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Resumo

CARDOSO, Felipe Costa. Sintese e avaliacdes biolégicas preliminares de analogos triazélicos metoxilados da
Lavendustina-A contra T. cruzi. Trabalho de Conclusdo de Curso (graduagdo). Universidade Federal do Rio de
Janeiro — Campus Macaé Professor Aloisio Teixeira, Bacharel em Quimica, Macaé, RJ, 2021.

A Lavendustina A (12a), um produto natural isolado de extratos de bactérias Streptomyces gri-
seolavendus, ¢ um potente inibidor da proteina tirosina quinase (PTQ) do receptor de fator de
crescimento epidérmico (RFCE), que ¢ um importante alvo no tratamento contra o cancer. Adi-
cionalmente, alguns analogos de 12a também foram descritos como inibidores da polimeriza-
¢do de tubulina, uma proteina alvo importante para o tratamento contra o cancer e doengas
negligenciadas, como a leishmaniose e Doenga de Chagas. Tais enfermidades sdo consideradas
um grave problema de saude publica no Brasil. A maioria dos trabalhos publicados com anélo-
gos de 12a investigaram a citotoxicidade contra células cancerigenas e, em raros casos, esses
analogos foram avaliados como antiparasitarios. Em um estudo anterior feito pelo nosso grupo
de pesquisa, uma familia de andlogos triazolicos de 12a (hidroxilas livres) foi sintetizada e
avaliada biologicamente, onde os ensaios de citotoxicidade contra 7. cruzi e células epiteliais
de primata (células VERO) mostraram ambos baixos valores de ICso em escala micromolar.
Embora esses andlogos tenham sido promissores contra o parasito, sua citotoxicidade contra
células de primatas mostrou ser um fator desvantajoso. A fim de contornar esse problema, o
presente trabalho prop6s novos analogos triazolicos onde as porgdes hidroxiladas da 12a foram
metoxiladas. Como metodologia de sintese, a subunidade farmacoférica da 12a foi obtida pela
reacdo do 2-hidroxi-5-aminobenzoato de metila com o 2,5-dimetoxibenzaldeido, por meio de
aminacao redutiva, para fornecer o produto 47 em bom rendimento. Em seguida, 47 sofre al-
quilacdo com brometo de propargila para fornecer o respectivo alcino intermediario 44. Com
este em maos, sdo feitas reagdes de cicloadi¢des 1,3-dipolares com fenilazidas para dar origem
aos analogos finais 45a-c. Os produtos de sintese tiveram suas estruturas indubitavelmente elu-
cidadas por espectroscopia 1D e 2D de RMN, sendo obtidos em 6timos rendimentos quimicos.
As avaliagdes bioldgicas preliminares mostraram atividade inibitéria promissora contra formas
tripomastigota de 7. cruzi, com citotoxicidade moderada. Na forma epimastigota, os andlogos
ndo foram bioativos. Contudo, mais estudos precisam ser realizados para melhor compreensao

e/ou melhoras das atividades observadas.

Palavras-chave: Lavendustina; andlogos metoxilados; 1,2,3-triazol; 7. cruzi; antiparasitario.



Abstract

CARDOSO, Felipe Costa. Sintese e avaliacdes biolégicas preliminares de analogos triazélicos metoxilados da
Lavendustina-A contra T. cruzi. Trabalho de Conclusdo de Curso (graduagdo). Universidade Federal do Rio de
Janeiro — Campus Macaé Professor Aloisio Teixeira, Bacharel em Quimica, Macaé, RJ, 2021.

Lavendustine A (12a), a natural product isolated from extracts of bacteria Streptomyces grise-
olavendus, is a potent inhibitor of epidermal growth factor receptor (EGFR) protein tyrosine
kinase (PTK), which is an important target in cancer treatment. In addition, some analogs of
12a have also been described as inhibitors of tubulin polymerization, an important target protein
for the treatment of cancer and neglected diseases, such as leishmaniasis and Chagas disease.
Such illnesses represent a serious public health problem in Brazil. Most studies published with
12a analogs investigated the cytotoxicity in cancer cells and, in rare cases, these analogs were
evaluated as antiparasitic. In a previous study carried out by our research group, a series of 12a
triazole analogs was synthesized and biologically evaluated, where both cytotoxicity assays
against 7. cruzi and primate epithelial cells (VERO cells) showed low ICso values on a mi-
cromolar scale. Whilst these analogs have been promising against the parasite, their cytotoxicity
in primate cells has shown to be a disadvantage. To overcome this problem, the present project
proposed new triazole analogues where the hydroxylated portions of 12a were methoxylated.
For the synthesis methodology, the pharmacophoric subunit of 12a was obtained by the reaction
of methyl 2-hydroxy-5-aminobenzoate with 2,5-dimethoxybenzaldehyde, through reductive
amination, to provide the product 47 in good yield. Then, 47 undergoes alkylation with propar-
gyl bromide to provide the respective intermediate alkyne 44. With this last in hand, 1,3-dipolar
cycloaddition reactions with phenyl azides take place to give rise to the final analogs 45a-c.
The synthesis products had their structures undoubtedly elucidated by 1D and 2D NMR spec-
troscopy, being obtained in excellent chemical yields. Preliminary biological evaluations
showed promising inhibitory activity against 7. cruzi trypomastigote with moderate cytotoxi-
city values. In the epimastigote form, the analogs were not bioactive. However, more studies

need to be carried out to better understand and / or improve the observed activities.

Keywords: Lavendustine; methoxylated analogues; 1,2,3-triazole; 7. cruzi; antiparasitic.
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1 Introducao
1.1  Aspectos Gerais e Panorama de Distribui¢do da Tripanossomiase americana

As tripanossomiases sao doengas tropicais que podem atingir pessoas ¢ animais domés-
ticos devido a infec¢ao por um dos muitos protozoarios do género Trypanosoma, familia Trypa-
nosomatidae (TEIXEIRA et al., 2011; GALVAO, 2014). Esses protozoarios sdo organismos
uniflagelados (Figura 1) e possuem cinetoplasto, uma organela com estrutura mitocondrial que
contétm parte do DNA (deoxyribonucleic acid) do parasito (COTZER; TUSTIN, 2005;
TEIXEIRA et al., 2011).

Figura 1: Microfotografia de esfregago sanguineo revelando a presenca de cinco parasitos flagelados
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.

Fonte: Public Health Image Library (PHIL), Centers for Disease Control and Prevention (CDC). #ID545,
1970. Disponivel em: <https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=545>. Acesso: 09 dez. 2019

Existem duas espécies principais que sdo capazes de infectar o homem: Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) e Trypanosoma brucei (T. brucei). De maneira primitiva, a circulacao de 7.
cruzi estava restrita aos mamiferos e insetos triatomineos do meio silvestre, porém, a invasao
do ser humano a esses ambientes facilitou a adaptac¢do de algumas espécies desses insetos aos
domicilios (GALVAO, 2014).

As duas espécies do parasito, tanto o 7. brucei quanto o 7. cruzi, apresentam formas
evolutivas tipicamente descritas, sendo elas: 1) tripomastigota (de forma longa e delgada,
altamente infectante e encontrada no sangue do hospedeiro mamifero); ii) amastigota (forma
arredondada encontrada no interior do sistema mononuclear fagocitario — SMF); iii)
epimastigota (forma alongada encontrada do tubo digestivo do inseto vetor) (Figura 2).

(COTZER; TUSTIN, 2005).



14

0 As formas tripomastigotas
entram no hospedeiro pela
ferida, invadern as células
proximas ao local e se
transformam em amastigotas

Mo imtesting Qrossao, -

s |".Ir1‘-.'-C:l”11:’||1'| Bm
tripomastigotas e
metaciclicos infectantes,

gue s30 expelidos nas feres

= As formas amastigotas
7] f o ““F('L:”Sz se multiplicam por
R Eroeat e O barbeiro & fissdo binaria nas
intestino médio infectade i 56 2 :
T células do tecido
% alimentar de ivfectads
9 sangue humano
G \ com parasitos
Os tipomastigotas %
ingeridos se transformam = o
em epimastigotas no j\ - - &

intestino médio do inseto ."’5} \
0 el b = -
Amastigotas intracelulares se transformam em

tripomastigotas e eclodem para fora da célula e
entram na corrente sanguinea

Figura 2: Ciclo evolutivo do Trypanossoma cruzi.

Fonte: Adaptado de Wikimedia Commons, the free media repository. Disponivel em: <https://commons.wikime-
dia.org/w/index.php?title=File: Trypanosoma cruzi_lifecycle dumb.png&oldid=368135738>. Acesso: 24 mar. 2020
O género Trypanosoma é causador de: (i) tripanossomiase americana (nas Américas),
também chamada de doenca de Chagas (em homenagem ao pesquisador brasileiro Carlos
Chagas); causada pelo 7. cruzi e transmitida principalmente pelas fezes do inseto vetor barbeiro;
(ii) tripanossomiase africana ou doenca do sono, causada pelo 7. brucei e trasmitida pela
saliva da mosca tsé-tsé (Glossina palpalis). Embora tenham possivelmente compartilhado um
ancestral em comum por volta de 100 milhdes de anos atras, algumas diferencas fundamentais
e o meio de transmissdo foram importantes para separar a classificagdo desses organismos
(STEVENS et al., 1999; GALVAO, 2014; DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES
INITIATIVE, 2019)
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A tripanossomiase americana (doenga de Chagas) apresenta, comumente, duas fases:
uma fase aguda e outra cronica. Na fase aguda, os sintomas caracteristicos sao febre prolongada
(por mais de 7 dias); dor de cabeca; fraqueza intensa; inchago no rosto e pernas (COTZER;
TUSTIN, 2005; DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2019). Na fase
cronica, geralmente ndo hd o aparecimento dos outros sintomas, mas alguns pacientes
apresentam problemas cardiacos, como insuficiéncia cardiaca e problemas digestivos, como

megacodlon e megaesdfago (DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2019).

As principais formas de transmissao da doenga sao:
I. Vetorial (quando ha o contato com fezes de insetos contaminados, ap6s picada);
II. Oral (por ingestao de alimentos contaminados com os parasitos);
II1. Vertical (passagem dos parasitos de mulheres infectadas por 7. cruzi para seus
bebés durante a gravidez ou o parto);
IV. Por transfusdo de sangue ou transplante de 6rgdos provenientes de doadores

infectados.

Os vetores da doenga de Chagas recebem diversos nomes vulgares, dependendo da
regido ou pais onde sdo encontrados. No Brasil, 0 nome mais conhecido ¢ o “barbeiro”; nas
regides Sudeste e Centro-Oeste sdo conhecidos como percevejo do mato, percevejao, vum-vum
e cascudo; nas regides Norte e Nordeste como percevejo de parede, percevejo francés, furdo,
ronddo entre outros; e no Sul como chupio, fincio e bicho-de-frade (GALVAO, 2014).

Dentre as diferentes espécies catalogadas dos vetores, a mais importante e mais antiga
das Américas ¢ a Triatoma infestans (Figura 3). No ano de 2006, o Brasil recebeu a certificacao
internacional da eliminagdo desta espécie através do Programa de Controle da Doenca de
Chagas, mas a alta precariedade das moradias em areas rurais tem reforcado o contado das
outras espécies dos insetos vetores com os seres humanos, o que cria condi¢des favoraveis a
infestacdo das casas pelos insetos triatomineos e consequentemente a progressao de casos da
doenca (GALVAO, 2014; PROGRAMA INTEGRADO DE DOENCA DE CHAGAS DA
FIOCRUZ (PIDC), 2017).
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Figura 3: Principais espécies de triatomineos (inseto vetor barbeiro) e suas localizagdes nas diferentes regides do
Brasil ¢ América Latina. (A) Triatoma infestans. (B) Panstrongylus megistus. (C) Triatoma brasiliensis. (D) Tri-
atoma sordida.

Adaptado de: Vetores da doenga de Chagas. Laboratdrio de Triatomineos e Epidemiologia da doenca de Chagas
(LATEC). Centro de Pesquisa René Rachou Fundagdo Oswaldo Cruz. Disponivel em: <http://chagas.fio-
cruz.br/wp-content/uploads/2018/08/05-folder-3-vetores-da-doenca-de-chagas.pdf>. Acesso: 15 mar. 2021.

A doenga de Chagas ¢ endémica da América Latina, ou seja, especifica dessa regido,
mas apresenta, também, casos nos EUA, Canad4, Europa, Japao e Australia devido ao grande
fluxo migratorio de pessoas que acabam se infectando em viagens aos paises atingidos e depois
retornam aos seus paises de origem (Figura 4). A doenca de Chagas apresenta o quarto maior
impacto social entre todas as doengas infecciosas e parasitarias na América Latina, atrds das
doencas respiratorias, diarreias e AIDS (GALVAO, 2014; DRUGS FOR NEGLECTED
DISEASES INITIATIVE, 2019).

® Endémica
Nao endémica mas presente

Figura 4. Presenca de casos de doenga de Chagas no mundo.

Adaptado de Organizagdo Pan-Americana da Satde. Neglected infectious diseases: Chagas disease. 2017. Dis-
ponivel em: https://www.paho.org/hg/dmdocuments/2017/2017-cha-chagas-factsheet-work.pdf. Acesso: 09 dez. 2019.
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Segundo dados da Organizacao Pan-Americana da Saude (OPAS), o nimero de pessoas
infectadas chega a 6 milhdes somente na América Latina, com 14.000 mortes ao ano (DRUGS
FOR NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2019). Dessa maneira, a doenga de Chagas
caracteriza um grave problema de saude publica negligenciada pelo setor privado, devido a
natureza da populacao acometida, que em sua maioria ¢ de pessoas pobres, vivendo em zonas
rurais, com baixo acesso a dgua e saneamento bdasico, ¢ conhecedor de pouca ou nenhuma
informacao acerca da doenca. Assim, grandes empresas e laboratorios ndo investem em
pesquisas e no tratamento da doenga, cabendo ao setor publico tomar essa responsabilidade.

Atualmente, o tratamento dessas doencas causadas por tripanossomatideos é baseado
em apenas dois medicamentos que foram desenvolvidos hd mais de cinquenta anos e que
apresentam inumeros efeitos colaterais, sendo eles o Nifurtimox e Benznidazol (Figura 5) dois
compostos nitroheterociclicos. No Brasil, somente o Benznidazol ¢ utilizado, produzido pelo
LAFEPE (Laboratério Farmacéutico do estado de Pernambuco “Governador Miguel Arraes”),

sendo o unico produtor no pais (DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2019).

0]
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Benznidazol Nifurtimox

Figura 5: Estrutura dos medicamentos utilizados no tratamento da doenga de Chagas

Ambos os farmacos utilizados no tratamento possuem o grupo nitro (—NO,) em sua
estrutura, que ¢ reduzido a um grupo amino pela agdo de nitro-redutases, formando varios
radicais livres intermediarios e metabolitos eletrofilicos (MAYA et al., 2007). Resumidamente,
o mecanismo de acao do Nifurtimox envolve a producao de radicais nitro-anidnicos que, em
presenca de oxigénio molecular, deixam as células de 7. cruzi incapazes de desintoxicarem os
radicais livres. O mecanismo de acdo do Benznidazol relaciona-se a nitro-redugdo de
componentes do parasito, a ligacdo de metabodlitos do DNA nuclear e k-DNA (DNA do
cinetoplasto) de 7. cruzi e lipidios e proteinas do parasito. Devido a sua alta reatividade, os
metabolitos eletrofilicos que se formam pela agdo dos medicamentos podem atuar também em
outros sistemas, incluindo os do hospedeiro mamifero, que acabam contribuindo para efeitos
citotoxicos no tratamento dos pacientes (MAYA et al., 2007; COURA; BORGES-PEREIRA,
2011; SANTOS, 2012).
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Apesar de apresentarem resultados excelentes na fase aguda da doenca (80% de cura),
os medicamentos t€m custos elevados, baixa seguranca e baixa tolerabilidade causada pelos
tratamentos longos, que na maioria das vezes levam os infectados a desistirem de seguir adiante,
0 que causa, assim, recorréncia de casos que uma vez estiveram curados clinicamente (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2012; DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES INITIATIVE,
2019).

Os grandes desafios presentes atualmente no Brasil com relagdo a doenga se dao pela
ocorréncia de casos agudos de Chagas nos estados da Amazonia Legal, com predominancia de
casos cronicos decorrentes de infec¢des passadas. Menos de 10% das pessoas infectadas
recebem o diagnostico correto da doenca nas Américas e somente cerca de 1% recebe o
tratamento antiparasitario e segue até o final (DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES
INITIATIVE, 2019).

