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RESUMO

MENOZZI, Cheyene Almeida Celestino. O primeiro estudo amplo da relagao estrutura-
atividade do benznidazol: atividades in vitro e in vivo contra Trypanosoma cruzi e na
enzima nitroredutase. Tese (Doutorado em Farmacologia e Quimica Medicinal) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2025.

A doenga de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, continua sendo
um desafio significativo para a satide publica, especialmente devido as limitagdes dos
tratamentos disponiveis. O benznidazol (BZN) ¢ atualmente o inico farmaco utilizado no
Brasil para o tratamento da doenga e, apesar de suas restri¢des, continua sendo a melhor
alternativa terapéutica, conforme evidenciado em estudos clinicos recentes. Seu
mecanismo de acdo bem estabelecido e sua eficacia consolidada o tornam um protoétipo
valioso para o desenvolvimento de novas moléculas. Neste contexto, este trabalho propos
a sintese e avaliagdo de 27 derivados do BZN, buscando otimizar sua atividade anti-7.
cruzi e realizar um estudo preliminar de relagdo estrutura-atividade (SAR), ainda nao
explorado e documentado na literatura. Os derivados foram obtidos através de uma rota
sintética simples e de baixa custo, composta de duas etapas realizadas através do sistema
one-pot. As predigoes in silico indicaram propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas
favoraveis, incluindo boa solubilidade aquosa, excelente potencial de absor¢do
gastrointestinal e conformidade com os principais critérios de drug-likeness. A atividade
biologica foi determinada por meio de ensaios in vitro contra formas intracelulares do
parasito (cepa Tulahuen) e tripomastigotas sanguineos (cepa Y), além da citotoxicidade
nas células L929. Nove compostos demonstraram maior poténcia e seletividade do que o
BZN (ECs0=2,52 £ 0,60 uM) contra a forma intracelular do parasito, com destaque para
os trés compostos mais potentes, cujos ECso variaram de 1,01 a 2,52 uM. Todos
apresentaram CCso > 200 uM, indicando alto indice de seletividade e auséncia de
citotoxicidade até a concentragdo maxima testada, evidenciando um perfil de seguranga
favoravel. Contra tripomastigotas sanguineos, 8 dos 17 compostos testados apresentaram
ECso inferiores ao do BZN (5,8 uM), variando de 2,37 a 5,18 uM. A avaliacdo in vitro na
enzima nitroredutase (7cNTR) classificou nove derivados como substratos artificiais. As
taxas de conversao enzimatica, expressas em relacdo ao BZN (100%), foram iguais ou
superiores a esse valor para oito compostos, reforgando a hipdtese de envolvimento dessa
via no mecanismo de acdo. A andlise de relacdo estrutura-atividade (SAR) permitiu a
identificagdo de padrdes estruturais que favorecem a atividade anti-7. cruzi, sugerindo
possiveis dire¢des para o desenvolvimento de novos compostos. Cinco dos derivados
mais promissores foram avaliados in vivo, € o0 composto N-(2-metilbenzil)-2-(2-nitro-1H-
imidazol-1-il)acetamida foi capaz de reduzir 100% da parasitemia e garantir 100% de
sobrevivéncia dos animais testados. Esses achados reforcam o potencial dessas moléculas
como candidatos promissores para o desenvolvimento de novos agentes antichagésicos.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, doenga de Chagas, benznidazol, relagdo estrutura-
atividade, nitroredutase.



ABSTRACT

MENOZZI, Cheyene Almeida Celestino. The first comprehensive structure—activity
relationship study of benznidazole: in vitro and in vivo activities against Trypanosoma
cruzi and its nitroreductase enzyme. Thesis (Doctorate in Pharmacology and Medicinal
Chemistry) — Institute of Biomedical Sciences, Federal University of Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2025.

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, remains a significant
public health challenge, particularly due to the limitations of current treatments.
Benznidazole (BZN) is currently the only drug used in Brazil for the treatment of the
disease and, despite its limitations, remains the best therapeutic alternative, as evidenced
by recent clinical studies. Its well-established mechanism of action and consolidated
efficacy make it a valuable prototype for the development of new molecules. In this
context, this work proposed the synthesis and evaluation of 27 BZN derivatives, aiming
to optimize their anti-7. cruzi activity and to carry out a preliminary structure—activity
relationship (SAR) study, which has not yet been explored or documented in the literature.
The derivatives were obtained through a simple and low-cost synthetic route, consisting
of two steps performed using a one-pot system. /n silico predictions indicated favorable
physicochemical and pharmacokinetic properties, including good aqueous solubility,
excellent gastrointestinal absorption potential, and compliance with major drug-likeness
criteria. Biological activity was determined through in vitro assays against intracellular
forms of the parasite (Tulahuen strain) and bloodstream trypomastigotes (Y strain), as
well as cytotoxicity in L929 cells. Nine compounds exhibited greater potency and
selectivity than BZN (ECso = 2.52+0.60 uM) against the intracellular form of the
parasite, with three of them standing out as the most potent, showing ECso values ranging
from 1.01 to 2.52 uM. All compounds showed CCso > 200 uM, indicating a high
selectivity index and no cytotoxicity up to the maximum concentration tested,
highlighting a favorable safety profile. Against bloodstream trypomastigotes, 8 of the 17
compounds tested showed ECso values lower than BZN (5.8 pM), ranging from 2.37 to
5.18 uM. The in vitro evaluation on the nitroreductase enzyme (7cNTR) classified nine
derivatives as artificial substrates. Enzymatic conversion rates, expressed relative to BZN
(100%), were equal to or higher than this value for eight compounds, reinforcing the
hypothesis of this pathway's involvement in the mechanism of action. The SAR analysis
enabled the identification of structural patterns that enhance anti-7. cruzi activity,
suggesting potential directions for the development of new compounds. Five of the most
promising derivatives were evaluated in vivo, and the compound N-(2-methylbenzyl)-2-
(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)acetamide was able to reduce parasitemia by 100% and ensure
100% survival of the treated animals. These findings reinforce the potential of these
molecules as promising candidates for the development of new anti-Chagas agents.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, benznidazole, structure—activity
relationship, nitroreductase.
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1. Introducio

