identificacdo e confirmacdo da formacdo dos produtos, a analise dos
cromatogramas permitiu ainda calcular a porcentagem de conversao do material de partida em

produto através do célculo de area dos picos (Tabela 4).
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Tabela 4 - Porcentagens de converséo para os produtos obtidos

Produto esperado Porcentagem de conversao

45 94,56
46* -

47 82,28
48 69,33
49 93,85
50 40,01
51* -

52 82,88
53 85,81
54 12,0
55 87,83
56 82,92
57* -

* ndo foi possivel determinar a porcentagem de converséo

Os produtos obtidos nas reacdes de reducéo e ciclizacdo in situ (58 e 60) e nas reacdes
de hidrdlise (61, 62, 63, 64, 65, 66, 67 e 69), assim como seus respetivos produtos de partida
(45, 46, 47, 48, 49 e 50), foram confirmados através das analises de cromatografia liquida de
alta eficiéncia hifenado ao espectrometro de massas (CLAE/EM) com ionizacdo por
electrospray (IES) no modo positivo (Apéndices D e E).

A anélise dos espectros de EM-IES das amostras que acreditavam-se ser os produtos 59
(Espectro 1) e 68 (Espectro 2) permitiu observar que os compostos obtidos apresentam duas
unidades de massa a menos do que o calculado teoricamente. Ou seja, 0s produtos obtidos 59a

e 68a (Figura 52), ndo correspondem aos compostos 59 e 68, respectivamente.
Figura 52 - Estruturas propostas para os compostos 59a e 68a
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Espectro 1 - EM-IES-(+) alta resolu¢cdo do composto 59a
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Espectro 2 - EM-IES-(+) alta resolu¢cdo do composto 68a

x10 6 +MS, 1,746 min
1,14 [M+H]"
*221.0677
1 H
N 0

0,94 | \ j/
] HO @ _- =
0,7+ o)
0,6+
0,5-
0,4-
0,3-
0,21
175.0616
0,11

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

No espectro de EM-IES, modo positivo, do composto 59a (Espectro 1) é possivel
observar o sinal referente a molécula protonada em m/z 249,0990, sendo o valor calculado para
C11H13N403, 249,0982. Essa andlise corrobora a estrutura proposta tendo em vista que o erro
em ppm observado é de 3,21. De forma analoga, no espectro de EM-IES, modo positivo, do
composto 68a (Espectro 2) é possivel observar o sinal referente a molécula protonada em
m/z 221,0677, sendo o valor calculado para CoHgN4Os3, 221,0669 e o erro de 3,62 ppm.

Possivelmente, dois atomos de hidrogénio foram eliminados formando uma dupla

ligacdo conjugada com o sistema aromatico do nucleo piridinico com a carbonila. Apesar disto,
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para a confirmacdo efetiva das estruturas dos produtos 59a e 68a é necessario a realizacdo de
outras analises complementares, como por exemplo, *H RMN e *C RMN. Além disso, é
fundamental a realizacdo de uma investigacdo mais aprofundada posteriormente para a
compreensdo do mecanismo que levou a formacdo dos produtos 59a e 68a assim como a
proposta de rotas alternativas para evita-los, tendo em vista que o objetivo desta rota sintética
é a obtencdo dos produtos 59 e 68.

Para os demais compostos sintetizados, as analises de IV (Apéndice F), 'H RMN
(Apéndice G), 13C RMN (Apéndice H), e ponto de fuso foram realizadas para os produtos que
dispunham de massa suficiente para realizagdo das mesmas. Os resultados obtidos nestas
andlises e a elucidacdo estrutural destes compostos serdo abordados a seguir.

4.5.1 Elucidacgéo estrutural dos compostos 45, 46 e 47

O produto 46 (Figura 53) foi selecionado como exemplo para discutir a elucidacao
estrutural dos compostos 45, 46 e 47, tendo em vista que estes trés isosteros apresentam alta
similaridade estrutural e, consequentemente, apresentaram resultados muito semelhantes nas
analises espectroscopicas e espectrométricas. Todos 0s 3 compostos foram submetidos as
analises de CG/EM-IE, CLAE/EM-IES, 'H RMN, 3C RMN e IV e todos o0s espectros obtidos

encontram-se disponiveis nos apéndices deste trabalho.

Figura 53 - Estrutura do composto 46
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Fonte: Da autora, 2019

O composto 46 foi obtido como sélido amarelo. Apresentou Rf 0,40 em CCD de silica
como fase estaciondria e hexano/AcOEt (7:3) como fase mdvel. O produto péde ser observado
em camara de UV (A 254 nm). O ponto de fusdo para o composto foi compreendido na faixa
de 165,4 — 166,3 °C.

A andlise do espectro na regido do infravermelho (Espectro 3) do composto 46 permitiu
identificar duas bandas referentes a v(C=0) em 1734 e 1727 cm™, regido caracteristica de

carbonilas de ésteres. E possivel ainda identificar v(N-H) em 3366 cm™2, v(C-O) em 1148 cm™
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! vas(NO2) em 1593 cmt, vs(NO2) em 1304 cm 2, v(C=Caromatico) €M 1526 cm™, v(Cspa-H) em
2980 e v(Cspz-H) em 2949 cm™ (PAVIA et al., 2010).

Transmitancia (%)

Espectro 3 - Espectro na regido do IV do composto 46
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A analise do espectro de CG-IE (Espectro 4) permitiu observar o pico do ion molecular

em m/z 326,9 confirmando a férmula molecular do composto 46 como C13H1sN4Os responsavel

pela massa molecular de 326,30 g.mol .
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A partir dos dados obtidos por esse espectro, foram propostos dois mecanismos de
fragmentacdo decorrentes de duas clivagens alfa carbonilicas que justificam os picos m/z 281 e

m/z 73, conforme apresentado na Figura 54.