A ineficiéncia e falta de agentes quimioterapéuticos que sejam baratos no combate a
doenga torna extremamente necessaria a pesquisa ¢ desenvolvimento de tratamentos seguros e
de via oral, preferencialmente. Apesar dos avancos tecnoldgicos vivenciados atualmente, até o
ano de 2011, por exemplo, somente dois candidatos a farmacos (posaconazol e ravuconazol)
estavam na fase 2 do desenvolvimento clinico para tratamento da doenga do sono e de Chagas.
E enquanto novos tratamentos ainda estdo longe de virar realidade, o controle das populacdes
dos insetos vetores ou programas de vigilancia que possam reduzir o risco de infecgdes se
tornam a principal arma contra a doenga de Chagas (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2012; GALVAO, 2014; DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2019).

As andlises e estudos metabdlicos dos tripanossomatideos e posteriormente o
sequenciamento gendmico e protedmico do 7. cruzi, bem como outros estudos bioquimicos,
revelaram alvos hipotéticos para o tratamento da doenga de Chagas, como a trans-liadase, a
histidina amonio-liase e a urocano hidratase, que sdo algumas enzimas presentes no
metabolismo do parasito; além de outros alvos bioldgicos como algumas organelas celulares
exclusivas, proteases, enzimas como as DNA topoisomerases I e II, proteinas envolvidas na
sintese de lipoproteinas, ou enzimas que participam da producdo de ATP (adenosina tri fosfato)
através da via glicolitica — todos estes foram levantados como alvos na busca de farmacos contra

o T. cruzi (PITA; PASCUTI 2011).
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Um alvo interessante que tem emergido no desenvolvimento de antiparasitarios,
pesticidas e anticancerigenos ¢ a tubulina, uma proteina globular. Embora ndo seja tao
explorada como alvo contra 7. Cruzi, alguns trabalhos t€ém mostrado que inibidores de
polimerizacao da tubulina apresentam atividades promissoras frente ao parasito (ZHOU;
GIANNAKAKOU, 2005; FENNEL et al., 2008; OGINDO et al., 2016). Por este motivo, a
tubulina tem se tornando um alvo molecular importante no tratamento da doenga de Chagas.

Por este motivo, a fim de se compreender melhor o papel da tubulina em processos

biologicos, a seguir, serdo dadas as principais informagdes e atividade da tubulina na se¢ao 1.2
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1.2 Tubulina como Alvo Molecular

A tubulina é um dos varios membros de uma familia de proteinas globulares responsa-
vel pela formagao basica de microtibulos. Sendo constituidos de um dimero de alfa e beta tu-
bulina, que formam 13 protofilamentos, os microtiibulos (Figura 6) tém papel significativo na
geracdo do fuso mitdtico durante o processo de formacao celular (LIU et al., 2014). Além disso,
eles estdo envolvidos na determinacdo da forma e polaridade celular, movimentos celulares e
transporte intracelular, manuten¢do da integridade estrutural das organelas celulares; — ativida-
des essas essenciais para a sobrevivéncia celular (LIU et al, 2014; BHARGAVA;
CHATTERII, 2014).

No campo de estudo para descoberta de farmacos anticancerigenos, a tubulina tem se
tornado alvo importante e mostrado que inimeros agentes interferentes de tubulina sdo os
primeiros fAirmacos quimioterapicos utilizados para o tratamento de canceres (BOBBAA et al.,

2017).

B-tubuling ——— .Q
f

o-tubulina

Microtubulo

Figura 6: Representagdo da estrutura de microttibulo.

Fonte: Alejandro Porto, CC BY-SA 3.0 via Wikimedia Commons. Disponivel em:<https://com-
mons.wikimedia.org/w/index.php?title=File:Microtubulos.jpg&oldid=479063485>Acesso: 04 jan. 2021.
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A tubulina ¢ uma proteina altamente conservada dentro de diversas espécies. No
entanto, ¢ descrito que organismos diferentes apresentam niveis distintos de sensibilidade a
agentes antimitoticos, indicando que ha diferencas estruturais em tubulinas entre espécies
diferentes. Desse modo, infere-se que as tubulinas de determinados alvos podem ser mais
seletivas do que outros (BOBBAA et al., 2017).

Assim, os agentes com alvo em microtibulos podem promover a polimerizagao ou
despolimerizagao de tubulinas, os processos que formam ou desfazem os microtibulos, agindo
diretamente no seu comprimento e, consequentemente, em sua estabilidade. Esses agentes
podem se ligar através de diferentes sitios de ligagdo (Figura 7) presentes nas estruturas dos
microtubulos, sendo classificados em cinco: alcaloides da vinca, colchicina, taxanos, epotilonas

e laulimalida (FOSKET, 1992; LIU et al., 2014; SINCLAIR; DE GRAFFENRIED, 2019).

Extremidade Negativa (-)

Laulimalida

a - Tubulina

Sitio da
Colchicina

Alcaloides
da Vinca

Taxanos

B - Tubulina
Epotilona

” Sitios de Ligagao

Extremidade Positiva (+)

Figura 7: Corte ampliado de um dimero de tubulina da estrutura de microtubulo, mostrando os cinco
diferentes sitios de ligagdo. Adaptado de Alejandro Porto, CC BY-SA 3.0. via Wikimedia Commons.
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Os microtibulos sdo, de certa forma, diretamente responsaveis pela forma dos tripanos-
somatideos cujos corpos sdo envoltos por uma unica camada de microtubulos, chamada de ma-
triz subpelicular. Diversas abordagens mostraram que a matriz de microtubulos em 7. brucei,
por exemplo, sdo altamente organizadas e notavelmente estaveis, com o crescimento de suas
extremidades positivas direcionadas para a parte posterior da célula (Figura 8) (SINCLAIR; DE
GRAFFENRIED, 2019).

(A)

Microtibulos da matriz
subpelicular

tripomastigota de Trypanosoma brucei

Citéstoma

(B)

Reticulagéo
de Fibrilas

promastigota de Leishmania mexicana

Posterior (+) Anterior (-) |

Figura 8: (A) Esquema representando os microtibulos na matriz subpelicular na forma tripomastigota pro-
ciclica em um T. brucei (no topo), e na forma epimastigota de 7. cruzi (ao centro), e forma promastigota de Leishmania
mexicana — tripanossomatideo causador da leishmaniose (inferior). (B) Esquema de reticulagdo das fibrilas que unem
os microtibulos da matriz — zoom a partir do recorte em (A). Adaptado de SINCLAIR, A. N., GRAFFENRIED, C. L.,
2019

Os tripanossomatideos acabam sofrendo uma série de mudangas morfologicas a medida
que percorrem o corpo dos insetos infectados e hospedeiros mamiferos, adotando as formas
epimastigota e promastigota principalmente. Essas mudangas se ajustam aos diferentes
ambientes em que os tripanossomatideos habitam a fim de que possam garantir sua
sobrevivéncia. Os microtubulos subpeliculares, por sua vez, conferem estabilidade adicional
para o parasito, dando-lhe as habilidades locomotivas de que necessita para percorrer o corpo
de seu hospedeiro (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010; WHEELER; GLUENZ; GULL,
2013; SINCLAIR; DE GRAFFENRIED, 2019).
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As estruturas que contém tubulina sdo responsaveis pela maioria das atividades
celulares, como transporte intracelular, manutencdo e desenvolvimento celular, mobilidade
celular e distribuicao de moléculas nas membranas celulares. A tubulina tem sido descrita como
tendo papel importante na divisao celular de tripanossomas, onde a taxa de duplicagdo da
populagdo desses parasitos ¢ altamente dependente da polimerizagdo/despolimerizacdo da
tubulina. Neste caso, inibidores de tubulina podem romper o processo mitotico, ocasionando
uma parada do ciclo celular, limitando, assim, a proliferacao celular e podendo leva-las a morte.
Atrelada ao bloqueio de divisdao de células de tripanossomatideos, a inibigdo de tubulina
também afeta a funcdo locomotora do flagelo que, como consequéncia, pode apresentar
deformacdes, dificultando a mobilidade do parasito (LAMA et al., 2012).

Nos tripanossomas, a tubulina ¢ descrita como possuindo caracteristicas bioquimicas
interessantes, podendo sofrer modificacdo quimica da cadeia proteica apos sua tradugao
(chamada modificagdo pds-transducional/translacional) através de mecanismos de acetilacao,
tirosinagdo e poliglutamilagdo, alterando assim sua atividade, localizagdo, e interagcdo com
outras proteinas. Os niveis de poliglutamilag¢do (adi¢do de cadeias laterais de glutamato as
proteinas), por exemplo, podem ser responsaveis por um “cddigo” das tubulinas e dessa forma
regular sua polimerizagdo e/ou alteragdo com proteinas motoras. Além disso, as tubulinas de
tripanossomas tém diferencas das tubulinas de mamiferos no que diz respeito as suas
sensibilidades a determinados farmacos. Elas sdo relativamente insensiveis a colchicina 9a,
com afinidade reduzida, e aos alcaloides da vinca vimblastina 9b e vincristina 9¢, no entanto,
apresentam sensibilidade a alguns compostos anti-tubulina como taxol 9d e benzimidazois 9e

(Figura 9) (FOSKET, 1992; STEVERDING; TYLER, 2005).



24

Figura 9: Estrutura de alguns farmacos anti-tubulina como Colchicina (9a), Vimblastina (9b) e Vincristina
(sitio ligante dos alcaloides da vinca) (9¢), Paclitaxel (sitio ligante do taxol) (9d), Benzimidazois (9e).

A inibigdo de tubulina vem sendo descrita na literatura em variados trabalhos com pro-
dutos naturais, sobretudo em estudos analisando as atividades tripanocidas de certas substan-
cias. Como exemplo, Ogindo et al. (2016) analisou alguns derivados sintéticos 1,4-naftoquino-
nas imido-substituidas que mostraram ser potentes agentes anti-tripanossomas, mais ainda que
o farmaco de tratamento Nifurtimox, através do controle da proliferagao de células de 7. cruzi
na fase G2/M do ciclo celular. O composto IMNDQ3 (Figura 10) quando analisado por Ogindo
et al. apresentou um valor de concentragdo necessaria para inibir 50% do parasito (chamada de
metade da concentragio inibitoria maxima ou ICs) igual a 0,70 uM contra um ICso' de 10,67

UM para o farmaco Nifurtimox (KHRAIWESH et al., 2012; OGINDO et al., 2016).

" Um valor de ICso baixo significa que a substincia é potente em baixas concentragdes. Desse modo,
apresentara menor toxicidade sistémica quando for administrado ao paciente, no caso de um farmaco, por exemplo.



25

0]
O IC5¢ (uM)
NW Atividade Anti-tripanosoma 0,70
cl (0] Atividade Anti tubulina 7. cruzi 3,2
(0]
IMNDQ3

Figura 10: Estrutura de analogo de 1,4-naftoquinona (IMNDQ3) com atividade anti 7. cruzi. Adaptado
de OGINDO et al., 2016.

Quando testado para a inibi¢ao de tubulina de 7. cruzi, embora o farmaco Nifurtimox
ndo tenha sido avaliado nesse quesito para comparacdo, o composto IMNDQ3 mostrou uma
atividade interessante, com ICso de 3,2 uM, apontando, dessa forma, para um processo disrup-
tivo de tubulina, provavelmente por inibi¢cdo de polimerizacdo da tubulina (OGINDO et al.,
2016).

Seguindo nos estudos de substancias com possiveis atividades tripanocidas, em 2016,
Sueth-Santiago e colaboradores investigaram os efeitos citotoxicos do produto natural curcu-
mina (CUR) e de outros curcuminoides em diferentes formas de 7. cruzi. Sendo o componente
majoritario dos rizomas de uma planta, a Curcurma longa (C. longa), a curcumina tem sido
amplamente investigada por suas propriedades quimioterapéuticas, sobretudo contra alguns pa-
rasitos como Leishmania sp., T. brucei e Plasmodium falciparum. Em estudos anteriores, CUR
se mostrou ativa contra Leishmania amazonensis possivelmente pela sua estrutura similar ao
farmaco pentamidina, utilizado no tratamento da leishmaniose (SUETH-SANTIAGO et al.,
2016).

Nas investigagcdes de Sueth-Santiago (2016), foram utilizados quatro compostos natu-
rais, a CUR e outros curcuminoides, desmetoxicurcumina (DMC), bisdesmetoxicurcumina
(BDMC) e ciclocurcumina (CC) (Figura 11), contra as formas epimastigotas de 7. cruzi. Com
excecao da CC, todos os outros foram ativos nesta forma, sendo o mais potente a CUR com
ICs0=10,13 uM. Os compostos nao apresentaram atividade citotoxica em dois tipos de células
de roedores testados, mostrando citotoxicidade seletiva para as células de 7. cruzi. O tratamento

feito com CUR provocou a formacao de multiplos flagelos encurtados nas células de 7. cruzi,
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sugerindo uma divisdo celular incompleta do parasito, indicando distirbios nos microtibulos

por mecanismo de interacdo com a tubulina (SUETH-SANTIAGO et al., 2016).

Curcumina (CUR) Desmetoxicucurmina (DMC)

H,CO L ocH,
o
OH HO OH
Bisdesmetoxicucurmina (BDMC) Ciclocurcumina (CC)

Figura 11: Estrutura quimica da curcumina e outros curcuminoides.
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1.3 O Produto Natural Lavendustina: Atividades Bioldgicas e Prospecgoes

A busca por tratamentos de doengas parasitarias tem mostrado agentes com promissoras
atividades contra tripanossomatideos, dentre eles podemos citar os inibidores de cisteino pro-
teases (enzimas responsaveis pelo ciclo de vida dos parasitos), inibidores de proteassoma (um
complexo proteico responsavel pela degradacio de proteinas intracelulares), inibidores de DNA
topoisomerases (enzimas essenciais que catalisam mudancas topologicas na molécula de DNA),
os agentes direcionados a tubulina (como supracitado), inibidores da sintese de lipidios, inibi-
dores de lipoilagdo, dentre outros compostos e os produtos naturais (STEVERDING; TYLER,
2005).

Muitos dos farmacos utilizados hoje sdo produtos naturais ou compostos sintéticos de-
rivados de produtos naturais. Alguns trabalhos ja mostraram varios compostos naturais como
alcaloides, derivados fenolicos, quinonas e terpenos com boas atividades inibitorias in vitro no
crescimento de tripanossomas (HOET et al., 2004; STEVERDING; TYLER, 2005). A diversi-
dade dos produtos naturais com atividades antiprotozodarias tem sido reportada em varias ana-
lises de moléculas ativas, principalmente, nos agentes etioldgicos da malaria, leishmaniose ou
doenca de Chagas (HOET et al., 2004).

Como exemplo, em 1989, Onoda et al isolou um metabolito natural, a Lavendustina A
(Figura 12), extraido de células de bactérias Streptomyces griseolavendus. Este produto natural
foi posteriormente descrito como um potente inibidor de proteina tirosina quinase (PTQ), uma
proteina altamente responsavel por diversas atividades das células, dentre elas a proliferagao,
diferenciagdo, mobilidade, sobrevivéncia e morte celular. Devido as PTQs atuarem nao so-
mente como reguladores-chave de processos celulares normais, mas também no desenvolvi-
mento e na progressao de varios tipos de cancer, estas t€ém se tornado excelentes alvos na terapia

de doencas cancerigenas (NUSSBAUMER et al., 1994; ROMEIRO; AVILA, 2010).

OH O OH O

OH OH
OH OH OH OH 0
N N NH
OH OH OH OH OH
12a 12b 12¢

Figura 12: Estrutura do produto natural Lavendustina A (12a), Lavendustina B (12b) e sua subunidade
farmacoforica Lavendustina C (12c¢).
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Adicionalmente, a lavendustina A (12a) e sua subunidade farmacoforica (por¢ao biolo-
gicamente ativa), a Lavendustina C (12¢) (Figura 12¢), apresentaram inibi¢ao contra a proteina
tirosina quinase do receptor do fator de crescimento epidérmico (PTQ-RFCE). No entanto, de-
vido a alta polaridade e pobre permeabilidade celular, ambos perdem significativamente a ati-
vidade bioldgica, em grande parte devido a porcao carboxilica (—COOH). Assim, diversos gru-
pos de pesquisa iniciaram investigacdes em quimica medicinal modificando a estrutura de 12c,
como forma de melhorar a penetragao celular e consequentemente a sua bioatividade (ONODA
et al., 1989; NUSSBAUMER et al., 1994; MU et al., 2001, 2002, 2003).

Por meio de um estudo da atividade antiproliferativa contra células de linhagem nao-
tumoral de queratindcitos (HaCat) com varios analogos da Lavendustina, Nussbaumer et al.
(1994) mostrou que o composto 13b (Figura 13) foi um potente inibidor apresentando um ICso
de 0,04 uM. Quando testados contra a PTQ-RFCE em condicdes livres de células, 12a e 12b
apresentaram valores semelhantes de inibicdo com ICso em torno de 4,1 uM, contudo, muitos
dos seus derivados, incluindo 13b, foram inativos, inferindo que a por¢do hidroquinona (1,4-
di-hidroxi-benzeno) era necessaria para uma inibigao eficiente de PTQ-RFCE. A O-metilagao
da porcao hidroquinona de 12¢ produziu um analogo dimetoxilado (diOCH3 ou diOMe) des-
provido de atividade antiproliferativa. No entanto, esse mesmo analogo depois de sofrer uma
reacdo de esterificagdo na porc¢ao acido carboxilico converteu-se a 13a (Figura 13) que apre-
sentou significativa atividade antiproliferativa contra os queratinocitos (HaCat) com ICso de 1,5
UM. A substitui¢do do nitrogénio (espacador) nessas estruturas gerou outros analogos que tive-
ram suas atividades frente aos queratindcitos aumentada (13b, 13¢-13¢”) (Figura 13); um deles,

13b, apresentou valor de ICso menor que 1 uM. As modificacdes estruturais mostraram que o

RO
MeO MeO.
> o
OMe OMe X 13¢
NH q
N
OMe O OMe OH O \/\OF
OH O OH O
IC5p (0M)
13 X R __PTQ-RFCE__Tubulina
a 13b (SDZ 281-977) 3¢ | NH I 4.000.4 102
HaCat IC5p= 1,5 uM HaCat IC5 = 0,04 pM 13¢' | co | cu, —_ 1,40,08
PTQ-RFCE ICs,> 100 pM 13¢" | CH, | cH, — 1,4£0,4

Figura 13: Estrutura de analogos da Lavendustina A com respectivos valores de inibicdo (ICso).
(13a) Anélogo O-metilado e esterificado; (13b) Estrutura parcial modificada de 12¢, composto SDZ 281-977; (13¢c-
¢”) Derivados sintéticos da Lavendustina C.
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alto grau de flexibilidade relacionado a substitui¢do do atomo central e o aumento da lipofilici-
dade podem ter sido as causas para as boas atividades vistas. Posteriormente, 13b e 13¢ também
foram descritos como inibidores do processo de polimerizacao de tubulina, atuando como blo-
queadores do ciclo celular na mitose através da perturbagao dos microtibulos do fuso mitético.
Em suma, os efeitos antiproliferativos dos analogos mencionados se deram, em grande parte,
pela inibicdo de polimerizacdo da tubulina mais do que qualquer outro efeito de inibicdo de
PTQ. (NUSSBAUMER et al., 1994, CAMMISULI et al., 1996; MU et al., 2001; GHIANO et
al.,2011).

Os resultados dos ensaios bioldgicos conduzidos por Mu et al (2003), mostraram que os
analogos 13¢’ e 13¢”’, que possuem dois grupos metoxila no anel benzilico, foram os mais
potentes inibidores de polimeriza¢ao de tubulina (ambos com ICso = 1,4 uM). Esses valores se
mostraram até melhores ou muito semelhantes a alguns agentes ja conhecidos como inibidores
de tubulina como combrestatina A-4 (ICso = 1,9 uM), podofilotoxina (ICso = 2,1 uM) e tiocol-
chicina (ICso = 1,4 uM) (MU et al., 2003).

Em estudos posteriores, Nussbaumer e Winisky (2008) também investigaram as rela-
¢oes de estrutura-atividade (SAR, do inglés structure—activity relationship) do entdo inibidor
de PTQ-RFCE 13b devido a efeitos de modificagcdes no anel contendo a por¢ao 2,5-dimetoxi-
fenil, produzindo, principalmente, duas séries de outros derivados (Figura 14). As analises bio-
logicas mostraram que a alta atividade desses compostos era atingida quando ao menos um dos
substituintes era o grupo metoxila. Embora os compostos tivessem o mesmo mecanismo de
acdo antimitdtica, havia um potente decréscimo da atividade antiproliferativa quando as modi-
ficagdes ocorriam na posi¢do 5 do anel em relagdo a mesma substituigdo na posi¢ao 2, na qual
os efeitos estéricos eram mais pronunciados do que os efeitos eletronicos do anel

(NUSSBAUMER; WINISKI, 2008).

1* Série 2% Série
R =2-OMe R =2,5-diOEt
R =3-OMe R =2-OMe, 5-Cl

R =2,3-diOMe R = 2-Br, 5-OMe
R =2.,4-diOMe R =2-OMe, 5-SMe
R = 2,6-diOMe R =2-NMe,, 5-OMe
R =3,4-OCH,0- R =2,5-diEt
R = 2-Et, 6-OMe
R = 2-OMe, 5-NH,
R = 3-OMe, 4-t-butil

14
Figura 14: Série de derivados da Lavendustina testados para SAR (relacao estrutura-atividade). Adaptado
de NUSSBAUMER e WINISKY, 2008.
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As atividades promissoras da Lavendustina A e C tém estimulado diversos estudos des-
tes compostos com diferentes alvos moleculares, criando uma variedade de analogos, muitas
vezes, com atividade bioldgica potencializada, como visto até agora. Contudo, a maioria dos
trabalhos publicados com analogos da Lavendustina A investigaram a citotoxicidade contra
células cancerigenas e, em raros casos, esses analogos foram avaliados como antiparasitarios
(GHIANO et al., 2011).

Visando, entdo, desenvolver novos agentes contra doengas parasitarias, Ghiano e cola-
boradores (2011) publicaram um trabalho envolvendo uma série de analogos N,N-dissubstitui-
dos utilizando como base a estrutura da Lavendustina A (12a), através de uma sintese de duas
etapas sendo uma aminagao redutiva de aldeidos substituidos 15 e anilinas 16 (intermediarios),

e N-alquilacdo das aminas secundarias 17 (Esquema 1) (GHIANO et al., 2011).

17
NaBH(AcO);. G R,
@/GHO HN ~ | AcOH, DCM NN
R, + t— R, > R, — H
X Temp. amb. - Z

pernoite
15 16 Br
- , K,CO5, MeCN, ()I
R]:3,4-d10Me R,=H microondas ! 18
R173-OM.6,4—OBn R,=4-OMe
R,=3,4-DiOBn
y
G
N

R, |
R, =3,4-diOMe  Ativ. Antileishmania 4@7%
RZ = H

n=CH, ICs9 = 6,5 ng/mL

19

n= CHZ, (CH2)2
Esquema 1: Sintese de analogos da Lavendustina avaliados com atividade antiparasitaria. Adaptado de
GHIANO et al, 2011.

Os compostos tiveram suas atividades avaliadas in vitro contra células promastigotas de
Leishmania donovani (protozoario também da familia Trypanosomatidae e causador da leish-
maniose). O analogo 19 com o substituinte 3,4-diOMe foi o que apresentou maior atividade
antileishmania, com ICso de 6,5 pg/mL (aproximadamente 19,4 uM). Em comparagdo, o anti-
fungico Anfotericina B, que também ¢ utilizado como antiprotozodrio, apresentou ICso de 0,15
pug/mL (aprox. 0,16 uM) para atividade antileishmania (GHIANO et al., 2011).

Em estudos com triagem virtual baseada em estrutura e ensaios de atividade biologica

de uma selec¢ao de produtos naturais, 12b foi identificado como inibidor da interagao da proteina
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HIV-1 integrase (IN) com o fator de transcri¢cao p75 e fator de crescimento derivado do crista-
lino (denominada LEDGF/p75). Tal fato levou Agharbaoui e colaboradores (2016) a desenvol-
verem estudos in silico de derivados de 12b com atividade melhorada. Os analogos foram sin-
tetizados removendo-se a por¢ao 2-hidroxi e colocando dtomos de halogénio (como Cl e F) e
substituintes metila, a fim de que as areas hidrofobicas da estrutura fossem exploradas (Es-
quema 2). O analogo 25 produzido com o substituinte 2-CI apresentou a melhor atividade com
ICs0 = 3,78 uM, mostrando boas correlacdes com os dados computacionais € experimentais,

abrindo caminho para uma promissora nova classe de inibidores de HIV-1 integrase

(AGHARBAOUI et al., 2016).

20a - 20b 20c
O,N COOH Q) H,N COOH (ii) H,N COOMe
—_— = _ =
OH OH OH
CHO
‘ N
R—1 (iii)
=
21
COOMe
22 OH
| AN N
R—— H
R =H, 2-Cl, 3-Cl, =
2-F, 3-F, 2-CH;
23
AN B | (V)
R——
=
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COOH COOMe
OH OH
N N V) | X N
R | - R——
= S = N
| —R u | R
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(i) Zinco em po, 0-5 °C, HCl,. , refluxo, 4h; (ii) MeOH, H,S0,, 0 °C, 80 °C, 24h; (iii) MeOH,
AcOH, 0.5h, 40 °C, temp. amb. 1h, 5 -10 °C, NaCNBHj;, 2h temp. amb.; (iv) NaH, DMF, Argonio
3h temp. amb.; (v) NaOH, MeOH, THF, 60 °C, 24 h, HC1 2 N.

Esquema 2: Sintese de analogos da Lavendustina B com atividade anti HIV-1 integrase. Adaptado de
AGHARBAOUI et al., 2016
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1.4  Nucleos 1,2,3-triazdlicos e Obtencao de Novos Compostos Bioativos

O planejamento e a sintese de novos compostos bioativos enfrentam diversos desafios
que vao desde a busca por bons rendimentos reacionais até a chegada desses promissores com-
postos as farméacias. Grande parte de compostos bioativos sintetizados em laboratorios nao tém
muito sucesso nas etapas pré-clinicas. Assim, muitos pesquisadores recorrem a novas estraté-
gias como forma de melhorar as atividades biologicas desses compostos ou mesmo varia-las
(LEITE et al., 2018; LESSA, 2021).

Uma dessas estratégias, muito utilizada na quimica medicinal, utiliza grupos 1,2,3-tria-
z6licos como conectores (ou /inkers) entre dois outros grupos farmacoforicos de um composto.
Os grupos 1,2,3-triazolicos também sdo chamados de bioisosteros dos grupos amida por apre-
sentarem propriedades fisico-quimicas semelhantes. Para se obter esses grupos 1,2,3-triazolicos
podem ser feitas reagdes do tipo Click Chemistry, um processo rapido de conexao de unidades
menores. A melhor aplicagdo da Click Chemistry sdo as cicloadigdes 1,3-dipolares de Huisgen
de alcinos e azidas catalisadas por Cu(l) para produzir 1,2,3-triazdis 1,4 dissubstituidos (tam-
bém conhecidas como CuAAC do inglés copper(l)-catalyzed azide—alkyne cycloaddition) (Es-
quema 3) (MOSES; MOORHOUSE, 2007; HOLUB; KIRSHENBAUNM, 2010; LEITE et al.,
2018).

2

3 N -
-
" NER" 3Nz "
~. N=—R
. 4 5 )
R™4 75
—R' R'
~ 1:1 (Syn: Anti)
+
N\\N+ Ru 2
AN e 3 -
N N="'\ 1
L )\/N—R"
Cu(l x
() R2 4 5

Exclusivo 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido

Esquema 3: Reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar de Huisgen. A cicloadi¢do induzida termicamente leva a
formagdo de uma mistura de estereoisdmeros 1,4 e 1,5-triazol na proporg¢do de 1:1. A cicloadigao catalisa por Cu(I)
leva a formag8o exclusiva do 1,2,3-triazol 1,4 dissusbstituido. Adaptado de MOSES e MOORHOUSE, 2007.
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O processo para a obten¢ao dos 1,2,3-triazois 1,4-dissubstituidos ndo requer grupos de
protecdo e se da de maneira regiosseletiva. Além disso, o anel gerado ¢ quimicamente inerte a
algumas condicdes reativas como oxidacao, redugdo e hidrolise, apresentando uma polaridade
intermediaria de aproximadamente 5 Debye (= 1,7x102° C-m) (MELDAL; TORNGgE, 2008).
Todas essas caracteristicas tornam estes cicloadutos extremamente versateis e amplamente ex-
plorados como “linkers” e/ou por¢ao farmacoforica (MOSES; MOORHOUSE, 2007; YOON;
RYU, 2010; LEITE et al., 2018).

Na literatura, s3o encontradas substituicdes similares por triazdis (bioisosteismo) que
podem ser visualizados em diversos compostos como antiparasitarios, anticancerigenos, anti-
virais, bactericidas, antiepilépticos, inibidores de enzimas e compostos reguladores de sono
(FERNANDES et al., 2012; LEITE et al., 2018).

Como exemplo, em 2010, Yoon e Ryu publicaram um trabalho envolvendo a sintese de
diversas moléculas andlogas a Lavendustina C (28), por meio da Click Chemistry. No trabalho,
a porcao acido salicilico e a por¢ao hidroxibenzeno de 12¢ foram variadas estruturalmente,
substituindo a ligagdo —CH>-NH- por um anel triazol lipofilico. Neste contexto, a metodologia
Click Chemistry permitiu aos substituintes do anel 1,2,3-triazol que fossem variados com o uso

de diferentes azidas organicas 26 ou de alcinos 27 (Esquema 4) (YOON; RYU, 2010).

Y//\ N\
0 N . CuSO, (20% mol) 0 o
Xjﬁg/ 3 Y- Ascorbato de Sodio NN
+ = > X ‘N
Z
HO t-BuOH / H,0
26 27 temp. amb., 4 dias HO
28
X=NHR, OR, OH X = 4-F-Ph(CH,),NH-
Y= OCH;, OH X = 3-CF5-PhNH-
X = CH;0-
X =0H-

Esquema 4: Sintese de analogos da Lavendustina com a por¢ao 1,2,3-triazol pelo método Click Chemis-
try. Adaptado de YOON e RYU, 2010.
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Os ensaios biologicos dos andlogos gerados mostraram bioatividades contra duas linha-
gens de células cancerigenas: a HCT116 (cancer de célon humano) e CCRF-CEM (leucemia),
obtendo valores de Glso (metade da concentragdo maxima para inibicao da proliferagao celular)
que variaram de 4,37 — 20,4 uM para HCT116, e de 0,93 — 22,87 uM para CCRF-CEM (YOON;
RYU, 2010).

Em 2015, como forma de descobrir novos andlogos potentes do Benznidazol, utilizado
para o tratamento da doenca de Chagas, Andrade e colaboradores sintetizaram e avaliaram bi-
ologicamente uma série de derivados do farmaco, contendo a porcao 1,2,3-triazol (Figura 15).
Para tais investigagdes, usaram as reacdes de cicloadi¢ao de azidas e alcinos catalisadas por
Cu(I) (CuAACQ) assistida por micro-ondas, e reagdes de cicloadicao de azidas e alcinos catali-
sadas por ruténio (RuUAAC). A N-benzil-2-azidoacetamida e uma série de alcinos terminais co-
merciais foram reagidos para gerar os desejados triazdis 1,4- e 1,5-dissubstituidos, respectiva-

mente (Esquema 5) (ANDRADE et al., 2015).

1,4-dissubstituido 1,5-dissubstituido
R N
N
\N \N R
L ko

N
N R = cadeias laterais de alquila
H N+ “ e . L.
o ~O- |:> ramificadas e lineares, anéis

aromaticos e varios grupos funcionais

Benznidazol

Figura 15: Estrutura do firmaco Benznidazol e estratégia utilizada para a producdo dos seus derivados
1,2,3-triaz6licos. Adaptado de ANDRADE et al, 2015.
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Esquema 5: Rota sintética da produc@o de derivados do Benznidazol contendo as por¢des 1,2,3-triazol
1,4-dissubstituidos (em rosa) e 1,2,3-triazol-1,5-dissubstituidos (em amarelo). Adaptado de ANDRADE et al.,
2015.

Os anélogos foram avaliados contra as formas tripomastigotas de 7. cruzi. A maioria
deles mostrou-se inativa, com valores de ICso > 100 uM. Contudo, alguns poucos analogos
mostraram atividades tripanocidas em escalas variando de 7 — 80 uM, comparéveis ao do far-
maco Benznidazol (ICso = 34 uM, 48h); sendo o andlogo mais potente o que continha o substi-
tuinte 4-nitrofenil; (N-benzil-2-[4-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il] acetamida), apresen-
tando ICso = 7 uM (ANDRADE et al., 2015).

Semelhantemente, baseados nas atividades dos andlogos anteriores, em 2018, Leite e
colaboradores também sintetizaram uma série de seis novos analogos do Benznidazol e avalia-
ram suas atividades in vitro e in vivo contra T. cruzi, a fim de alcancarem atividades melhoradas.
Todos os compostos 1,2,3-triaz6licos foram obtidos através de cicloadi¢des 1,3-dipolares en-
volvendo um dipolardéfilo, no caso, um alcino terminal com uma molécula 1,3-dipolar, o grupo
azido, gerando um heterociclo de cinco membros. O intermediario 30 foi reagido com as azidas
37-42 por meio de Click Chemistry (CuAAC) gerando os produtos 31-36 (Esquema 6) (LEITE
etal.,2018).