Figura 54 - Proposta de fragmentacao para os picos m/z 281 e m/z 73 do composto 46
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Fonte: Da autora, 2019

Apesar do espectro de EM-IE ter possibilitado a confirmacgdo da férmula molecular do
composto 46, 0 excesso de energia utilizado durante o processo de IE leva a uma fragmentacgéo
significativa da amostra, formando picos mais dificeis de serem justificados (PAVIA et al.,
2010). Além disso, o fato dos espectros de EM-IE apresentarem baixa resolugdo pode interferir
na confiabilidade dos dados extraidos dos mesmos, tornando necessaria a realizacdo de outras
analises para confirmacdo da formacdo do produto esperado.

Dessa forma, realizou-se a analise de CLAE/EM-IES do composto 46. Quando
submetido a analise de EM-IES, modo positivo, foi possivel confirmar a formula molecular
C13H18N4Os, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal referente a molécula
protonada foi observado em m/z 327,1508, sendo o valor calculado Ci13H19N4Os, 327,1299
(Espectro 5). Também foi possivel observar a formagéo da molécula cationizada com sodio em
m/z 349,1124 além dos adutos [2M+H]* em m/z 653,2540 e [2M + Na]* em m/z 675,2364.
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Espectro 5 - EM-IES-(+) alta resolugcdo do composto 46
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A partir do espectro de EM-EM-IES do composto 46 (Espectro 6) foram propostos dois
mecanismos de fragmentacdo que justificam os picos m/z 281,1360 e m/z 253,0933, conforme

apresentado na Figura 55.

Espectro 6 - EM-EM-IES-(+) do composto 46
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Figura 55 - Proposta de fragmentacéo para o composto 46
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Fonte: Da autora, 2019

As andlises dos espectros de RMN 'H e RMN de 3C foram fundamentais para
elucidacdo estrutural do produto obtido e confirmacdo da obtencdo da nitropiridina
dissubstituida. No espectro de RMN H (Espectro 7) foi possivel observar dois tripletos
sobrepostos em 6 1,32 e 1,34 correspondentes aos hidrogénios H-10 e H-10" (6H, J = 7,08 Hz)
(Espectro 8), dois dupletos (4H, J = 4,96 Hz) e dois quadrupletos (4H, J = 7,12 Hz) sobrepostos
na regido proxima a 6 4,25 (Espectro 9) referentes aos hidrogénios H-9, H-9°, H-7 E H-7", dois
dupletos referentes aos hidrogénios aromaticos H-4 e H-5 em 8,21 (1H, J = 9,16 Hz) € 5,92 ppm
(1H, J = 9,16 Hz), respectivamente.

Espectro 7 - Espectro de RMN *H do composto 46 (400 MHz, CDCls)
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Espectro 8 - Ampliagdo do espectro de RMN *H de 46 (5 1,16-1,50; 400 MHz, CDCls)
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Espectro 9 - Ampliagdo do espectro de RMN *H de 46 (5 4,12-4,38; 400 MHz, CDCls)
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A analise do espectro de RMN 3C (Espectro 9) apresentou quatro sinais quaternarios
sendo um caracteristico de carbonila de éster (6 169,80) referente aos carbonos C-8 e C-8’ ¢
trés referentes aos carbonos do anel piridinicos C-2, C-3 e C-6 (6 153,39; 120,36 e 159,28). Foi
observada ainda a presenca de quatro metilenos (C-7, C-7°, C-9 e C-9’) em 43,35, 43,41, 61,37
e 61,76 ppm e duas metilas (C-10 e C-10") em & 14,17 e 14,19, caracteristicos da cadeia linear
do glicinato de etila, confirmando a formacdo do produto dissubstituido. As atribuicdes dos
carbonos estdo descritas na Tabela 5 e foram baseadas nas correlacdes observadas nos mapas
de contorno de HMQC (Espectros 11-13) e HMBC (Espectros 14-17 e Figura 56).

Espectro 10 - Espectro de RMN *3C do composto 46 (100 MHz, CDCls)
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Espectro 11 - Mapa de contorno HMQC de 46 (400 MHz, CDCls)
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Espectro 12 - Ampliacdo do mapa de contorno HMQC de 46 (6 3,4-4,8; 400 MHz; CDClz)
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Espectro 13 - Ampliacdo do mapa de contorno HMQC de 46 (6 0,8-4,6; 400 MHz; CDClz)
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Espectro 14 - Mapa de contorno HMBC de 46 (400 MHz, CDClz3)
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Espectro 15 - Ampliagcdo do mapa de contorno HMBC de 46 (6 3,5-9,0; 400 MHz; CDCls)
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Espectro 16 - Ampliacdo do mapa de contorno HMBC de 46 (5 0,4-2,6; 400 MHz; CDCl53)
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Espectro 17 - Ampliagcdo do mapa de contorno HMBC de 46 (6 3,6-5,0; 400 MHz; CDCls)
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Tabela 5 - Dados de RMN de 46 (400 MHz; CDCls)

Posicao dc? HMQC &2 (mP) HMBC
2 153,39 - H-4; H-7
3 120,36 - H-4; H-5
4 136,48 8,21(d) -

5 100,0 5,92 (d) -

6 159,28 - H-4; H-5; H-7°
7 43,35 4,30 (d) -

7 43,31 4,18 (d) -

8 169,80 - H-7; H-9

8 169,80 - H-7>; H-9’

9 61,37 4,30 (q) H-10

9 61,76 4,30 (q) H-10°

10 14,17 1,32 (t) -

10° 14,19 1,34 (t) -

2 deslocamentos quimicos em ppm, em relacdo ao TMS como padréo interno

® multiplicidade
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Figura 56 - Correlagdes H-C observadas no mapa de contorno HMBC de 46
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Fonte: Da autora, 2019

4.5.2 Elucidacao estrutural dos compostos 48, 49 e 50

O produto 49 (Figura 57) foi escolhido como exemplo para discutir a elucidagdo
estrutural dos compostos 48, 49 e 50. Todos 0s espectros obtidos para 0os 3 compostos

encontram-se nos apéndices deste trabalho.