As avalia¢des biologicas mostraram que todos os compostos obtidos, exceto 35, foram
ativos in vitro contra as formas amastigotas intracelulares de 7. cruzi. Os resultados foram
expressos em termos de ECso (half maximal effective concentration), ou seja, da concentragao
do farmaco que induz metade do efeito maximo. Assim, os compostos 31 e 32 mostravam va-
lores de ECso de 7,9 uM e 8,0 uM, respectivamente. O composto 33 foi o mais promissor,
apresentando ECso de 4,4 uM com poténcia similar ao farmaco Benznidazol, cuja ECso ¢ de 4
+ 1,5 uM, (96h). Ja os resultados in vitro contra as formas tripomastigotas da corrente sangui-
nea, mostraram que 32, 33 e 36 foram os mais ativos, com ECsode 3+ 1 uM, 2,2+ 0,3 uM e

14 £4 uM, respectivamente, ainda mais que o Benznidazol (ECso de 13 £2 puM, 96h), avaliados
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nesse estagio do parasito. Devido as atividades significativas, os compostos foram posterior-
mente avaliados in vivo em um modelo de ratos, e somente 33 apresentou atividade, porém,
também apresentou alta toxicidade, levando a conclusao de que otimizagdes posteriores se tor-
nam necessarias para identificar agentes mais potentes e menos citotoxicos (LEITE et al.,

2018).
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i) CuSO,4 Ascorbato de sodio, £-BuOH/H,0, 37, temp. amb., 6h; (i) CuSOy Ascorbato de sodio, -BuOH/H,0,
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de sédio, +-BuOH/H,O0, 40, temp. amb., 18h; (v) CuSO, Ascorbato de sddio, t-BuOH/H,0, 41, temp. amb., 23h;
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Esquema 6: Rota sintética para obtengdo dos novos analogos 1,2,3-triazolicos do Benznidazol. Adaptado de
LEITE et al., 2018.
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2 Justificativa

As doengas parasitarias como a doenga de Chagas, leishmaniose, malaria entre outras
sao classificadas como doencgas negligenciadas, ou seja, aquelas doengas que atingem tipica-
mente populagdes de baixa renda. Essas doengas contribuem também para manutencao do qua-
dro de desigualdade, tendo em vista que se tornam grandes entraves no desenvolvimento dos
paises atingidos. Segundo a Organizacdo Mundial da Satide (OMS), mais de um bilhdo de pes-
soas no mundo estdo infectadas com uma ou mais doencgas negligenciadas. Contudo, nao existe
um interesse eminente da industria farmacéutica em produzir medicamentos e tratamentos para
essa populacdo, ja que o retorno financeiro nio é muito atraente (MINISTERIO DA SAUDE,
2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2010; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012).

No Brasil, a doenga de Chagas, que ¢ uma doenga especifica do continente americano
causada pelo parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi), ja chegou a atingir 36% de todo o territorio
nacional, de norte a sul. A principal via de transmissdo da doenga acontece em areas rurais por
meio de insetos vetores “barbeiros”. Apesar de medidas de controle desses insetos terem dimi-
nuido significativamente as infec¢des, grande parte dos casos recentes provém de reinfecgdes
que nao foram tratadas adequadamente com os atuais medicamentos disponiveis, que apresen-
tam muitos efeitos colaterais. Ha ainda aumento de infec¢des causadas por outras formas menos
frequentes como transfusdo de sangue e transplante de orgdos de doadores infectados
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Os estudos para entendimento e novos tratamentos seguros e eficazes da doenca vém
ganhando espaco com diversos grupos de pesquisa, sobretudo os que visam a descoberta e/ou
sintese de novas substincias com atividades biologicas promissoras inspirados em produtos
naturais. Alguns produtos naturais tém mostrado potentes atividades biologicas, especialmente
como anticancerigenos, como a Lavendustina A. Diversos trabalhos com a Lavendustina A
mostraram atividades contra algumas linhagens de células tumorais, e ao menos dois deles in-
vestigaram as atividades antiparasitarias desse produto natural (LEE et al., 2006; YOON e RYU,
2010; MU et. al.; 2001-2003, ARKIVOC, 2011; AGHARBAOUI et al., 2016).

Baseados nesses trabalhos, o nosso grupo de pesquisa conduziu anteriormente um es-
tudo de sintese e avaliagdo biologica de analogos hidroxilados inéditos da Lavendustina A con-
tra formas de 7. cruzi, que mostraram atividades promissoras frente ao parasito e com valores
de citotoxicidade em células de primatas na escala micromolar. Contudo, a citotoxicidade ob-

servada se mostrou um fator desvantajoso (PENA; CARVALHO, 2018).
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Como forma de melhorar as atividades e contornar o problema de citotoxicidade, o pre-
sente trabalho foi desenvolvido, onde novos andlogos triazélicos da Lavendustina A com por-
¢oes metoxiladas foram sintetizados. Essa acao foi imaginada embasada em resultados descritos
na literatura, nos quais analogos O-metilados da Lavendustina A foram inativos como inibido-
res de PTQ-RFCE, porém, mantiveram sua atividade de inibi¢do frente a polimerizacao de tu-
bulina. Devido ao 7. cruzi ndo possuir PTQ associada ao RFCE, espera-se que a supressao deste
alvo nao faga diferenca na atividade antiparasitaria, mas diminua a agao citotoéxica dos novos

analogos para células de mamiferos.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Frente as diversas atividades biologicas promissoras do produto natural Lavendustina A
e seus derivados, ¢ a necessidade de buscar novos tratamentos antiparasitarios, sobretudo, para
a doenga de Chagas, este trabalho tem por objetivo realizar a sintese de novos analogos 1,2,3-
triazolicos mais lipofilicos da Lavendustina A, com as hidroxilas da por¢ao hidroquinona sendo
metoxiladas, conforme (Esquema 7); e, por fim, avaliar a poténcia da atividade biologica dos

analogos contra formas de Trypanosoma cruzi (T. cruzi).

HO
OH OH
Maior
N lipofilicidade
OH
OH O
Lavendustina A Novos anélogos 1,2,3-triazdlicos dimetoxilados

Esquema 7: Planejamento da sintese dos novos analogos 1,2,3-triazdlicos da Lavendustina A, mostrando as
porc¢des modificadas que conferem um carater mais lipofilico as novas estruturas.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Sintetizar intermediarios da Lavendustina A e dos seus andlogos portadores de anel
triazolico, sendo estes ultimos, via reacdes de Click Chemistry;

e [solar e purificar os produtos de sintese, via técnica de cromatografia liquida clas-
sica (CLC);

e Realizar a elucidagdo estrutural dos produtos de sintese, via técnicas de espectros-
copia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 1D e 2D), e por espectrometria de
massas de alta resolucao (EMAR);

e Avaliar a atividade bioldgica dos analogos contra células de 7. cruzi e avaliar a

citotoxicidade em células de mamiferos via testes colorimétricos.
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4 Metodologia
4.1  Materiais ¢ Equipamentos

Os reagentes utilizados foram adquiridos da Merck (Sigma-Aldrich®) e os solventes da
extinta Vetec®, sem purificacao adicional. Os solventes deuterados CDCI;3 (cloroféormio deute-
rado) e DMSO-d6 (dimetilsulféxido) foram adquiridos da extinta Tédia do Brasil, também sem
purificacdo adicional. As rea¢des foram realizadas em baldes de fundo redondo de vidro, sob
pressao positiva de No, com agitagdo magnética. O monitoramento por cromatografia em ca-
mada fina (CCF) foi realizada em cromatoplacas de 0,25 mm de Silica gel 60 F254 ¢ visualizada
sob luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de 254 nm ou 365 nm, ou por coloragido
com Io/Si0,. A cromatografia liquida classica (CLC) foi realizada em gel de silica 60 230-400
mechs da SiliaFlash®. Os pontos de fusdo (p.f.) dos produtos foram aferidos sem corre¢do em
um aparelho determinador de ponto de fusdo analdgico modelo 431 Fisatom 60 W. Os espectros
de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram registrados em instrumentos Varian Unity 400
ou 500 MHz a 25 °C. Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em ppm (partes por
milhdo) em relacdo ao tetrametilsilano (TMS) utilizado como padrio interno, e as constantes
de acoplamento ("J) foram expressas em Hz (hertz). Os espectros de massas de alta resolugdo

foram obtidos com um aparelho JEOL JMS-AX 505WA.
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4.2 Procedimentos

4.2.1 Planejamento da Sintese

Os anélogos 1,2,3-triazolicos da Lavendustina A foram planejados a partir de uma sin-
tese contendo, basicamente, cinco etapas reacionais. Assim, as estruturas-alvo 45a-c seriam
obtidas através de reagdes de cicloadi¢des 1,3-dipolares, via metodologia Click Chemistry, em-
pregando os alcinos terminais 44 ¢ as fenilazidas halogenadas 43a-c. As respectivas fenilazidas
seriam obtidas através de reacdes de azidacdao de sais de diazonio, oriundos das anilinas p-
substituidas 46a-c. Os alcinos intermediarios 44 seriam obtidos através de reagdes de N-pro-
pargilagdo das arilbenzilaminas 47 com brometo de propargila. As arilbenzilaminas 47, por sua
vez, seriam os produtos de reagdes de aminacao redutiva de S-aminosalicilato de metila 48 com
2,5-dimetoxibenzaldeido comercial 49. Por fim, 48 seria obtido através de uma reacao de este-

rificagdo do acido 5-amino-2-hidroxibenzoico comercial 50 (Mesalazina) (Esquema 8).

Estruturas-alvo:
Analogos 1,2,3-triazdlicos dimetoxilados
44

H;CO H;CO 43a-c
N;
OCH; OCH;
Click Chemistry

N/Y\N/Q/X — N/\ *

450 X = N
43a; 45a: X _Br N Cicloadigoes 1,3- X
43b; 45b: X =Cl 0 dipolares O
43c; 45¢c: X=F ~ ~ “ Azidagao
OH O OH O
NH,
45a-c
N-Propargilacdo “
48 HL.CO X
NH, ’ 46
H3CO Aminagao a-¢
+ Redutiva OCHj; X =Br, CL, F
OCH; Ol « NH
N0 OH O
49 M Esterificacdo O
NH, OH O
47
OH
OH O
50

Esquema 8: Rota retrossintética para obtengdo dos novos analogos 1,2,3-triazélicos da Lavendustina A.
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4.2.2  Esterificagdo do acido 5-amino-2-hidroxibenzoico

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 1,0 g de acido 5-amino-2-
hidroxibenzoico (50), 17 mL de metanol (MeOH), 1,5 mL de acido sulfarico (H,SO,)
concentrado e 1,6 g de sulfato de s6dio anidro (NaSQ,). A reagdo foi protegida da luz
e mantida em refluxo por 19 horas, a 85 °C. Decorrido o tempo, a mistura foi neutrali-

zada com NaHCO3(S), filtrada e em seguida os solventes foram evaporados a vacuo. O

remanescente foi diluido em diclorometano (DCM), transferido para um funil de sepa-
racao e lavado com 15 mL de uma solu¢ao de NH,Cl, seguido de duas extragdes com
10 mL de DCM. Ao final, o solvente foi evaporado e o produto 48 (5-amino-2-hidroxi-
benzoato de metila) obtido com boa pureza quimica no estado bruto com rendimento de

99%.

4.2.3 Procedimento geral para a sintese das azidas halogenadas
4.2.3.1 Sintese de I-azido-4-bromobenzeno (43a)

Em um baldo de fundo redondo acondicionado em banho de gelo a 0 °C, verteu-
se 6,5 mL de uma solucdo de HCI 6 M, e adicionou-se 1,75 g de 4-bromoanilina 97%.
Em seguida foi adicionada uma solucao aquosa resfriada, previamente preparada com
917,4 mg de NaNO, (1,3 equiv.). A mistura reacional foi mantida a 0 °C sob agitagao
magnética por 10 minutos. Decorrido o tempo, foi adicionada a mistura reacional uma
solucdo aquosa, previamente preparada com 731,4 mg de NaN3 (1,1 equiv.), ainda sob
agitagdo magnética a 0 °C por mais 1 hora. A mistura foi deixada descansando a tem-
peratura ambiente por aproximadamente mais 20 minutos, entdo neutralizada com
NaHCO3; e em seguida extraida trés vezes com acetato de etila (AcOEt). O isolamento
rendeu 0,895 g do produto 43a (1-azido-4-bromobenzeno) em estado liquido, coloragao
marrom/ambar, com boa pureza quimica, em 93% de rendimento quimico. Nao se rea-

lizou purificagdo adicional.

4.2.3.2  Sintese de I-azido-4-clorobenzeno e I-azido-4-fluorobenzeno (43b,
43c)

Os produtos 43b e 43¢ foram obtidos de maneira similar a 43a, empregando-se,
porém, a 4-cloroanilina e 4-fluoroanilina, respectivamente. 43¢ obtido em 73%

de rendimento quimico
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4.2.4 Obtencdo dos Intermediarios Reacionais
4.2.4.1 Reacdo de Aminacdo Redutiva

5-((2,5-dimetoxibenzil)amino)-2-hidroxibenzoato de metila (48): 181 mg de boroi-
dreto de sodio (NaBH,) (2,0 equiv.), 1,41 mL de acido acético (AcOH) (10 equiv.) e
9,5 mL de DCM foram misturados em um baldo de fundo redondo, durante 3h em banho
de gelo a 0 °C, sob agitagdo magnética, até dissolucdo parcial do sélido. Uma bola con-
tendo N, foi utilizado para equalizar a pressao de hidrogénio no processo. O baldo con-
tendo a mistura foi retirado do banho de gelo e deixado a temperatura ambiente até
completa dissolugdo do sélido restante (aproximadamente 1h). Em seguida, 400 mg do
éster 48 (1,0 equiv.) dissolvido em DCM foram adicionados ao meio reacional, a mis-
tura foi novamente posta em banho de gelo até 0 °C. Foram entdo adicionados 330 mg
de 2,5-dimetoxibenzaldeido 50 (1,0 equiv.) a mistura que foi deixada para reagir sob
agitacdo magnética vigorosa por 24h. Ao término do tempo, os volateis da reagdo foram
evaporados a vicuo. Uma pequena quantidade de dgua destilada foi entdo adicionada
ao meio para hidrolise do agente redutor, restando o pH a 4 unidades. Em seguida, o

meio foi alcalinizado com NaHC03( 9 até elevacdo do pH a 7 unidades. A mistura foi

submetida a extragdo com AcOEt (3x de 15 mL). As fases organicas recolhidas foram
combinadas e tratadas com sulfato de sddio anidro e carvdo ativado, filtradas por gravi-
dade e em seguida concentradas a vacuo. O produto bruto 48 foi obtido como um s6lido

amarelo, em 78% de rendimento quimico, e utilizado na etapa seguinte sem purificagao.

4.2.4.2  Reagdo de N-propargilagdo

5-((2,5-dimetoxibenzil)(prop-2-in-1-il)Jamino)-2-hidroxibenzoato de metila (44):
570 pL de uma solucdo de brometo de propargila (3-bromoprop-1-ino) (2,5 equiv.) a
80% (p/p) em tolueno foram adicionados a uma suspensdao em MeOH (24 mL) contendo
583,7 mg do produto 48 (1,0 equiv.) e 512 mg de NaHCO;. (3,0 equiv.) A mistura foi
deixada para reagir a temperatura ambiente, sob agitagdo magnética, sendo monitorada
por cromatografia em camada fina (CCF) durante 48h. Ao término da reagdo, os volateis
foram eliminados a vacuo (temperatura do banho nao ultrapassar 45 °C), e a mistura
remanescente foi lavada com aliquotas de uma solu¢do de NH,Cl e de uma solucdo di-

luida de HCI, tendo seu pH corrigido para 4 unidades. Em seguida, a mistura foi sub-
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metida a extragdo com AcOEt (4x de 15 mL). As fases organicas recolhidas foram com-
binadas e tratadas com sulfato de sédio anidro e carvao ativado, filtradas por gravidade
e em seguida concentradas sob vacuo. O material bruto obtido foi purificado por cro-
matografia liquida cléassica (CLC) em silica gel (fase estacionaria) na propor¢ao 1:60
(60 partes de silica para 1 parte do produto), empacotada utilizando como eluente mis-
tura de Hex: AcOEt 5%, e um gradiente de Hex:AcOEt nas proporgdes 9:1, 4:1, 7:3, 3:2,
obtendo-se 524,2 mg de 44 ; s6lido amarelo palido, 80% de rendimento quimico, ponto
de fusao (p.f.): 81 — 82 °C.

13C RMN (101 MHz, CDCl3) 8 ppm 170.56 (s, 1 C), 154.89 (s, 1 C), 153.59 (s, 1 C),
151.54 (s, 1 C), 141.79 (s, 1 C), 127.37 (s, 1 C), 124.69 (s, 1 C), 117.95 (s, 1 C), 115.02
(s, 1C),114.99(s,1C), 112.08 (s, 1 C), 111.99 (s, 1 C), 111.18 (s, 1 C), 79.61 (s, 1 C),
72.51 (s, 1 C), 55.82 (s, 1 C), 55.60 (s, 1 C), 52.17 (s, 1 C), 51.01 (s, 1 C), 40.64 (s, 1
C);

TH RMN (400 MHz, CDCl3) 6 ppm 10.29 (s, 1 H), 7.41 (d, J=3.13 Hz, 1 H), 7.13 (dd,
J=9.19, 2.93 Hz, 1 H), 6.89 (d, J/=3.13 Hz, 1 H), 6.89 (d, J/=9.00 Hz, 1 H), 6.82 (d,
J=8.61 Hz, 1 H), 6.76 (dd, J=8.80, 2.93 Hz, 1 H), 4.42 (s, 2 H), 3.97 (d, /=2.35 Hz, 2
H), 3.92 (s, 3 H), 3.81 (s, 3 H), 3.70 - 3.73 (m, 3 H), 2.25 (t, /=2.15 Hz, 1 H)
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45

Procedimento geral para a sintese dos analogos triazolicos: Cicloadi¢des 1,3-dipolares

5-(((1-(4-bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)(2,5-dimetoxibenzil)amino)-2-hi-

droxibenzoato de metila (45a): Uma mistura de 39,3 mg de sulfato de cobre anidro
(CuS0,) (0,4 equiv.), 97,4 mg de ascorbato de sddio (AscNa) (0,8 equiv.) e 200 mg do
alcino 44 (1 equiv.) foi adicionada a uma solucao de 133,9 mg de 1-azido-4-bromoben-
zeno 43a (1,1 equiv.) em 1,5 mL de terc-butanol (#~-BuOH), num baldo sob agitagdo
magnética. Em seguida, foram adicionados 1,5 mL de 4gua (H,0) destilada. O balao foi
posto em banho de ultrassom por 30 minutos. Posteriormente, o meio foi protegido da
luz, e deixado reagir em temperatura ambiente, sob agitacdo magnética, sendo monito-
rado por CCF durante 48h. Decorrido o tempo, a mistura foi lavada com 15 mL de uma
solucao de NH,Cl, acidificada com aliquotas de solugao diluida de HCI, tendo o pH
ajustado para 4-5 unidades. Essa mistura foi, entdo, submetida a extracdo com AcOEt
(4x de 15 mL). As fases organicas recolhidas foram combinadas e tratadas com sulfato
de sodio anidro e carvao ativado, filtradas por gravidade e em seguida concentradas sob
vacuo. O material bruto obtido foi purificado por CLC em silica gel na proporg¢ado 1:40,
empacotada utilizando como eluente mistura de Hex:AcOEt 15% e um gradiente de
Hex:AcOEt 15%-30%, obtendo-se 225 mg de 45a; solido verde florescente, 72% de
rendimento quimico, p.f.: 127 — 128 °C.

13C RMN (101 MHz, CDCl3) 8 ppm 170.45 (s, 1 C), 154.04 (s, 1 C), 153.59 (s, 1 C),
151.34 (s, 1 C), 146.70 (s, 1 C), 141.35 (s, 1 C), 135.88 (s, 1 C), 132.72 (s, 1 C), 127.21
(s, 1C), 12299 (s, 1 C), 122.14 (s, 1 C), 121.68 (s, 1 C), 119.65 (s, 1 C), 118.12 (s, 1
), 114.67 (s, 1 C), 113.20 (s, 1 C), 112.16 (s, 1 C), 111.65 (s, 1 C), 110.96 (s, 1 C),
55.65 (s, 1 C),55.57 (s, 1 C), 52.17 (s, 1 C), 50.54 (s, 1 C), 47.18 (s, 1 C)

'TH RMN (400 MHz, CDCIl3) & ppm 10.17 (s, 1 H), 7.67 (s, 1 H), 7.59 (d, J/=8.61 Hz, 2
H), 7.54 (d, /=9.00 Hz, 2 H), 7.28 (d, J/=3.13 Hz, 1 H), 7.01 (dd, J=9.00, 3.13 Hz, 1 H),
6.82 (d, /=9.78 Hz, 1 H), 6.80 - 6.81 (m, 1 H), 6.79 (d, /=8.61 Hz, 1 H), 6.73 (dd,
J=8.61,2.74 Hz, 1 H), 4.70 (s, 2 H), 4.50 (s, 2 H), 3.85 - 3.87 (m, 3 H), 3.77 (s, 3 H),
3.68 (s, 3 H)

5-(((1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)(2,5-dimetoxibenzil)amino)-2-hi-

droxibenzoato de metila (45b): Obtido similarmente a 45a utilizando-se, 29,5 mg de
CuSO0,, 73,08 mg AscNa, 150 mg de 44, 78 mg de 1-azido-4-clorobenzeno, 1,1 mL de
t-BuOH, 1,1 mL H,O0; s6lido amarelo, 70% de rendimento quimico, p.f.: 113 — 114 °C.
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13C RMN (101 MHz, CDCls) § ppm 170.48 (s, 1 C), 154.07 (s, 1 C), 153.62 (s, 1 C),
151.37 (s, 1 C), 146.70 (s, 1 C), 141.38 (s, 1 C), 135.43 (s, 1 C), 134.32 (s, 1 C), 129.78
(s, 1C), 127.24 (s, 1 C), 123.03 (s, 1 C), 121.49 (s, 1 C), 119.75 (s, 1 C), 118.15 (s, 1
), 114.71 (s, 1 C), 113.25 (s, 1 C), 112.20 (s, 1 C), 111.69 (s, 1 C), 110.99 (s, 1 C),
55.67 (s, 1 C), 55.60 (s, 1 C), 52.20 (s, 1 C), 50.58 (s, 1 C), 47.23 (s, 1 C);

TH RMN (400 MHz, CDCls) & ppm 10.19 (s, 1 H), 7.66 (s, 1 H), 7.61 (dt, J=9.29, 2.74,
2.45 Hz, 2 H), 7.44 (dt, J=9.39, 2.74, 2.35 Hz, 2 H), 7.27 (d, J=3.13 Hz, 1 H), 7.01 (dd,
J=9.39, 3.13 Hz, 1 H), 6.83 (d, J=9.00 Hz, 1 H), 6.80 (d, J=3.13 Hz, 1 H), 6.80 (d,
J=9.00 Hz, 1 H), 6.73 (dd, J=8.80, 2.93 Hz, 1 H), 4.70 (s, 2 H), 4.50 (s, 2 H), 3.87 (s, 3
H), 3.78 (s, 3 H), 3.68 (s, 3 H)

5-(((1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)(2,5-dimetoxibenzil)amino)-2-hi-
droxibenzoato de metila (45¢): Obtido similarmente a 45a utilizando-se, porém, 26,1
mg de CuS0,, 64,9 mg AscNa, 133,1 mg de 44, 61,7 mg de 1-azido-4-fluorobenzeno, 1
mL de ~BuOH, 1 mL H,0; sélido amarelo-esverdeado, 95% de rendimento quimico,
p.f: 110-111 °C.

13C RMN (126 MHz, CDCl3) & ppm 170.47 (s, 1 C), 162.23 (d, J=248.92 Hz, 1 C),
153.98 (s, 1 C), 153.56 (s, 1 C), 151.32 (s, 1 C), 146.54 (s, 1 C), 141.34 (s, 1 C), 133.19
(s, 1 C), 127.20 (s, 1 C), 122.92 (s, 1 C), 122.31 (d, J=7.63 Hz, 1 C), 120.01 (s, 1 C),
118.11 (s, 1 C), 116.55 (d, J=22.89 Hz, 1 C), 114.61 (s, 1 C), 113.11 (s, 1 C), 112.16 (s,
1C), 111.59(s,1C), 11091 (s, 1 C), 55.62 (s, 1 C), 55.56 (s, 1 C), 52.19 (s, 1 C), 50.52
(s, 1 C),47.18 (s, 1 C);

TH RMN (500 MHz, CDCls) 8 ppm 10.19 (s, 1 H), 7.65 (s, 1 H), 7.62 (ddd, J=6.97,
4.52,2.20 Hz, 2 H), 7.27 (s, 1 H), 7.16 (ddd, J=8.31, 6.36, 1.96 Hz, 2 H), 7.01 (dd,
J=8.80, 1.96 Hz, 1 H), 6.83 (d, J/=8.80 Hz, 1 H), 6.81 (dd, 1 H), 6.79 (d, J=8.80 Hz, 1
H), 6.73 (dd, J=9.05, 3.18 Hz, 1 H), 4.70 (s, 2 H), 4.49 - 4.52 (m, 2 H), 3.86 (s, 3 H),
3.77 (s, 3 H), 3.68 (s, 3 H)
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4.4  Ensaios de atividade bioldgica contra 7. cruzi e avaliacao de citotoxicidade

Os ensaios de atividade biologica foram realizados in vitro contra as formas epimasti-
gotade T. cruzi (encontrada no interior do inseto vetor) pelo colaborador Prof. Dr. José Luciano
Nepomuceno da Silva no Laboratorio Integrado de Bioquimica Hatisaburo Masuda — UFRJ
Macaé. Os ensaios na forma tripomastigota de 7. cruzi (encontrada no sangue do hospedeiro
mamifero) e de citotoxicidade foram realizados também in vitro pela colaboradora Profa. Dra.
Silvia Amaral Gongalves da Silva, no Laboratorio de Imunofarmacologia Parasitaria — UER]J.

Foram utilizadas as formas epimastigotas da cepa Y e do clone Dm28c de 7. cruzi cul-
tivados axenicamente a 28 °C em meio LIT (infusdo de figado-triptose) complementado com
10% de soro fetal bovino (SFB; Cultilab) e com os antibioticos penicilina (100 U/mL) e estrep-
tomicina (100 pg/mL). As passagens das células eram feitas a cada 4 dias para manuteng¢o das
culturas, adicionado 10% da cultura prévia em fase logaritmica de crescimento em um volume
final de 5 mL de meio.

Estoques de epimastigotas de ambas as linhagens eram mantidos crio preservados a —
80 °C, em meio LIT contendo 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) e 30% de SFB. Todos os
experimentos foram realizados com culturas entre a segunda e a quinta passagem apos o des-
congelamento.

A inibicdo da proliferacdo celular de epimastigotas de 7. cruzi foi avaliada via teste
colorimétrico com o reagente MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio)
em placas de microtitulacao de 96 pogos contendo: 1) células dos parasitos; i1) células dos pa-
rasitos e solugdes diluidas das moléculas sintetizadas; iii) somente meio LIT (controle nega-
tivo); iv) meio LIT e o fArmaco Benznidazol (tratamento) nas mesmas concentracdes das solu-
¢oes das moléculas sintetizadas (controle positivo); vi) meio LIT e células dos parasitos. O teste
se baseia na reducdo do reagente MTT, um sal amarelo, causada pela atividade metabodlica dos
parasitos, formando cristais insoluveis de formazana, de cor azul ou roxa. A mudanga de cor ¢
um quantitativo da viabilidade celular, que pode ser mensurado posteriormente por técnica de
espectrofotometria.

Assim, a a¢do antiparasitaria (%) sobre as formas testadas foi determinada através do

seguinte célculo:
(Ac - Am) - (Ap - Am)

o4 =
ol (Ac - Am)

* 100%

Sendo:

A. = absorvancia dos pocos controle, contendo células, sem tratamento
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A, = absorvancia dos pogos com meio de cultura somente;
A, = absorvancia dos pog¢os contendo células, com tratamento;

Apm = absorvancia dos pogos contendo meio de cultura e moléculas testadas.

Os valores de ICso foram obtidos através de regressao nao-linear das curvas sigmoides
de dose-resposta para cada molécula testada, plotando os valores de sobrevivéncia (%S) contra
os valores das concentracdes das moléculas testadas transformados para a escala logaritmica
(base 10), em software GraphPad Prism, versdo 5,0. Os valores de %S foram calculados através
da férmula:

%S = 100% — %l

Na avaliagdo de citotoxicidade, foram utilizadas as linhagens NIH3T3 e LLC-MK2 para
verificar efeitos toxicos das moléculas testadas sobre a viabilidade das células hospedeiras. As
células animais foram semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 5 = 10* células/poco,
em 200 pL meio DMEM (Meio Eagle Modificado Por Dulbecco) completo. As células foram
incubadas a 37 °C em atmosfera com 5% de CO; por um periodo de 24 horas para poderem
aderir ao fundo dos pocgos e retomar o crescimento.

Ap0s 24h, o meio foi trocado por meio DMEM completo fresco com presenca das mo-
léculas testadas em variadas concentragdes. Foi empregado como controle negativo somente
meio DMEM completo e como controle positivo DMEM adicionado do farmaco
Benznidazol. As placas sob tratamento foram incubadas a 37 °C por 48 horas e ap0s esse peri-
odo, 20 uL. do reagente MTT (na concentracdao de 5 mg/mL) foram adicionados em cada pogo.
As células foram mantidas na presengca do MTT por um periodo de 4 horas a 37 °C e ao final
desse periodo o meio de cultura foi removido e as células, contendo cristais de formazana,
solubilizadas por incubagdao em 80 pL de solucdo de dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%, por
18 horas a 37 °C. Ao final desse tempo, a densidade optica (OD) de cada pogo foi estimada por
meio de leitura da absorbancia a 595 nm, em leitor de microplacas do tipo ELISA.

Cada experimento foi realizado com triplicata dos tratamentos e repetido trés vezes. A
acdo citotoxica e o calculo do ICso para as substancias testadas foram obtidos de forma seme-

lhante ao método descrito anteriormente para inibig¢ao de 7. cruzi.
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5 Resultados e Discussiao
5.1  Esterificagdo do acido 5-amino-2-hidroxibezoico

A esterificagdo do acido 5-amino-2-hidroxibenzoico ¢ uma reag¢ao de condensagao de
um alcool (ROH) e um 4cido carboxilico catalisada por um acido (H"), conduzindo a formagio
de um éster e de agua, segundo o esquema geral abaixo (Esquema 9). Ela também ¢ conhecida

como esterificacdo de Fischer (CAREY, 2011).

O

O
HT )k
- * 0
ROH + R' OH Rv OR

Alcool Acido carboxilico Ester Agua

Esquema 9: Reacgdo de Esterificacdo de Fischer, entre um acido carboxilico e um alcool catalisada por acido.

E um processo reversivel onde, em geral, a posi¢do de equilibrio fica a favor dos pro-
dutos, porém, a remog¢ao da agua formada pode favorecer a produgdo do éster desejado. Outra
maneira de favorecer a posi¢ao de equilibrio € utilizar um excesso de alcool ou de acido carbo-
xilico (CAREY, 2011). No procedimento realizado neste trabalho, foi utilizado um excesso de
alcool (0,41 mol), enquanto o acido 5-amino-2-hidroxibenzoico foi utilizado em menor quanti-
dade (0,0065 mol), e o acido sulfurico (H,SO,) como catalisador. O sulfato de s6dio anidro
(Na,S0,), um sal de sodio do acido sulfurico, foi utilizado por ser um agente higroscopico, ou
seja, que tem a propriedade de absorver agua do meio. Desse modo, a formagao do produto foi
fortemente favorecida e o rendimento baseado no acido como o reagente limitante (Esquema

10) sendo obtido com alto grau de rendimento e pureza, que ndo precisou de purificagdo adici-

onal.
NH,
NH,
H,S0y4
OH + MeOH »
Na2804 OMe
Metanol Ao abrigo da luz,
OH 0] fluxo, 85 °C, 19h
N refluxo Ol S
022 ic.:ido b . 5-amino-2-hidroxibezoato de
5-amino-2-hidroxibenzoico metila (48)
(50)
99%

Esquema 10: Reagdo de esterificagdo do acido 5-amino-2-hidroxibenzoico (50) para obtencdo do éster 5-
amino-2-hidroxibenzoato de metila (48).
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52 Sintese das azidas

As azidas utilizadas nas etapas de cicloadi¢do foram obtidas a partir de reagdes de azi-
dacdo dos sais de diazonio oriundos de anilinas p-substituidas com atomos de halogénios (Br,
Cl, F), que foram escolhidas de forma a variar os efeitos eletronicos e a lipofilicidade das es-
truturas alvo.

Desse modo, a primeira etapa da reacdo ocorreu via formacao de um sal de diazonio,
através da reacao da arilamina primaria p-substituida 46 com acido nitroso (HNO,), este ultimo
gerado in situ através da acidificagdo com HCI de uma solucao de nitrito de s6dio (NaNO,) em
baixas temperaturas (0 — 5 °C) (Esquema 11) (BRUICE, 2006; CAREY, 2011; SOLOMONS;
FRYHLE, 2012).