Figura 57 - Estrutura do composto 49
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Fonte: Da autora, 2019

O composto 49 foi obtido como 6leo amarelo e apresentou Rf 0,70 em CCD de silica
como fase estacionaria e hexano/AcOEt, 7:3 como fase mével. O produto pdde ser observado
em camara de UV (A 254 nm).

A analise do espectro na regido do infravermelho do composto 49 (Espectro 18) permitiu
identificar a banda referente & v(C=0) em 1734cm™?, regifo caracteristica de carbonilas de
ésteres. E possivel ainda identificar v(C-O) em 1193cm ™, vas(NO2) em 1497cm™, v(N-H) em
3389cm L, v(C-N) em 1193 cm ™, v(C=Caromatico) €m 1608cm %, v(Cspz-H) em 2928 e 2980 cm~
1 v(Csp2-H) em 3084 cm™ (PAVIA et al., 2010).
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Espectro 18 - Espectro na regido do IV do composto 49
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A analise do espectro de CG-IE (Espectro 19) permitiu observar o pico do ion molecular
em m/z 225,0 confirmando a formula molecular do composto 49 como CgH11N304 responsavel

pela massa molecular de 225,1 g.mol ™.

Espectro 19 - Espectro de EM-IE do composto 49
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Analisando o Espectro 19 é possivel observar que m/z 152 corresponde ao pico base do

espectro, ou seja, € a fragmentagdo de maior intensidade observada. Para justificar a formacéo

deste ion é proposto o mecanismo de fragmentacdo apresentado na Figura 58.

Figura 58 - Proposta de fragmentacéo para o pico m/z 152 do composto 49
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Fonte: Da autora, 2019

Para confirmar a massa e a férmula molecular do composto 49 foi realizada a

CLAE/EM-IES. Quando submetido & analise de EM-IES, modo positivo, foi possivel confirmar

a formula molecular CoH11N304, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a seis. O sinal

referente a molécula protonada foi observado em m/z 226,0873, sendo o valor calculado para

CoH12N304, 226,0822 (Espectro 20). Também foi possivel observar a formacdo da molécula
cationizada com sodio em m/z 248,0648 e [2M + Na]* em m/z 473,1389.
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Espectro 20 - EM-IES-(+) alta resolucdo do composto 49
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A partir do espectro de EM-EM-IES do composto 49 (Espectro 21) foram propostos
dois mecanismos de fragmentagdo que justificam os picos m/z 180,0396 e m/z 152,0451,

conforme apresentado na Figura 59.

Espectro 21 - EM-EM-IES-(+) do composto 49
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Figura 59 - Proposta de fragmentacdo para o composto 49
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E interessante ressaltar que tanto na fragmentac&o por IE quanto na fragmentacéo por
IES o fragmento de m/z 152 corresponde ao pico base do espectro. Pode-se justificar esse
fendmeno devido a estabilizacdo da carga possivel na molécula através da ressonancia com o
nacleo piridinico.

A andlise do espectro de RMN *H (Espectro 22) do composto 49 permitiu caracterizar
0 nucleo piridinico dissubstituido através da presenca de trés duplos dupletos em 6 8,42, 6,75 e
8,47, atribuidos a H-5 (1H, J =4,5; 1,8 Hz),aH-6 (1H, J=8,3; 45 Hz) ea H-7 (1H, J = 8,3;
1,8 Hz), respectivamente. A cadeia lateral referente ao glicinato de etila foi confirmada pela
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presenca de um dupleto em 6 4,40, atribuido a H-3 (2H, J=5,5 Hz), um quadrupleto em 6 4,28
(H-2, 2H, J=7,1 Hz) e um tripleto em & 1,32 (H-1, 3H, J = 7,1 Hz). E possivel observar ainda

um sinal em & 8.52 (s, 1H) que pode ser atribuido ao hidrogénio ligado ao nitrogénio, H-4.

Espectro 22 - Espectro de RMN *H do composto 49 (400 MHz, CDCls)
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4.5.3 Elucidacao estrutural dos compostos 58, 59a e 60
O produto 58 (Figura 60) foi escolhido como exemplo para discutir a elucidacao
estrutural dos compostos 58, 59a e 60. Todos os espectros obtidos para estes compostos

encontram-se nos apéndices deste trabalho.

Figura 60 - Estrutura do composto 58
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O composto 58 foi obtido como solido castanho e apresentou Rf 0,70 em CCD de silica
como fase estaciondria e hexano/AcOEt (1:9) como fase mdvel. O produto péde ser observado
em camara de UV (A 254 nm). O ponto de fusdo para o composto foi compreendido na faixa
de 156,6 — 157,7 °C.

A analise do espectro na regido do infravermelho do composto 58 (Espectro 23) permitiu
identificar duas bandas referentes a v(C=0), sendo uma em 1653 cm™, regido caracteristica de
carbonilas de amidas, e outra em 1727 cm™, regido caracteristica de carbonilas de ésteres. E
possivel ainda identificar v(N-H) em 3308 cm ™, v(Csps-H) em 2929 e 2980 cm, v(Cspa-H) em
3084 cm (PAVIA et al., 2010).

Espectro 23 - Espectro na regido do IV do composto 58
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Quando submetido a analise de EM-IES, modo positivo, foi possivel confirmar a
formula molecular C11H12N203S,, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 285,0433, sendo o valor calculado para
C11H13N203S», 285,0362 (Espectro 24). Também foi possivel observar a formacéo da molécula
cationizada com so6dio em m/z 307,0177 e [2M + Na]* em m/z 591,0459.
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Espectro 24 - EM-IES-(+) alta resolucéo do composto 58
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A partir do espectro de EM-EM-IES do composto 58 (Espectro 25) foram propostos

dois mecanismos de fragmentagdo que justificam os picos m/z 238,9948 e m/z 210,9998,

conforme apresentado na Figura 61.
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Espectro 25 - EM-EM-IES-(+) do composto 58
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Figura 61 - Proposta de fragmentacdo do composto 58
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A andlise do espectro de RMN H (Espectro 26) do composto 58 permitiu caracterizar
0 nucleo piridinico trissubstituido atraveés da presenca de dois dupletos sobrepostos em & 7,00
atribuidos a H-4 e a H-5 (2H, J = 8,4 Hz). A d-lactama conjugada ao anel piridinico foi
confirmada pela presenga de um singleto em & 3,56, atribuido a H-7 (2H). A cadeia lateral
referente ao tioglicolato de etila foi confirmada pela presenca de um singleto em & 3,92,
atribuido a H-3 (2H), um quadrupleto em 6 4,26 (H-2, 2H, J= 7,1 Hz) e um tripleto em 6 1,33
(H-1, 3H,J=7,1 Hz).

Espectro 26 - Espectro de RMN *H do composto 58 (400 MHz, CDCls)
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4.5.4 Elucidagéo estrutural dos compostos 61, 62 e 63

O produto 61 (Figura 62) foi escolhido como exemplo para discutir a elucidacao
estrutural dos compostos 61, 62 e 63. Todos 0s espectros obtidos para 0os 3 compostos

encontram-se nos apéndices deste trabalho.

Figura 62 - Estrutura do composto 61
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Fonte: Da autora, 2019

O composto 61 foi obtido como solido amarelo e apresentou R 0,20 em CCD de silica
como fase estacionaria e ACOEt/MeOH (1:1) como fase movel. O produto péde ser observado
em camara de UV (A 254 nm). Nao foi possivel determinar o ponto de fusdo pois o produto se
decompéds a 226,8 °C.

A analise do espectro na regido do infravermelho do composto 61 (Espectro 30) permitiu
identificar as bandas referentes a v(O-H) em 3382 cm, vas(NO2) em 1549 cm?, vs(NO2) em
1311 cm™, v(C=Caromatico) €M 1586 cm2, v(Csps-H) em 2922 cm?, v(Csp2-H) em 3070 cm™
(PAVIA et al., 2010).

Espectro 27 - Espectro na regido do IV do composto 61
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Quando submetido & analise de EM-IES, modo positivo, foi possivel confirmar a
férmula molecular CoHgN206S2, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a seis. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 304,9898, sendo o valor calculado para
CoH9N206S2, 308,9497 (Espectro 28). Também foi possivel observar a formagdo da molécula
cationizada com sodio em m/z 326,9710 e [2M + Na]* em m/z 630,9594.

Espectro 28 - EM-IES-(+) alta resolucdo do composto 61
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A partir do espectro de EM-EM-IES do composto 61 (Espectro 29) foram propostos trés
mecanismos de fragmentacdo que justificam os picos m/z 286,9793, m/z 258,9839 e

m/z 228,9742, conforme apresentado na Figura 63.

Espectro 29 - EM-EM-IES-(+) do composto 61
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Figura 63 - Proposta de fragmentacéo para o composto 61
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Fonte: Da autora, 2019

4.5.5 Elucidacgéo estrutural dos compostos 64, 65 e 66

O produto 64 (Figura 64) foi escolhido como exemplo para discutir a elucidacao
estrutural dos compostos 64, 65 e 66. Todos 0s espectros obtidos para 0s 3 compostos

encontram-se nos apéndices deste trabalho.

Figura 64 - Estrutura do composto 64
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Fonte: Da autora, 2019

O composto 64 foi obtido como sélido marrom e apresentou R 0,22 em CCD de silica
como fase estacionaria e ACOEt/MeOH (7:3) como fase moével. O produto péde ser observado
em camara de UV (A 254 nm). N&o foi possivel determinar o ponto de fusdo pois o composto
se decomp0s a 222,0 °C.

A analise do espectro na regido do infravermelho do composto 64 (Espectro 30) permitiu
identificar a banda referente a v(O-H) em 3441 cm, v(C=0) em 1690 cm ™2, vas(NO2) em 1549
cm, vg(NO2) em 1326 cm?, v(C=Caromatico) €m 1579 cm%, v(Csps-H) em 2914 e 2988 cm ™,
v(Cspo-H) em 3092 cm™ (PAVIA et al., 2010).
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Espectro 30 - Espectro na regido do IV do composto 64
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Quando submetido a analise de EM-IES, modo positivo, foi possivel confirmar a
formula molecular C7HeN204S, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a seis. O sinal
referente a molécula protonada foi observado em m/z 215,0127, sendo o valor calculado para
C7H7N20sS, 215,0121 (Espectro 31). Também foi possivel observar a formacdo da molécula
cationizada com so6dio em m/z 236,9946 e [2M + Na]™ em m/z 450,9990.

Espectro 31 - EM-IES-(+) alta resolucdo do composto 64
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A partir do espectro de EM-EM-IES do composto 64 (Espectro 32) foram propostos
dois mecanismos de fragmentagdo que justificam os picos m/z 197,0016, m/z 169,0060 e

m/z 138,9959 conforme apresentado na Figura 65.

Espectro 32 - EM-EM-IES-(+) do composto 64
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Figura 65 - Proposta de fragmentacdo para o composto 64
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A andlise do espectro de RMN H (Espectro 33) do composto 64 permitiu caracterizar
o nucleo piridinico dissubstituido através da presenca de trés duplos dupletos em 6 8,72, 7,34 e
8,60, atribuidos a H-3 (1H, J=4,7; 1,6 Hz), a H-4 (1H, J=8,3; 4,7 Hz) e a H-5 (1H, J = 8,3;
1,6 Hz), respectivamente. A cadeia lateral referente ao foi confirmada pela presenca de um
singleto em 6 3,99, atribuido a H-2 (2H).