Na presenca do acido forte, o acido nitroso se dissocia, produzindo ions nitrosila (ou
nitrosonio) (*NO), que reagem com o nitrogénio da arilamina para formar um ion N-nitrosoa-
monio instavel. Este intermedidrio instavel perde um proton para formar uma N-nitrosoamina
que sofre tautomerizagdo, formando um diazoidréxido (ou um derivado N-hidroxiazo). Em se-
guida, o diazoidréxido perde 4gua na presenca do &cido do meio, formando o ion arildiazoénio
com duas formas estabilizadas pela deslocalizacdo dos pares de elétrons livres do nitrogénio

(Esquema 11) (BRUICE, 2006; SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

Hz’c') :
\ / H /“\ N
No, {)
NaN02
—» diazohidréxido
H3O+ °C ou derivado N-hidroxiazo
“H N .
\ .Né \QH
X
+H
46a-c N-nitrosamina
X = Br,CL,F
+ ~ X ~
. +
| (||| ‘N7 OH, X
N N+ H,0 -H
N "
-
X
X X
N J

fon diazonio
Esquema 11: Mecanismo de formag&o dos ions arildiazonios a partir das anilinas 46a-c.
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O grupo diazdnio formado nessa reagdo pode ser substituido por atomos ou diversos
outros grupos funcionais, através de reacdes de substitui¢des de sais de arenodiazonios, tor-
nando os ions arildiazonios intermediarios versateis na preparacdo de compostos aromaticos
substituidos (BRUICE, 2006; CAREY, 2011).

Na proxima etapa da reagdo, o ion arildiazonio foi transformado em uma azida orgénica
através de uma substituicdo nucleofilica, apos a adicdo da azida de sdédio (NaN3) a mistura
anterior.

Existem alguns mecanismos gerais que levam a substitui¢ao nucleofilica em aromaticos
através de sais de diazonio. Um desses mecanismos, que embora ndo tenha sido estudado em
detalhe, tem fortes evidéncias quanto a formagao de um intermediario arilpentazeno a partir do
sal de diazonio, que depois ¢ decomposto liberando gas nitrogénio (N,) e o produto; como
nesse caso em que o ion azida (N3) reagiu com o diazonio produzindo as azidas 43a-c (Esquema

12) (BUTLER et al., 1998; CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012; JOSHI et al., 2015).

N .
[l N NS
N+ | X
_ N, - N
N
+ ZRAN
N 4N+ Na__ o . + N=N
Gas
X az1’da. de nitrogénio
, o . sodio X X
Ion arildiazénio 43
L - a-c

aril pentazeno 73% -93%

Esquema 12: Reacdo do sal de diazonio com NaN3 levando a formagao de um intermediario pentazeno e posterior
decomposigdo, liberando o produto azida 43a-c e gas nitrogénio.

Apbs as reagdes com o ion arildiazonio formado, o rendimento obtido para as azidas foi
bem satisfatorio, acima de 70%, sem necessidade de purificagdo. Todas as azidas apresentaram
boa estabilidade, na forma de um liquido viscoso, de coloragao marrom, sendo utilizadas dire-

tamente na etapa da cicloadi¢do dipolar para obten¢do dos analogos desejados.
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52

Obtenc¢ao dos Intermediarios Reacionais

5.3.1 Reacdo de Aminag¢do Redutiva

O intermediario 47, bastante similar a por¢ao farmacoférica do produto natural
Lavendustina A, tem em sua estrutura uma porg¢ao nitrogenada que ¢ uma amina secun-
déria.

A obtencdao da amina secundaria, como a do intermediario 47, pode ser feita
através de uma reagdo de aminagao redutiva, que ¢ um procedimento de uma ou duas
etapas onde uma amina primaria € um composto carbonilico (como um aldeido ou ce-
tona) se condensam para produzir uma imina ou ion iminico, que entdo sofre reducao in
situ levando a formacao do produto amina, conforme o esquema geral abaixo (Esquema

13) (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012):

R,—NH,
amina primaria
R, R,
@ N~ HN”
H [H]
0o @ —t . .
M '
H RZ R2
H R, - H
imina
composto amina secundaria

carbonilico

Esquema 13: Reacdo de aminagdo redutiva entre um composto carbonilico e uma amina primaria, levando
a formagdo de uma amina secundaria.

Deste modo, o 5-amino-2-hidroxibenzoato de metila 48 produzido na etapa de
esterificacdo foi reagido com o 2,5-dimetoxibenzaldeido 49 para render o intermediario
47. Nesse caso, o agente redutor necessario triacetoxiboro-hidreto de sddio
Na(CH3COO)3BH foi gerado in situ através da reacdo entre boroidreto de sédio
(NaBH,) e acido acético glacial (AcOH), diluido em DCM (Esquema 13).

Na reagdo, o par de elétrons livre do nitrogénio da amina faz um ataque ao car-
bono do aldeido, formando uma ligagdo C-N, gerando um intermediario tetraédrico.
Este intermediario, sob as condigdes acidicas, sofre algumas transferéncias de protons
(H*) e perda de H,0, formando a respectiva imina. A imina fica em equilibrio com a

sua forma protonada, o ion iminio, que, na presenca do agente redutor, sofre a redugdo
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para produzir a nova amina (Esquema 13) (CAREY, 2011; CLAYDEN; GREEVES;
WARREN, 2012).

A condigao reacional para a formagao da imina e consequentemente da amina ¢
que o pH esteja entre 4 e 6, para permitir que a carbonila seja protonada e haja elimina-
cdo de dgua; impedir que amina ndo seja totalmente protonada, e que haja o ataque nu-
cleofilico (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).

Tendo em mente essas condi¢des e para que a reagao fosse bem-sucedida, foram
testados dois procedimentos, conforme esquema abaixo (Esquema 14) para a formagao
do intermediario 47: (i) Utiliza¢do de 1,0 equiv. de 49, ou seja, mesma quantidade de
mol (x1) utilizado do reagente 48, 10 equiv. de AcOH, 2,0 equiv. de NaBH,, DCM como
solvente e banho de gelo a 0 °C; (ii) Utilizagdo de excesso de 49 (1,5 equiv.), sob as

mesmas condi¢des anteriores.

MeO
OMe
47a, R = H (75%)
— N-R 47b, R = Et (15%)
. O\
M OH O
MeO. 47
NaBH,, AcOH
0]
+ OMe DCM
O\ H O 0 °C —> temp. amb., MeO
24h .
49 (ii)
Me
(i) Utilizagdo de 1,0 equiv. do aldeido 49 (47a)
(ii) Utilizagdo de 1,5 equiv. do aldeido 49 90%
OMe

OH O

51
6%

Esquema 14: Reacdes de aminacdo redutiva de 48 com 49.

No procedimento (i), houve a formacdo do produto desejado 47a em maior por-
centagem (75%), mas também houve formagdo de pequena quantidade (15%) de um
coproduto (47b) menos polar, que foram identificados através do acompanhamento da
reagdo por CCF e posterior separacdo e purificagcao por CLC.

J& no procedimento (ii), com um excesso do aldeido 49, foi observada a forma-

¢ao de misturas do produto 47a (que desta vez foi produzido em maior quantidade) com
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um coproduto 51, em menor porcentagem (em torno de 6%). Ainda que este coproduto
51 fosse produzido em menor quantidade, sua polaridade era muito semelhante a 47a,
quando foram comparados por CCF. Este fato foi comprovado apds tentativa de sepa-
racdo e purificagao por CLC, que nao foi bem-sucedida, visto que os dois produtos ti-
nham uma diferenca infima de polaridade, dificultando a obtenc¢do de 47a puro.

Os produtos e coprodutos obtidos, em ambos os procedimentos, foram caracte-
rizados posteriormente por ressonancia magnética nuclear uni e bidimensional (RMN
1D e 2D). A andlise estrutural mostrou que 47b continha um substituinte etil — nao de-
sejado — ligado ao nitrogénio da amina, e que 51 apresentava dois substituintes arila.
Por serem intermediarios reacionais com estruturas semelhantes ja encontradas na lite-
ratura, os dados espectroscopicos nao foram apresentados nesse trabalho.

A explicacdo mais plausivel da alquilacdo encontrada nessa etapa da sintese ¢
também reportada na literatura, com alguns poucos estudos envolvendo reagdes de ami-
na¢do redutiva de inddis e alquilagdo de aminas aromaticas com acidos carboxilicos,
com o uso de NaBH, em meio acido. No caso do procedimento (i), o acido carboxilico
(AcOH) reage com o NaBH4 para formar espécies Na(AcO);:BH no meio reacional. A
transferéncia intramolecular de hidreto do boro ao grupo carbonila forma o acetaldeido
(CH3COH) que, em seguida, reage com a amina secundaria formando o cation iminio
(ou a imina na forma protonada). Esta espécie, por sua vez, sofre reducao na presenga
do agente redutor produzindo a amina alquilada. O controle da temperatura reacional
também pode favorecer a formagao do produto amina mono — (a 20 °C) ou dialquilado
(a 60 °C) (GRIBBLE et al., 1974; QUADRI et al., 2018).

Isso explica a formagdo do produto colateral 47b, ja que no procedimento (i), a
mistura reacional precisou ser deixada em descanso até a temperatura ambiente (25 °C),
e com a utilizagdo de apenas 1,0 equiv. de 49 houve a formacdo em pequena quantidade
da amina monoalquilada, contendo o substituinte etila proveniente do acetaldeido redu-
zido. Ja no procedimento (ii), o uso do excesso de 49 (1,5 equiv.) permitiu a entrada de
mais uma porcao deste reduzido, formando o coproduto 51 indesejado.

Sendo assim, ressaltamos que o procedimento (ii) ndo se mostrou vantajoso, € o

procedimento (i) foi o adotado para dar prosseguimento a sintese.
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5.3.2 Reacgdo de N-propargilagdo
Depois de sintetizado o intermediario 47, este foi reagido com brometo de pro-

pargila ( BrYy ou CHCCH,Br ), através de uma substitui¢ao nucleofilica bimolecular
(SN>), em meio contendo base e utilizando MeOH como solvente, para fornecer o res-

pectivo intermedidrio 44, portador de um alcino terminal, (Esquema 15):

H,CO H,CO
OCH; OCH;
Br/\
NH N _ N/\\
> \
NaHCO; McOH
Temp. amb., 72h
(0]
O\ ~
OH (0] OH O
44
47 80%

Esquema 15: Reacdo de N-propargilacdo do intermediario 47 para fornecer o intermediario 44 com a
porcao alcino terminal.

Alcinos terminais geralmente apresentam carater mais acido do que outros hi-
drocarbonetos. Nesse caso, na presenca da base inorganica hidrogenocarbonato de s6dio
(NaHCOs3), ha abstracao do proton do carbono terminal, formando anion acetileto. O
atomo de nitrogénio da por¢ao amina de 47 faz entdo um ataque nucleofilico ao carbono
acetilénico levando a formagao do produto 44.

Ap0s purificagdo por CLC utilizando um eluente de Hex:AcOEt 5% - 25%, o
produto 44 foi obtido no estado sélido, de coloracdo amarelada, com um rendimento de

80%.
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54  Obtencao dos Analogos Triazélicos: Reagdo de Cicloadi¢ao 1,3-dipolar

A produgdo dos analogos 1,2,3-triazolicos da Lavendustina A se deu pela reacdo do
intermediario 44 portador do alcino terminal com as fenilazidas 43a-c p-substituidas contendo
os respectivos atomos de halogénio (Br, Cl e F), através de reagdes de cicloadi¢ao 1,3-dipolar
de Huisgen catalisada por Cu(l). O ascorbato de sddio (AscNa) foi o reagente utilizado para
promover a redu¢do do Cu(Il), proveniente do sulfato de cobre(Il) (CuSO,), a Cu(l) in situ

(Esquema 16) (HIMO et al., 2005).

H3CO H;CO
OCH3 Ns OCHj,
X
N/\ N AscNa, CuSO, N/Y\/N
#-BuOH / H,0 (1:1) N=<y
X Tem. amb., 72h
O b
~ O\
43a-c
OH 0 OH 0

X=Br,CL,F
"

45a-c
70% - 95%

Esquema 16: Reacdo dos alcinos 44 com as azidas 43a-c formando os analogos 1,2,3-triazdlicos 1,4-dissub-
stituidos 45a-c.

Assim, no meio reacional, o cobre II converte-se a cobre I pela transferéncia de um
elétron do anion ascorbato ao metal. Neste processo gera-se o radical ascorbil, sendo este bas-
tante estabilizado por efeito de ressonéncia. O cobre I gerado € a espécie reativa e se complexa
com a ligagdo pi (m) do alcino, tornando o seu hidrogénio em C-1 bastante acidico (pKa ~10).
Desta maneira, uma espécie com par de elétrons pode funcionar como uma base e abstrai-lo
para entdo ser formado um acetilidio de cobre coordenado com outro nticleo de cobre I. Esta
espécie reage de maneira a promover um ataque nucleofilico do carbono beta da porg¢ado alcino
ao N-3 do grupo azida, e neste momento ha entdo o fechamento concomitante de um matalaciclo
de seis membros, dinucleado com atomos de cobre I. Tal evidéncia tem sido relatada na litera-
tura mais atual e foi mostrada com fortes evidéncias em um trabalho pioneiro publicado por
Forkins, Worrell e cols., em 2013, onde os autores associam uma mistura isotopica de Cu®/Cu®
monovalentes para identificar intermediarios reacionais por espectrometria de massas, e assim
proporem um mecanismo com a participagao de dois ntcleos de cobre coordenados, ao invés

de um. Em seguida, a contragdo do metalaciclo formado leva a triazolina de cobre, que ao sofrer
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protolise no meio fornece o triazol 1,4-dissubstituido com total regiosseletividade (Esquema

17) (WORREL; MALIK; FOKIN, 2013).

Anion ascorbato Radical ascorbil
OH OH OH
o Of v Oo st O f
0 OH Q.?S,_\I\/OH %\&(\/OH
—\© — <>
HO -0 [Cu'f o {o: no (o:
Triazol 1,4- Coordenagéo
dissubstituido , 2 n---[Cu]
N=\!
2 I
AN T T A
R [Cu] - Rl—==H .
H B-H
"B-H
| Acetilidio
N4N\ [QU ] de cobre
_R2 |
Triazolina ~ N-R R? Rl——=—Cu/|
de cobre | R! ) |
[Cu] ]T + N
N
NN ll \1 R?
[Cu'] N '/"‘. "[Cu] N‘\ ,[CUI] .-IL_
§_< / + N,
Rl [cd] T RI—==—Cu)] N’

. N
Mgtalogclo Coordenagdo N---[Cu']
¢ cobre e ataque da lig. tao N

Esquema 17: Mecanismo de reago de cicloadi¢do 1,3-dipolar formando os triazdis 1,4-dissubstituidos. Adap-
tado de WORREL, MALIK, FOKIN., 2013.

Assim, trés diferentes andlogos 1,2,3-triazolicos 1,4-dissubstituidos da Lavendustina A
foram produzidos conforme o mecanismo acima. Apos isolamento com AcOEt e posterior pu-
rificag@o por CLC, os trés produtos se apresentaram no estado sélido com diferentes coloragoes,

em 6timos rendimentos (Tabela 1).



Tabela 1: Caracteristicas dos analogos 1,2,3-triazdlicos formados
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Analogo Férmula Estrutural Rendimento P.F.

AlogP”

H;CO

OCH;

452 NY\NO‘* 72% 127-128 °C
Nﬁ/

RN

OH O

H;CO

45b NY\/NOC' 70% 113-114 °C
N

45¢ 95% 110-111 °C

&
Q
o
Z :
o]
o)
&
les]

4,75

4,64

4,12

* Coeficiente de partigdo octanol-agua calculado
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5.5  Andlise Estrutural dos Intermedidrios e dos Andlogos Triazolicos

Os intermediarios reacionais e os produtos 1,2,3-triazdlicos 1,4-dissubstituidos mostra-
dos nas se¢des acima tiveram suas estruturas avaliadas através de espectroscopia de Ressonan-
cia Magnética Nuclear Uni e Bidimensional (RMN 1D e 2D) de préton ou hidrogénio (RMN
'H), carbono-13 (RMN '3C), Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC), e Hetero-
nuclear Multiple Bond Correlation (HMBC); os produtos também foram analisados por espec-
troscopia de massas de alta resolugao (EMAR).

A RMN ¢ uma técnica espectroscopica de pesquisa, altamente utilizada, que explora as
propriedades magnéticas de certos nicleos atdmicos a fim de se determinar propriedades fisicas
ou quimicas de a&tomos ou moléculas nos quais eles estdao contidos (JACOBSEN, 2007; PAVIA
et al., 2010). Diferentemente das técnicas de espectroscopia no ultravioleta (UV) visivel e in-
fravermelho (IV), que revelam os tipos de grupos funcionais presentes em uma molécula, a
RMN fornece informagdes acerca do nimero de atomos magneticamente distintos do isétopo
estudado (PAVIA et al., 2010). Isso se baseia nas propriedades de certos nucleos absorverem
radiagdo eletromagnética na regido de radiofrequéncia (rf) quando submetidos a um campo ele-
tromagnético. Ao sofrerem relaxamento, isto ¢, retornarem a seus estados de origem, esses nu-
cleos emitem sinais eletromagnéticos que sao detectadas pelo espectrometro de RMN, que apre-
senta esses sinais como um registro da frequéncia do sinal versus sua intensidade (o espectro
de RMN). Dentre esses, os niicleos atdmicos mais estudados na RMN sio os de hidrogénio ('H)
e de carbono-13 (13C) (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005; PAVIA et al., 2010).