Espectro 33 - Espectro de RMN *H do composto 64 (400 MHz, CDCls)
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4.5.6 Elucidacao estrutural dos compostos 67, 68a e 69

O produto 67 (Figura 66) foi escolhido como exemplo para discutir a elucidagéo
estrutural dos compostos 67, 68a e 69. Todos os espectros obtidos para estes compostos

encontram-se nos apéndices deste trabalho.
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Figura 66 - Estrutura do composto 67
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Fonte: Da autora, 2019

O composto 67 foi obtido como solido rosaceo e apresentou Rt 0,35 em CCD de silica
como fase estacionaria e ACOEt/MeOH, 1:1 como fase mdvel. O produto pdde ser observado
em camara de UV (A 254 nm). Nao foi possivel determinar o ponto de fusdo pois o produto se
decompds a 273,4 °C.

A analise do espectro na regido do infravermelho do composto 67 (Espectro 34) permitiu
identificar as bandas referentes a v(O-H) em 3367 cm ™, v(C=0) em 1653 cm?, v(N-H) em
3433 cm ™, v(C=Caromatico) €M 1578 cm™, v(Csp3-H) em 2825 cm e v(Csp2-H) em 3003 e 3063
cmt (PAVIA et al., 2010).

Espectro 34 - Espectro na regido do IV do composto 67
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Quando submetido a analise de EM-IES, modo positivo, foi possivel confirmar a

formula molecular CoHgN20O3S,, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. O sinal
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referente & molécula protonada foi observado em m/z 257,0053, sendo o valor calculado para
C9HoN203S2, 257,0049 (Espectro 35).

Espectro 35 - EM-IES-(+) alta resolucdo do composto 67
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A partir do espectro de EM-EM-IES do composto 67 (Espectro 36) foram propostos
dois mecanismos de fragmentagcdo que justificam os picos m/z 238,9944 e m/z 210,9993,

conforme apresentado na Figura 67.

Espectro 36 - EM-EM-IES-(+) do composto 67
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Figura 67 - Proposta de fragmentacéo para o composto 67
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46 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA DOS COMPOSTOS
SINTETIZADOS

Através dos valores de absorbancia obtidos foi calculada a porcentagem de viabilidade
celular das formas promastigotas da cepa PH8 de Leishmania amazonensis. A atividade anti-
leishmania é determinada por meio de valores de Clso, concentracdo inibitdria méxima dos
parasitas, ou seja, a concentracdo minima que impede 50% do crescimento do parasita in vitro
apos um determinado tempo de exposicao.

Os 18 produtos obtidos nas reacdes de reducdo e ciclizacdo in situ (58, 59a e 60), nas
reacOes de hidrolise (61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68a e 69), assim como seus respetivos produtos
de partida (45, 46, 47, 48, 49 e 50), foram enviados para avaliacdo da atividade contra
leishmaniose, assim como para avaliacao de citotoxicidade. No entanto, até a finalizacdo deste

manuscrito apenas os resultados da atividade anti-leishmaniose foram obtidos (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores de Clso (g.mL™) obtidos para os compostos avaliados

Clso (ug.mL™)
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A partir dos resultados obtidos é possivel observar que os produtos 47, 60, 61, 62, 63,
64, 65, 66, 67, 68a e 69 ndo apresentaram atividade leishmanicida nas concentragdes avaliadas,
enquanto que os compostos 45, 50 e 58 apresentaram potencial anti-leishmaniose na faixa entre
140,0 e 350,0 pg.mL 1. Os compostos que apresentaram melhores resultados foram 46, 48 e 49
que apresentaram atividade na faixa entre 50,0 e 80,0 pg.mL ™.

Estes resultados possibilitaram ainda a discussdo sobre uma possivel relagdo entre a
estrutura e a atividade dos compostos avaliados. E importante ressaltar que, dos trés compostos
que apresentaram os melhores resultados (46, 48 e 49), dois apresentam o glicinato de etila na
cadeia lateral (46 e 49) e dois deles sdo monossubstituidos (48 e 49). Cabe destacar ainda que
0 composto 49 apresentou a segunda menor energia livre de ligacdo (AG = —39.7209 kcal.mol™
1Y no ensaio de docking molecular realizado no sitio ativo da arginase de L. amasonensis.

Comparando os resultados dos trés produtos de SnAr monossubstituidos (48, 49 e 50) é
possivel observar que o derivado nitrogenado (49) apresentou a melhor atividade anti-
leishmaniose, seguido pelo composto 48 (derivado de enxofre) e, por fim, o composto 50
(derivado de oxigénio). Isso sugere uma possivel relacdo entre a importancia da presenca de
cada heterodtomo na cadeia lateral que é reforcada ao observar que 0 mesmo padrao se repete
nos produtos de SnAr dissubstituidos (45, 46 e 47).

Comparando-se ainda os resultados destes compostos € possivel observar ainda que 0s
trés produtos monossubstituidos apresentaram melhores atividades que seus respectivos
isésteros dissubstituidos, o que sugere uma possivel importancia da auséncia da segunda cadeia
lateral no anel piridinico.

Outro ponto interessante a ser destacado, € o fato de que, dos compostos analisados,
nenhum dos produtos com a funcdo acido carboxilico na cadeia lateral apresentou atividade
relevante nos ensaios in vitro, sugerindo que a teoria levantada a partir dos resultados obtidos

no docking molecular de que essa funcdo pudesse estar relacionada a atividade leishmanicida
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ndo se aplica. Tal observagdo pode ser confirmada ainda na perda significativa de atividade dos
compostos 45, 46, 48, 49 e 50 quando comparado aos compostos 61, 62, 64, 65 e 66.

Apesar dos compostos avaliados apresentarem Clso superiores ao padrdo positivo,
anfotericina B, é importante salientar que os resultados obtidos com esta série de compostos
sdo promissores e abrem novas perspectivas no desenvolvimento de novas substancias para o
tratamento da leishmaniose. Além disto, cabe destacar que o composto 68 que apresentou 0
melhor resultado nos ensaios in silico ndo foi obtido, assim como o seu composto de origem,
59.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi planejada uma série de compostos aromaticos utilizando as técnicas
de hibridagdo molecular e bioisosterismo entre enxofre, nitrogénio e oxigénio. Inicialmente
foram sintetizados 12 compostos por reacdes de SNAr (45 a 57), os quais foram identificados
por CG/EM-IE e serviram de base para o planejamento de 69 derivados aroméaticos com
potencial leishmanicida.

Os 69 compostos planejados foram submetidos a uma triagem virtual por docking
molecular na arginase, destacando o fato de que todos os compostos avaliados apresentaram
afinidade pela enzima no ensaio in silico. A partir dos resultados obtidos no docking molecular,
foram selecionados os produtos 45, 46, 47, 48, 49 e 50, obtidos nas rea¢fes de SnAr, para serem
submetidos as reacoes de reducdo e hidrolise, totalizando 24 produtos sintetizados.

Os produtos obtidos nas reacdes de reducédo e ciclizacdo in situ (58, 59a e 60) e nas
reacOes de hidrolise (61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68a e 69), assim como seus respetivos compostos
de partida (45, 46, 47, 48, 49 e 50), foram purificados por cromatografia em coluna e
caracterizados através das técnicas de IV, CLAE/EM-IES, 'H RMN e *C RMN. Apods
caracterizados, estes 18 produtos foram enviados para avaliacdo da atividade leishmanicida e
citotoxicidade.

Apesar dos compostos avaliados apresentarem Clso superiores ao padrdo positivo,
anfotericina B, é importante salientar que os resultados obtidos com esta série de compostos
sdo promissores e abrem novas perspectivas no desenvolvimento de novos farmacos para o

tratamento da leishmaniose.
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APENDICE C - ESPECTROS DE EM-IE

Espectro 37 - Espectro de EM-IE do composto 45
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Espectro 39 - Espectro de EM-IE do composto 48
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Espectro 41 — Espectro de EM-IE do composto 50
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Espectro 43 - Espectro de EM-IE do composto 53
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Espectro 45 - Espectro de EM-IE do composto 55
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Espectro 52 - EM-IES-(+) alta resolucéo do composto 45
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Espectro 53 - EM-IES-(+) alta resolucdo do composto 46

M +H]"
*327.1508

349.1124

L N ] I

[M + Na]*

N

+MS, 7,149 min

[2M + Na]*

[2M + H]" * 675.2364
* 653.2540
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x10 6

2,81
2,61
2,41
2,21

1,81
1,6
1,4
1,21

0,8
0,6
0,4
0,2

x10 6

2,84
2,6+
2,41
2,24

1,8
1,61
1,41
1,21

0,81
0,61
0,41
0,21
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Espectro 54 - EM-IES-(+) alta resolucéo do composto 47

[M+H]"

*329.119

283.0568

| ‘ | e A

+MS, 7,506 min

~-NO2
/((3:[ [2M + Na]*
H

\/o O\/
5 \(\O O/W/ *679.1783
(0] O
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512.1170
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Espectro 55 - EM-IES-(+) alta resolucéo do composto 48

*197.0023

169.0067

+MS, 7,300 min
SN0z
[M +HJ* |
®_- (0]
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x10 6

2,8
2,6
2,4
2,2

1,8
1,6
1,4
1,21

0,81
0,6+
0,4+
0,21

x10 6

2,81
2,61
2,4
2,2

1,81
1,61
1,41
1,21

0,8+
0,6+
0,4+
0,2+

Espectro 56 - EM-IES-(+) alta resolucéo do composto 49
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[M+H]"
*226.0873
*152.0461
[M + Na]*
248.0648
180.0403
| L L |

+MS, 6,731 min

IZ{-B
I=z
2

<O

[2M + Na]*
473.1389

L

Espectro 57 - EM-IES-(+) alta resolucdo do composto 50
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x10 6

2,84
2,61
2,4+
2,2+

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8+
0,6+
0,4
0,2+

x10 6

1,44
1,34
1,24

0,94
0,8+
0,7+
0,6+
0,54
0,4+
0,3+
0,2
0,1+

Espectro 58 - EM-IES-(+) alta resolucéo do composto 58
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M +H]*
* 285.0433

238.9941

[ .

[M + Na]*
307.0177

nu

L

+MS, 6,910 min

[2M + Na]*
591.0459
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro 59 - EM-IES-(+) alta resolucdo do composto 59a

L

M +H]"
* 249.0990

L |

+MS, 4,253 min

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Espectro 60 - EM-IES-(+) alta resolucéo do composto 60

x10 6 +MS, 5,720 min

1,8 .
7] [M + H]

16 * 253.0829

H
1,51 N N _0
1,41 | j/
1,34 (0] ®_-
1,21 ~ Wl/\o N o
: H

1,11 0

091 [M + Na]*
0,8/
0,71
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0. e “ N \“ e e . o N
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro 61 - EM-IES-(+) alta resolucdo do composto 61

x10 6 +MS, 5,860 min
1,41
1,31
1,29 [M+H]" N0z
1,14 * 304.9898 |

1] HO D - OH
W|/\S N S/W/
0,94 H
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0,74
0,6
0,5+
0,41
0,31
0.2 [M + Na]" [2M + Na]*
0.1 326.9710 630.9524
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x10 6