A EMAR ¢ uma técnica analitica que qualifica e quantifica moléculas de interesse por
meio da medi¢do de sua massa com uma alta resolucao (em torno de 4 ou mais casas decimais).
O instrumento analitico utilizado, o espectrometro de massas, bombardeia a molécula na fase
gasosa com um feixe de elétrons de alta energia e grava o resultado do impacto de elétrons na
forma de um espectro de ions positivos, que sdo separados com base na relagdo massa/carga
(m/z) (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). Desse modo, a RMN e EMAR em con-
junto com outras técnicas podem ser utilizadas para se determinar a estrutura completa de uma
molécula desconhecida.

Com a utiliza¢do das técnicas descritas, os intermedidrios reacionais e os analogos tria-
z6licos da Lavendustina A tiveram suas estruturas indubitavelmente elucidadas como segue:

Analisando-se os dados espectroscopicos do intermediario 44, junto a técnica de HMBC

(APENDICE D), observa-se que o hidrogénio da hidroxila, de deslocamento quimico de hidro-

génio (8'H) em 10.29 ppm, se correlaciona com o carbono C-2 de deslocamento quimico de
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carbono-13 (8'3C) em 154.89 ppm, com o carbono C-3 de §'*C em 117.95 ppm e com o carbono
C-1 de 8"°C em 111.99 ppm (Figura 16). Observando-se as multiplicidades dos sinais (M.) e as
constantes de acoplamento (J), vé-se que os hidrogénios de CH2-8 de 6'H em 3.97 ppm (d, J=
2.35 Hz) se correlacionam com o hidrogénio de C-10 de 6'H em 2.25 ppm (t, J=2.15 Hz). Além
disso, os hidrogénios de CH-3 de 8'H = 6,89 ppm (d, /=9,00Hz) e de CH-6 (3'H = 7,41 ppm,
d, J=3,13Hz) se correlacionam com o hidrogénio de CH-4 de 8'H = 7,13 ppm (dd,
J=9,19/2,93Hz). E o hidrogénio de CH-4’ (§'H = 6,76 ppm, dd, J=8,80/2,93Hz) se correlaciona
com o hidrogénio de CH-3’ (8'H = 6,81 ppm, d, J/=8,61Hz) e com o de CH-6’ (§'H = 6,90
ppm, d, /=3,13Hz).

0

OH O

Figura 16: Estrutura numerada do intermediario 44 para analise de RMN.

Além disso, o grupo propargil de 44 também teve sua posicao determinada a fim de
avaliar se somente a por¢ao amino da molécula (—NH) sofreu alquilagdo, eliminando a hip6-
tese de que a hidroxila livre da porg¢do salicilato de metila em C-2, com carater nucleofilico,
pudesse ter sofrido alquilacdo. Sendo assim, com os dados de HMBC, observou-se que os hi-
drogénios do metileno (CH2-8) de §'H em 3,97 ppm (d, J=2.35 Hz) se correlacionam com o
carbono ligado ao anel benzilico (CH2-7) de §'3C em 51.01 ppm e com o carbono ipso C-5 de
813C em 141.79 ppm. Ja o atomo de carbono de CH2-8 de 5'3C em 40.64 ppm, este se correlaciona
com o hidrogénio do carbono benzilico (CHz2-7 em §'H = 4.42 ppm (s)).

Nas moléculas 45a-c¢ (Figura 17), analisando os dados espectroscopicos junto a técnica

de HMBC (APENDICE A), é vista a correlagdo de C-5 com os hidrogénios de CH2-14 (3'H

em 4.52 ppm) e de CH2-7 (6'H em 4.72 ppm). Interessantemente, a regiosseletividade da ciclo-
adi¢do pode ser justificada pela correlagio de C-10 (8'°C em 135.88 ppm) com o hidrogénio
de CH-9 (5'H em 7.69 ppm). Adicionalmente, C-10 se correlaciona com o hidrogénio de CH-
11 (8'H em 7.61ppm) e com o hidrogénio de CH-12 (§'H em 7.56 ppm). As multiplicidades e
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constantes de acoplamento também mostram estas correlagdes entre os hidrogénios de CH-11
(d, J/=8.61 Hz) e CH-12 (d, J= 9.00 Hz). O carbono C-13, diretamente ligado ao atomo de
bromo, apresenta §'3C em 122.14 ppm, correlacionando-se com os hidrogénios de CH-11 e

CH-12.

0

N§N/

O

OH O

Figura 17: Estrutura numerada dos andlogos 1,2,3-triaz6licos 1,4-dissubstituidos 45a-c¢ para analise de RMN.

Nas demais moléculas, 45b e 45c¢, sdo vistas as mesmas correlagdes com variagdes nos
deslocamentos quimicos dos carbonos ligados proximos ao atomo de halogénio (“X”), provo-
cadas pelas diferencas de eletronegatividade desse substituinte, que aumentam o deslocamento

em ppm. Sendo que em 45b os dados espectroscopicos do carbono C-13 (APENDICE B), di-

retamente ligado ao 4tomo de cloro, apresentou §'°C em 134.32 ppm, correlacionando-se com
os hidrogénios de CH-11 (8'H em 7.43) e com CH-12 (§'H em 7.61 ppm).

Em 45c, a utilizacdo da técnica de RMN 2D nao gerou espectros de facil visualizagao.
Contudo, os deslocamentos quimicos observados na técnica de RMN 1D §'H e §'3C (APEN-
DICE C), mostram as mesmas relacdes vistas nas moléculas anteriores, sendo que o carbono
C-13, diretamente ligado ao atomo de flior, apresentou §'°C em 162.23 ppm. Esse mesmo
carbono apresentou um dupleto (d) com uma constante de acoplamento através de uma ligagao
! Je.r = 248.92 Hz, atribuida ao acoplamento com o nficleo de fltior. Do mesmo jeito, o CH-12
(8'3C em 116.55 ppm) apresentou um dupleto com 2Jcr =22.89 Hz e CH-11 ((d) com *Jcr =
7.63 Hz).
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5.6  Avaliagdo Bioldgica Preliminar dos Produtos Contra 7. cruzi

Os analogos triazdlicos da Lavendustina A 45a-c tiveram suas atividades bioldgicas
avaliadas in vitro frente as formas epimastigota (que infecta o inseto vetor) da Cepa Y e do
Clone Dm28c, e tripomastigota (presente na corrente sanguinea do hospedeiro mamifero) da
Cepa Y de T. cruzi via ensaio colorimétrico com MTT. A anélise inicial da citotoxicidade foi
realizada em duas linhagens de células de mamiferos: macrdéfagos, e fibroblastos (NIH3T3) de
camundongos. O Benznidazol foi utilizado como controle, ja que ¢ o farmaco de escolha para
tratamento contra 7. cruzi.

As substituigdes de “X” por atomos de halogénios nos andlogos 45a-c¢ foram imaginadas
de forma a variar a lipofilicidade e efeitos eletronicos gerados e estudar as correlagdes com a
bioatividade dos produtos obtidos. Os anédlogos também foram sintetizados possuindo a subu-
nidade farmacoforica da Lavendustina A/C tendo a por¢ao hidroquinona da molécula metoxi-
lada nas duas posic¢des, de maneira que houvesse melhoras potenciais na permeabilidade celular
e atividade de inibi¢ao do processo de polimerizagdo de tubulina (NUSSBAUMER et al., 1994;
MU et al., 2001).

O andlogo 45a, com substituinte bromo (Br), se mostrou inativo contra as duas cepas da
forma epimastigota de 7. cruzi avaliadas, com ICsp acima de 100 uM. O analogo 45b foi inativo
contra a cepa Clone Dm28c. J& nas formas tripomastigotas, tanto 45a quanto 45b mostraram
atividade interessante, com ICso na faixa de 10 uM. 45¢ ndo teve suas bioatividades avaliadas,
e somente 45a e 45b tiveram suas citotoxicidades testadas em células de mamiferos, apresen-
tando, ambas, valores médios acima de 20 uM, ou seja, as moléculas s6 seriam toxicas em
concentragdes duas vezes maior que a concentragao necessaria para inibi¢ao do parasito (Tabela

2).
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Tabela 2: Resultados dos ensaios preliminares de avaliagao biologica.

Atividade Anti 7. cruzi 1Cso(uM) Citotoxicidade I1Cso(uM)

Molécula Epimastigota Tripomastigota Macrofago
o 891 NIH3T3
Cepa Y Clone CepaY Murino
p Dm?28c
45a
R ™~ . Br  >100  >100 10,19 NA® >20
|
R2 NQN/
45b
R~ 80 >100 9,88 NA >20
N = Cl ’
R2 N§N
45c¢
1NN NA NA NA NA NA
N = F
el
2 =N
Benznidazol 13 7 NA NA NA

* Nao avaliado

Com base nesses resultados preliminares, a possivel atividade tripanocida imaginada
para os analogos triazélicos da Lavendustina A ndo apresentou melhoras significativas em re-
lagdo a outros compostos avaliados presentes na literatura, sendo moderadamente ativos so-
mente na forma tripomastigota de 7. cruzi. Contudo, os poucos resultados em maos sugerem
que a bioatividade observada ndo apresenta maiores correlagdes com o grau de lipofilicidade

(AlogP calculado) ou efeitos eletronicos provenientes dos substituintes halogenados, pois os

resultados foram bem similares nos dois casos avaliados.

Devido ao isolamento social nos anos de 2020 e 2021 para a mitigagdao da propagacao
do SARS-CoV-2 (COVID-19), as avaliagdes biologicas na forma amastigota (infectante de cé-
lulas), bem como as avaliagdes de citotoxicidade em células de mamiferos ndo puderam pros-
seguir. Sendo assim, as avaliagdes bioldgicas dos analogos aqui apresentados deverao ser con-

tinuadas para uma melhor resposta sobre as correlagdes estrutura-atividade.



6 Conclusoes

Neste trabalho, trés novos andlogos triazolicos metoxilados da Lavendustina A 45a, 45b
e 45¢ foram exitosamente produzidos em bons rendimentos (>70%).

O processo de sintese foi realizado em cinco etapas com diferentes reagdes organicas
comumente estudadas no curso de graduagdo, envolvendo algumas espécies ja presentes na
literatura. As espécies inéditas como os andlogos finais foram indubitavelmente elucidadas pe-
las técnicas espectroscopicas de RMN 1D e 2D em conjunto com a EMAR.

Na etapa de aminacao redutiva para obtencao da subunidade farmacoférica metoxilada
(47) da Lavendustina A, foram observados alguns desdobramentos como a formagao de produ-
tos colaterais indesejados (47b e 51) que dificultaram a obteng@o do produto almejado puro.
Este problema pdde ser suprimido adotando-se o procedimento (i) descrito, utilizando quanti-
dades equimolares dos reagentes que, embora ainda formasse coproduto, permitiu a separacao
e obtengdo do desejado 47 puro em maior quantidade.

O uso das reagdes de cicloadigdes 1,3-dipolares de Huisgen pelo método Click Chemis-
try permitiu que os analogos triazélicos fossem produzidos num processo particularmente ba-
rato, rapido (em comparagdo com outros processos de sintese) com bastante economia de ato-
mos, reagentes, € com pouca ou nenhuma purificagdo final necessaria.

As avaliagdes biologicas preliminares aqui conduzidas mostraram atividades promisso-
ras dos andlogos triazdlicos 45a-¢ para inibicao das formas tripomastigotas de 7. cruzi (ICso na
faixa de 10 uM). Esses resultados indicam uma possivel inibi¢cdo de tubulina do parasito pro-
vocada pelos analogos avaliados.

Tendo em vista que as formas tripomastigotas de 7. cruzi sdo as formas altamente in-
fectantes que estdo presentes na corrente sanguinea do infectado, as atividades dos novos ana-
logos triazolicos 45a-c¢ da Lavendustina A contribuem para o enriquecimento da quimioteca de
compostos e produtos naturais com atividades tripanocidas potenciais no tratamento de doengas
parasitarias. No entanto, estudos futuros envolvendo a relagdo estrutura-atividade desses com-
postos devem ser realizados para melhor compreensao e possiveis melhoras ou mesmo modu-
lacdo das bioatividades aqui apresentadas. Adicionalmente, a forma amastigota devera ser ava-

liada para validagdo dos compostos como potenciais anti 7. cruzi.
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APENDICES

APENDICE A — Dados Espectroscopicos de 45a

Tabela 3: Dados Espectroscopicos de RMN *C e 'H de 45a

Férmula Quimica: C,;H,sBrN,O5
Massa Exata: 553,1062

6.75
9) 0 111.65
~ 6.82 110.96
370 55577 15359
6.83 O/ 3.79 114.67 15154/ 55.65
14 472 7.69
4.52 4718 = 119.65 122.14
NWNBI' N~ 7 8/9 ,\i35‘88 Br
NéN/ ' /
761  7.56 ' = 121.68
7.03 7.30 N=N 13272
@)
6.84
\3.88 . 52.17
OH O '
10.17
Assinalamento  83C (ppm)  &'H (ppm) Int. M./J (Hz) gHSQC gHMBC
OH 2 10.19 1H (s) ] 112.16/154.04
C=0 170.45 - - - - 3.88/6.84/7.30/10.19
C12) 154.04 - - - - 6.84/7.03/10.19
C(5) 153.59 - - - - 3.79/ 6.82/ 6.83
C12") 151.34 - - - - 3.70/ 4.52/ 6.75/ 6.82/ 6.83
C(8) 146.70 - - - - 4.72/7.69
C(5) 141.35 - - - - 4.52/4.72/ 6.84/ 7.03/ 7.30
C(10) 135.88 - - - - 7.56/ 7.61/7.69
CH(11) 132.72 7.61 2H (d)/ 8.61 7.61 121.68/122.14/ 132.72/ 135.88
(1) 127.21 - - - - 4.52/ 6.82/ 6.83
CH®4) 122.99 7.03 1H (dd)/9.0/ 3.13 7.03 113.20/ 118.12/141.35/ 154.04
C(13) 122.14 - - - - 7.56/7.61
CH(12) 121.68 7.56 2H (d)/ 9.00 7.56 121.68/ 122.14/ 135.88/ 132.72
CH(9) 119.65 7.69 1H (s) 7.69 135.88/ 146.70
CH(3) 118.12 6.84 1H (d)/ 9.39 6.84 216/ 122'?31)1;‘51'35/ 1oy
CH(6”) 114.67 6.83 1H Pico sobreposto 6.83 111.65/127.21/ 151.34/ 153.59
CH(6) 113.20 7.30 1H (d)/3.13 7.30 216/ 122.?3{)1;‘51.35/ LSl
(1) 112.16 - - - - 6.84/7.30/ 10.19
CH#’) 111.65 6.75 1H (dd)/8.61/2.74 6.75 110.96/ 114.67/ 151.34/ 153.59
CH(3") 110.96 6.82 1H (d)/ 8.60 6.82 111.65/127.21/ 151.34/ 153.59
2’-OCHj3; 55.65 3.70 3H (s) 3.70 151.34
5’-OCH3 55.57 3.79 3H (s) 3.79 153.59
COOCHj3 52.17 3.88 3H (s) 3.88 170.45
CHa(14) 50 54 452 oH s) 450 47.18/ 114.6175/11§Z.21/ 141.35/
CHx(7) 47.18 4.72 2H (s) 4.72 50.54/119.65/ 141.35/ 146.70

2 Sem correlagdo



APENDICE B — Dados Espectroscopicos de 45b

Tabela 4: Dados Espectroscopicos de RMN 3C e 'H de 45b

Férmula Quimica: C,H,5CIN,O;
Massa Exata: 507,1456

/O 613 6.7 o 111.69
3.68 : 55.60 7 o3 0> 110.99
6.80 0/3‘78 114.71 15137 5567
O
4.50 14 A0 TS ' 4723 11975
. - : 134.32
N/Yg\NCI : N/7\(8/9\I\IIC1
/ .
7.00 7.2%\1\N 743 7.6 ' N 1oo7g ¥
O
6.83 \3.87 ' . 52.20
OH O '
10.19
Assinalamento  8"3C (ppm) 8'H (ppm) Int. M. /J (Hz) gHSQC gHMBC

OH 3 10.19 1H ®) - -

Cc=0 170.48 - - - - 6.83/3.87

CQ) 154.07 - - - - 6.83

C(5°) 153.62 - - - - 3.68

C2") 151.37 - - - - 3.78/ 6.73

C(8) 146.70 ; ; ; ; 470

C(5) 141.38 ; ; ; ; 470/ 4.50
C(10) 135.43 - - - - 7.61/7.43
C(13) 134.32 - - - - 7.61/7.43
CH(11) 129.78 7.43 on @/ 923395/ 274 ga3 134.32/129.78/ 121.49