2,8+
2,6
2,44
2,24

1,81
1,6
1,4
1,21

0,8+
0,6+
0,4
0,2

x10 6

1,51
144
1,31
1,24
1,14

0,91
0,81
0,71
0,6+
0,51
0,4+
0,31
0,21
0,11
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Espectro 62 - EM-IES-(+) alta resolucéo do composto 62

M +H]"
*271.0689

+MS, 4,207 min

[2M + H]*
541.1290

-
100 120 140 160 180 200 220 240 260 2800300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

ounts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro 63 - EM-IES-(+) alta resolucéo do composto 63

R . L

M +H]*
*273.0362
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i

+MS, 4,341 min
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Espectro 64 - EM-IES-(+) alta resolucéo do composto 64

x10 6 +MS, 5,223 min

1,4 M +H]*
1,31 *215.0127 AN

1,24 |
»Z OH
e
]

NO,

1,14

IZ®

0,94
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0,71

[M + NaJ"
236.9946

0,6 169.0068
0,5+
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0,34
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0,1 450.9990

0J PR | Al L ‘n R
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Espectro 65 - EM-IES-(+) alta resolucdo do composto 65

x10 6 +MS, 4,486 min

281 [M+H]"

2,6
, * 198.0546 NO
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2,4 X
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x10 6

2,24

1,8
1,6
1,41

1,24

0,84
0,6
0,4+

0,24

x10 6

1,51
1,41
1,3
1,21
1,1

0,91
0,81
0,71
0,6
0,51
0,41
0,31
0,2
0,11
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Espectro 66 - EM-IES-(+) alta resolucéo do composto 66

[M+H]"
*199.0358

[M + Na]*
221.0170

‘ 1 - I L

+MS, 3,943 min

-

OH
N (6]
N //“\\”//
(6]
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280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro 67 - EM-IES-(+) alta resolucéo do composto 67

[M+H]*
*257.0053

+MS, 4,984 min
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x106

1,14

0,91
0,8/
0,71
0,6/
0,5/
0,4/
0,3/
0,2

0,11

x105

5,54

4,51

3,51

2,51

1,51

0,54

Espectro 68 - EM-IES-(+) alta resolucdo do composto 68a
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175.0616

M +H]"
*221.0677

+MS, 1,746 min

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro 69 - EM-IES-(+) alta resolucdo do composto 69

+MS, 3,545 min
[M+H]*
225.0509 H
N 0
| X =z
HO ® -
(0) N (@)
| H
(0]
[M + Na]*
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N H‘\‘h‘w I T L . R . . L . L
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APENDICE E - ESPECTROS DE EM-EM-IES

Espectro 70 - EM-EM-IES-(+) do composto 45

<106 +MS2 (361,0529), 106V, 8,689 min

NO .
2] /(\I 2 315.0118
1,84 \/OY\S ﬁ/ S/\lro\/
H
) 0]

1,61
1,41

1,24

0,8+

361.0529
0,6+ -

0] 287.0156

0,24
i

I e T R | g | L

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro 71 - EM-EM-IES-(+) do composto 46

%105 +MS2 (327,1296), 10eV, 7,220 min

1,81 X 327.1296
1,7 | .

1,61 \/OY\N N N/YO\/
151 | H H H |

1,4 (0] (0]

13
12
1) 253.0933
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0.2
0,1
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Espectro 72 - EM-EM-IES-(+) do composto 47

x10 5 +MS2 (329,0968), 10eV, 71613 min

] (0] ® (0]
1,8 \/ Y\O H/ O/\Ir \/
1,61 (@) )
283.0555
1,41

1,24

0,8+ 225.0503

0.6 329.0968

255.0597 *

0,41 197.0192

0’(2) N R . L h \ L

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro 73 - EM-EM-IES-(+) do composto 48

<105 +MS2 (243,0433), 10eV, 7,346 min

281 197.0017

2,6 \
241 |
2. 169.0063

IZ(\-B
4§O

1,81 e}
1,61
1,41
1,21

0,8 243.0433
0,6 .
0,4
0,21 ’

04 — | ’ | ‘ Ii
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x10 5

4,54

3,51

2,54

x10 3

4,25+

3,754
3,54
3,25+

2,75+
2,54
2,25

1,754
1,51
1,25

0,75+
0,54
0,25+

Espectro 74 - EM-EM-IES-(+) do composto 49

140

+MS2 (226,0818), 10 eV, 6,806 min

152.0451

| @ o)
H H |

226.0818

180.0396 .

L L

100

120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

380 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro 75 - EM-EM-IES-(+) do composto 50
+MS2 (227,0661), 10 eV, 6,409 min
181.0241
VO
| (CPZ (0}
153.0292 ” O/Y ~
(0]
227.0661
*
‘ N Ll L . L ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)




x10 6

1,11

0,94
0,8+
0,7+
0,6+
0,5+
0,4+
0,3+
0,2+

0,14

x10 5

2,81
2,6
2,41
2,21

1,81
1,61
1,4
1,21

0,84
0,6
0,4
0,2
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Espectro 76 - EM-EM-IES-(+) do composto 58

+MS2 (285,0370), 10 eV, 6,941 min
285.0370
238.9948 N
210.9998
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Espectro 77 - EM-EM-IES-(+) do composto 59a
+MS2 (249,0985), 10 eV, 4,273 min
175.0613
N
X T
249.0985
o B~
. N w/\N N N
| H H
(0]
203.0557
A

100

120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Espectro 78 - EM-EM-IES-(+) do composto 60

X105 +MS2 (253,0818), 10 eV, 5,734 min

3,4
3,2

26

’ ®

2,41 \/OY\O N” o
] H

22 S

18] 253.0818
) *
161 207.0398

179.0450

1,44
1.2] 151.0501
0,8+
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0/ : ‘\lh : LL - U : . - : L : : : : : : :
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Espectro 79 - EM-EM-IES-(+) do composto 61

x10 4 +MS2 (304,9896), 10 eV, 6,007 min

75
NO, 286.9793

s |
5,54

4,54
258.9839

3,51
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228.9742

304.9896
.

1,51

0,5
o) R m ) L1 L. L. L
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x105

1,71
1,6
1,51
1,41
1,31
1,2
1,14

0,91
0,81
0,71
0,61
0,51
0,41
0,3
0,21
0,11

x10 5

3,24

2,81
2,61
2,41
2,21

1,84
1,6+
1,44
1,24

0,81
0,61
0,41
0,21
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Espectro 80 - EM-EM-IES-(+) do composto 62

+MS2 (271,0675), 10 eV, 4,261 min
225.0615

N0

HO | @ OH
\T//\\N N N/’\\T/
| H H H |

0] o)
271.0675

*

151.0611

NIRRT _h_ N y _Jh ‘

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro 81 - EM-EM-IES-(+) do composto 63

+MS2 (273,0357), 10 eV, 4,399 min

139.0135

N0z

HO | P~ OH
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| H |
(0] (6]

255.0244
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Espectro 82 - EM-EM-IES-(+) do composto 64

169.0060

IzZz®

197.0016

14 138.9959
217.1045

0,54 .
0,25+ u
o) L _ |

+MS2 (215,0113), 10 eV, 5,345 min
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OH
S/Y
(6]

140 160 180 200 _ 220 240 260 280
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Espectro 83 - EM-EM-IES-(+) do composto 65
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Espectro 84 - EM-EM-IES-(+) do composto 66

<10 5 +MS2 (199,0349), 10 eV, 3,991 min

1,51 153.0292
1,41
1,31
1,21 |
1,11

NO,

OH
o/\|(

0,94 (0]
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0,4 3
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Espectro 85 - EM-EM-IES-(+) do composto 67

x10 4 +MS2 (257,0050), 10 eV, 5,076 min
210.9993

45 257.0050

* \ j/
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x10 4

4,75/
451
4,25/
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1,75
1,51
1,25

0,75+
0,51
0,25+

x10 4

6,54

5,51

4,51

3,51

2,54

1,54

0,54
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Espectro 86 - EM-EM-IES-(+) do composto 68a

+MS2 (221,0670), 10 eV, 1,848 min
175.0612
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| X /O
HO O~
Y\N NZ N
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Espectro 87 - EM-EM-IES-(+) do composto 69
+MS2 (225,0492), 10 eV, 3,590 min
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APENDICE F - ESPECTROS NA REGIAQO DO IV

Espectro 88 - Espectro na regido do IV do composto 45
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Espectro 89 - Espectro na regido do IV do composto 46
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Espectro 90 - Espectro na regido do IV do composto 47
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Espectro 91 - Espectro na regido do IV do composto 49

100 —

90

80

70 -

60 o

50

40

30

20 o

2980

2928 /’/

3389

o
N ”/\lo(v

1734

1497

1 608

1045

866

1193

755

488
340

540

4000

I ! I ! I
3500 3000 2500

2000

I
1500

Numero de onda (cm™)

|
1000

Espectro 92 - Espectro na regido do IV do composto 58
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Espectro 93 - Espectro na regido do IV do composto 60
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Espectro 94 - Espectro na regido do IV do composto 61
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Espectro 95 - Espectro na regido do IV do composto 62
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Espectro 96 - Espectro na regido do IV do composto 63
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Espectro 97 - Espectro na regido do 1V do composto 64
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Espectro 99 - Espectro na regido do IV do composto 67
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- ESPECTROS DE RMN DE *H

A

APENDICE G
Espectro 101 - Espectro de RMN *H do composto 45 (400 MHz, CDCls)
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Espectro 103 - Espectro de RMN H do composto 47 (400 MHz, CDCls)
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Espectro 105 - Espectro de RMN H do composto 49 (400 MHz, CDCls)
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Espectro 106 - Espectro de RMN *H do composto 58 (400 MHz, CDCls)
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Espectro 107 - Espectro de RMN H do composto 60 (400 MHz, CDCls)
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Espectro 108 - Espectro de RMN *H do composto 64 (400 MHz, CDCls)

6586°€ —

€120 v+8T°L
VAZ4 A
€9€€°L
bSreL
045€°L

0165'8
9409°8
L119'8
E€ETL8
vLTL8
6v¢/'8
06¢.'8

W
-
N

H-5

H-3

H-4

69858~
07658~
9/09°'8 ~
L1198

€ETL'8N
pLTL8~
6v2L'8 —
o628

H-2

weer”
£9£€7L —
bSbEL —
0LSEL~.

734 7.32

7.36

8.62 8.60 8.58

8.72 8.70

8.74

U

=00°¢

£66'0
00'1

T
9.5

T
10.0



159

-~ ESPECTROS DE RMN DE 3C

A

APENDICE H

Espectro 109 - Espectro de RMN *3C do composto 45 (100 MHz, CDCls)
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Espectro 110 - Espectro de RMN 3C do composto 46 (100 MHz, CDCls)
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Espectro 111 - Espectro de RMN *3C do composto 47 (100 MHz, CDCls)

TTITTvT
EEET VT V

T9vS'19
TCe9'19
20v9°€9 N\
YbTL7E9

€10AaD €¢1£79L

C-10; C-10'

C-7;C-T'

C-9;C-9

€10aD T0E0°ZE
€10ad 9LveLL

¥S60°+0T —

919" LCT —

EEVS6ET —

€0TS'SST —

SEBT'EIT ~
1599491 V.
CTLLL9T

C-5

C-4

C-3

T
100

110

T
120

T
130

T
140

T
150

T
160

T
170