C(1) 127.24 - - - - 6.79/ 4.50
CH(4) 123.03 7.00 1H (dd) /9.39/3.13 7.00 118.15
CH(12) 121.49 7.61 2H (dn)/ 922485/ 2.741 7.61 135.43/ 129.78/ 121.49
CH(9) 119.75 7.65 1H (s) 7.65 129.78
CH(3) 118.15 6.83 1H (d)/ 9.00 6.83 170.48/ 154.07/ 112.20
CH(6") 114.71 6.80 IH (d)/ 9.00 6.80 6.73
CH(6) 113.25 7.27 1H (d)/3.13 7.27 -

(1) 112.20 - - - - 6.83/3.87
CH®4’) 111.69 6.73 1H (dd) / 8.80/2.93 6.73 151.37/114.71
CH(3’) 110.99 6.79 1H (d)/ 9.00 6.79 153.62/151.37/127.24

2’-OCH; 55.67 3.78 3H ©) 3.78 151.37
5’-OCH3 55.60 3.68 3H (s) 3.68 153.62
COOCH3 52.20 3.87 3H (s) 3.87 170.48/ 112.20
151.37/ 141.38/ 127.24/
CHx(14) 50.58 4.50 2H (s) 4.50 11471/ 47.23
CHx(7) 47.23 4.70 2H (s) 4.70 146.70/ I;lé gg/ 119.75/

3 Sem correlagido



APENDICE C — Dados Espectroscopicos de 45¢

Tabela 5: Dados Espectroscopicos de RMN *C e 'H de 45¢

Foérmula Quimica:C,H,5FN,O5
Massa Exata: 493,1883

6.73 111.59
3.68 /O 6.79 O
3.77
6.81 O/
4.70 7.65
4.50 N7 8/9
—/
701 7,23\1\N
6.83 O\
OH O
10.19
. 53 " M. /J (Hz)
Assinalamento 6°C (ppm) 6'H (ppm) Int. T 13C
OH -4 10.19 1H (s) (s)
C=0 170.47 - - - (s)
C(13) 162.23 - - - (d) 'Jer =248.92
C(2) 153.98 - - - (s)
C(5) 153.56 - - - (s)
C(2) 151.32 - - - (s)
C(8) 146.54 - - - (s)
C(5) 141.34 - - - (s)
C(10) 133.19 - - - (s)
C(17) 127.20 - - - (s)
CH®4) 122.92 7.01 1H (dd)/ 8.80/ 1.96 (s)
(ddd)/ JH.H :697/ 4JH.F (d)/ 3Jc.F = 7.63
CH(11) 122.31 7.62 2H —4.52) Sy =2.20
CH(9) 120.01 7.65 1H (br. s) (s)
CH(3) 118.11 6.83 1H (d)/ 8.80 (s)
(ddd)/ 3J[-[.F :8.31/ JH.H (d)/ 2.](;.1? = 2289
CH(12) 116.55 7.16 2H ~6.36/ 1.96
CH(6”) 114.61 6.81 1H Pico sobreposto (s)
CH(6) 113.11 7.27 1H (br. s) (s)
C(1) 112.16 - - - (s)
CH(4’) 111.59 6.73 1H (dd)/ 9.05/3.18 (s)
CH(3’) 110.91 6.79 1H (d)/ 8.80 (s)
2’-OCHz3 55.62 3.77 3H (s) (s)
5’-OCHj; 55.56 3.68 3H (s) (s)
COOCH; 52.19 3.86 3H (s) (s)
CHx(14) 50.52 4.50 2H (s) (s)
CHx(7) 47.18 4.70 2H (s) (s)

4 Sem correlagdo



APENDICE D — Dados Espectroscopicos do Intermediario 44

Tabela 6: Dados Espectroscopicos de RMN 13C e 'H de 44

Formula Quimica: C5gH,1NOg
Massa Exata: 355,1420

6.76 112.08
/O /O 111.18
3.71 681 55.60 153.59 '
6.90 38 114.99 158/5582
7 397 40.64
4.42 N~ 8 5101 SN 78 2.6l
9% 225 9§72.51
10 141.79 10
73 741 124.69 ‘
6.5 O\ . 111.99 O\
92 154.89 17056 3217
OH O OH O
Assinalamento  8°C (ppm) &'H (ppm) Int. M./J(Hz)  gHSQC gHMBC
Cc=0 170.56 = = = = 7.41/ 6.90/ 3.92
C(2) 154.89 - - - - 10.29/7.41/7.13/ 6.89
C(5”) 153.59 = = - = 6.81/3.71
C(2%) 151.54 - - - - 6.81/4.42/3.81
C(5) 141.79 - - - - 7.13/6.89/4.42/ 3.97
C(1%) 127.37 - - - - 6.81/4.42
(ddy/
CH(4) 124.69 7.13 1H 919/2.93 7.13 154.89/ 141.79/ 115.02
170.56/ 154.89/ 141.79/
CH(3) 117.95 6.89 1H (d)/ 9.00 6.89 124.69/ 111.99
CH(6) 115.02 7.41 1H (d)/ 3.13 7.41 170.56/ 11514;8995/ 124.69/
CH(6”) 114.99 6.90 1H (d)/ 3.13 6.90 153.59/112.08
, (ddy/
CH(4’) 112.08 6.76 1H 8.80/2.93 6.76 153.59/ 127.37/ 114.99
C(1) 111.99 - - - - 10.28/ 6.89
CH(3’) 111.18 6.81 1H (d)/ 8.61 6.81 153.59/127.37/ 112.08
C(9) 79.61 - - - - 3.97
CH(10) 72.51 2.25 1H (t)y/ 2.15 2.25 52.17/ 40.64
2’-OCH; 55.82 3.81 3H (s) 3.81 151.54
5’-OCH3; 55.60 3.71 3H (s) 3.71 153.59
CO,CH3 52.17 3.92 3H (s) 3.92 170.56
151.54/ 141.79/ 127.37/
CHx(7) 51.01 4.42 2H (s) 4.42 114.99/ 111.18/ 40.64
CHx(8) 40.64 3.97 2H (d)/ 2.35 3.97 141.79/79.61/72.51/ 51.01
OH = 10.29 1H (s) = 154.89/117.95/111.99

5 Sem correlagido



ANEXOS

Acquisition Time (sec) 1.3107 ‘ Cc t LAV119 ‘ Date Jul 31 2019

File Name C:\Users\Leandro\Downloads\LLAV118-119\fids 01-08-19\LLAV119_13c Frequency (MHz) 100.52
Nucleus 13C Number of Ti jents 14464 \ Original Points Count 32768 Points Count 32768
Pulse Sequence s2pul Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz)  11050.5381
Sweep Width (Hz) 25000.00 Temperature (degree C) 3.000 ‘

3C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 170.45 (s, 1 C), 154.04 (s, 1 C), 153.59 (s, 1 C), 151.34 (s, 1 C), 146.70 (s, 1 C), 141.35 (s, 1 C), 135.88 (s, 1
C), 132.72 (s, 1 C), 127.21 (s, 1 C), 122.99 (s, 1 C), 122.14 (s, 1 C), 121.68 (s, 1 C), 119.65 (s, 1 C), 118.12 (s, 1 C), 114.67 (s, 1 C), 113.20 (s, 1 C), 112.16

(s,10C), 111.65 (s, 1 C), 110.96 (s, 1 C), 55.65 (s, 1 C), 55.57 (s, 1 C), 52.17 (s, 1 C), 50.54 (s, 1 C), 47.18 (s, 1 C)
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Anexo A — Espectro de RMN 3C de 45a



Acaquisition Time (sec) 2.5559 \ Cc it LAV119 \ Date Jul 31 2019

File Name C:\Users\Leandro\Downloads\LLAV118-119\fids 01-08-19\LLAV119_1h Frequency (MHz) 399.74 Nucleus 1H
Number of Transients 8 ‘ Original Points Count 16384 Points Count 16384 Pulse Sequence s2pul

Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz)  2401.3870 Sweep Width (Hz) 6410.26 Temperature (degree C) 3.000

'H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 10.17 (s, 1 H), 7.67 (s, 1 H), 7.59 (d, J=8.61 Hz, 2 H), 7.54 (d, J=9.00 Hz, 2 H), 7.28 (d, J=3.13 Hz, 1 H),
7.01 (dd, J=9.00, 3.13 Hz, 1 H), 6.82 (d, J=9.78 Hz, 1 H), 6.80 - 6.81 (m, 1 H), 6.79 (d, J=8.61 Hz, 1 H), 6.73 (dd, J=8.61, 2.74 Hz, 1 H), 4.70 (s, 2 H), 4.50
(s, 2 H), 3.85 - 3.87 (m, 3 H), 3.77 (s, 3 H), 3.68 (s, 3 H)
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Anexo B — Espectro de RMN 'H de 45a

0.05




Acquisition Time (sec) 1.3107 | comment FCL134 | Date Nov 12019

File Name E:\2-APQ1 2014 (Lavendustina)\1-ESPECTROS DE RMN-LAVENDUSTINA\LLAV134\FCL134_13C Frequency (MHz) 100.52
Nucleus 13C Number of Transient: 14464 \ Original Points Count 32768 Points Count 32768
Pulse Sequence s2pul Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 11053.5898
Sweep Width (Hz) 25000.00 Temperature (degree C) 3.000 \

3C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 170.48 (s, 1 C), 154.07 (s, 1 C), 153.62 (s, 1 C), 151.37 (s, 1 C), 146.70 (s, 1 C), 141.38 (s, 1 C), 135.43 (s, 1

), 134.32 (s, 1 C), 129.78 (s, 1 C), 127.24 (s, 1 C), 123.03 (s, 1 C), 121.49 (s, 1 C), 119.75 (s, 1 C), 118.15 (s, 1 C), 114.71 (s, 1 C), 113.25 (s, 1 C), 112.20
(s,1C), 111.69 (s, 1 C), 110.99 (s, 1 C), 55.67 (s, 1 C), 55.60 (s, 1 C), 52.20 (s, 1 C), 50.58 (s, 1 C), 47.23 (s, 1 C)
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Anexo C — Espectro de RMN 3C de 45b



Acquisition Time (sec) _2.5559 | comment LLAV821 | Date Oct 15 2019 |

File Name F:\2-APQ1 2014 (Lavendustina)\1-ESPECTROS DE RMN-LAVENDUSTINA\LLAV821_Aduto_ OMe_CINLLAV821_1h

Frequency (MHz) 399.74 Nucleus 1H Number of Transients 32 Original Points Count 16384
Points Count 16384 Pulse Sequence s2pul Solvent CHLOROFORM-d | Spectrum Offset (Hz)  2401.3870
Sweep Width (Hz) 6410.26 Temperature (degree C) 3.000

'H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 10.19 (s, 1 H), 7.66 (s, 1 H), 7.61 (dt, J=9.29, 2.74, 2.45 Hz, 2 H), 7.44 (dt, J=9.39, 2.74, 2.35 Hz, 2 H), 7.27
(d, J=3.13 Hz, 1 H), 7.01 (dd, J=9.39, 3.13 Hz, 1 H), 6.83 (d, J/=9.00 Hz, 1 H), 6.80 (d, J=3.13 Hz, 1 H), 6.80 (d, J=9.00 Hz, 1 H), 6.73 (dd, J=8.80, 2.93 Hz,
1 H), 4.70 (s, 2 H), 4.50 (s, 2 H), 3.87 (s, 3 H), 3.78 (s, 3 H), 3.68 (s, 3 H)
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Anexo D — Espectro de RMN 'H de 45b



Acaquisition Time (sec) 1.0486

\ Comment

LLAV137

Date

Nov 28 2019

File Name F:\2-APQ1 2014 (Lavendustina)\1-ESPECTROS DE RMN-LAVENDUSTINA\LLAV137 (Aduto_OMe_Fluorado)\LLAV137_13C

Frequency (MHz) 125.68 Nucleus 13C Number of Transients 14464 Original Points Count 32768
Points Count 32768 Pulse Sequence s2pul Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 13814.0830
Sweep Width (Hz) 31250.00 Temperature (degree C) 25.000

3C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 170.47 (s, 1 C), 162.23 (d, J=248.92 Hz, 1 C), 153.98 (s, 1 C), 153.56 (s, 1 C), 151.32 (s, 1 C), 146.54 (s, 1

C), 141.34 (s, 1 C), 133.19 (s, 1 C), 127.20 (s, 1 C), 122.92 (s, 1 C), 122.31 (d, J=7.63 Hz, 1 C), 120.01 (s, 1 C), 118.11 (s, 1 C), 116.55 (d, J=22.89 Hz, 1 C),

114.61 (s, 1 C), 113.11 (s, 1 C), 112.16 (s, 1 C), 111.59 (s, 1 C), 110.91 (s, 1 C), 55.62 (s, 1 C), 55.56 (s, 1 C), 52.19 (s, 1 C), 50.52 (s, 1 C), 47.18 (s, 1 C)
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Anexo E — Espectro de RMN 3C de 45¢



Acquisition Time (sec) 2.0447 \ Comment LLAV137 \ Date Nov 28 2019 \

File Name E:\2-APQ1 2014 (Lavendustina)\1-ESPECTROS DE RMN-LAVENDUSTINA\LLAV137 (Aduto_OMe_Fluorado)\LLAV137_1H

Frequency (MHz) 499.77 Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 16384
Points Count 16384 Pulse Sequence s2pul Solvent CHLOROFORM-d | Spectrum Offset (Hz) 2994.1167
Sweep Width (Hz) 8012.82 Temperature (degree C) 25.000

Normalized Intensity

"H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 10.19 (s, 1 H), 7.65 (s, 1 H), 7.62 (ddd, J=6.97, 4.52, 2.20 Hz, 2 H), 7.27 (s, 1 H), 7.16 (ddd, J=8.31, 6.36,

1.96 Hz, 2 H), 7.01 (dd, J=8.80, 1.96 Hz, 1 H), 6.83 (d, /=8.80 Hz, 1 H), 6.81 (dd, 1 H), 6.79 (d, /=8.80 Hz, 1 H), 6.73 (dd, J=9.05, 3.18 Hz, 1 H), 4.70 (s, 2
H), 4.49 - 4.52 (m, 2 H), 3.86 (s, 3 H), 3.77 (s, 3 H), 3.68 (s, 3 H)
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Anexo F — Espectro de RMN 'H de 45¢




Acquisition Time (sec) 1.3107 Comment LAV118 \ Date Aug 12019

File Name C:\Users\Leandro\Downloads\FIDs 07-08-19\FIDs 07-08-19\LLAV118_13c Frequency (MHz) 100.52
Nucleus 13C Number of Transients 14464 \ Original Points Count 32768 Points Count 32768
Pulse Sequence s2pul Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 11052.0635

Sweep Width (Hz)

25000.00

Temperature (degree C) 3.000

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d)  ppm 170.56 (s, 1 C), 154.89 (s, 1 C), 153.59 (s, 1 C), 151.54 (s, 1 C), 141.79 (s, 1 C), 127.37 (s, 1 C), 124.69 (s, 1

), 117.95 (s, 1 C), 115.02 (s, 1 C), 114.99 (s, 1 C), 112.08 (s, 1 C), 111.99 (s, 1 C), 111.18 (s, 1 C), 79.61 (s, 1 C), 72.51 (s, 1 C), 55.82 (s, 1 C), 55.60 (s, 1

), 52.17 (s, 1 C), 51.01 (s, 1 C), 40.64 (s, 1 C)
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Anexo G — Espectro de RMN 3C e 'H de 44



Acquisition Time (sec) 2.5559 \ Comment LAV118 \ Date Aug 12019

File Name F:\2-APQ1 2014 (Lavendustina))lESPECTROS DE RMN-LAVENDUSTINA\LLAV118-Alcino_OMe\LLAV118_1h | Frequency (MHz) 399.74
Nucleus 1H Number of Transients 16 ‘ Original Points Count 16384 Points Count 16384
Pulse Sequence s2pul Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz)  2401.3870
Sweep Width (Hz) 6410.26 Temperature (degree C) 3.000

'"H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 10.29 (s, 1 H), 7.41 (d, J=3.13 Hz, 1 H), 7.13 (dd, J=9.19, 2.93 Hz, 1 H), 6.89 (d, /=3.13 Hz, 1 H), 6.89 (d,
J=9.00 Hz, 1 H), 6.82 (d, /=8.61 Hz, 1 H), 6.76 (dd, J=8.80, 2.93 Hz, 1 H), 4.42 (s, 2 H), 3.97 (d, J=2.35 Hz, 2 H), 3.92 (s, 3 H), 3.81 (s, 3 H), 3.70 - 3.73 (m,

3 H), 2.25 (t, J=2.15 Hz, 1 H)
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Anexo H — Espectro de RMN de 'H de 44
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