1.1. A doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC), também conhecida como tripanossomiase americana,
¢ uma enfermidade considerada como uma doenca tropical negligenciada, causada pelo
parasito protozoario hemoflagelado, Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Esta enfermidade foi
assim nomeada em homenagem ao médico pesquisador Carlos Justiniano Ribeiro Chagas,
responsavel pela sua descoberta no ano de 1909 (CHAGAS, 1909). O trabalho
desenvolvido por Carlos Chagas foi considerado um marco na area da medicina tropical
como um dos maiores feitos da ciéncia nacional, devido ao fato de ser o tinico caso na
medicina, no qual o mesmo pesquisador foi capaz de descrever o agente etioldgico, os
hospedeiros, vetor, manifestagdes clinicas e epidemiologia de uma mesma enfermidade

(Kropf, 2009).

O processo de infecgdo classico desta doenga envolve a participagao de vetores da
subfamilia de insetos Triatominae, na qual cerca de 140 espécies sao capazes de transmitir
o parasito causador da doenca, como Triatoma pseudomacula, Rhodnius prolixus,
Triatoma dimidata, entre outros, sendo o Triatoma infestans o principal vetor. Estes
insetos artropodes sao hematofagos, ou seja, se alimentam de sangue de aves e mamiferos,
incluindo seres humanos. Sdo conhecidos popularmente como “barbeiros”, devido ao fato
destes picarem os seres humanos principalmente na regido da face, ja que esta ¢ mais
acessivel por permanecer descoberta durante o sono (PAHO/WHO, 2018; URBINA;
DOCAMPO, 2003). O T. cruzi pode ser transmitido também para mais de 150 espécies
de mamiferos além do homem, sejam estes silvestres como roedores, marsupiais e

primatas, ou domésticos como caes e gatos (DEANE, 1964).

A infeccgdo pelo 7. cruzi pode ser descrita através de duas vias: a vetorial e a ndo
vetorial, sendo que a primeira pode ser ainda subdividida em direta e indireta (DNDI,

2020).

O processo de infec¢do pela via vetorial direta ocorre da forma cléssica, através
da picada do vetor no repasto sanguineo (ALVAREZ-HERNANDEZ et al., 2021; DNDI,
2020). Esta via de infeccdo ocorre somente em regides endémicas (onde se encontra o
vetor), e esta diretamente ligada aos aspectos sociais € econdmicos da populagdo local,
visto que estes insetos costumam se esconder em rachaduras e frestas presentes nas

residéncias consideradas risticas (BRICENO-LEON; GALVAN, 2007; HOCHBERG;
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MONTGOMERY, 2023). Devido a isso, um controle vetorial intenso tem sido aplicado
nas ultimas décadas com o objetivo de reduzir a expansdo da doenca nas regides
endémicas da América Latina (BRUNETO et al., 2021; COURA; VINAS; JUNQUEIRA,
2014).

A via vetorial indireta pode ocorrer através de diferentes formas, entre elas
destacam-se a transmissao oral e a vertical (da mae para o filho através da placenta), além
da transfusao de sangue ou transplantes de 6rgdos infectados pelo parasito e até¢ mesmo
de forma acidental, pelo contato de mucosas ou feridas na pele com material contaminado
durante manipulacdo em laboratério (HOCHBERG; MONTGOMERY, 2023;
MINISTERIO DA SAUDE, 2020a; PAHO/WHO, 2018; WENDEL, 2010). Atualmente a
via oral de infeccdo ¢ uma das mais importantes, ocorrendo através da ingestdo de
alimentos contaminados com o parasito, como a cana de aglcar e principalmente o agai,
que podem ser contaminados com as fezes do vetor, ou até mesmo com o proprio inseto
esmagado durante a preparagdo. Nestes alimentos, o 7. cruzi é capaz de sobreviver por
mais de 24 horas, uma janela de tempo que permite que o parasita seja facilmente ingerido
e possa proceder a infe¢do (PAHO/WHO, 2018; WENDEL, 2010). Devido a alta carga
parasitaria adquirida através da infec¢@o oral, esta € conhecida por ser responsavel por

uma forma grave de infec¢do aguda (PEREIRA et al., 2009).

1.1.2. Formas evolutivas e ciclo biologico do Trypanosoma cruzi
1.1.2.1. Formas evolutivas

O T cruzi possui o ciclo bioldgico do tipo heteroxénico, no qual quatro formas
evolutivas, que diferem na morfologia e funcionalidade, alternam entre o vetor e o
hospedeiro (Figura 1) (FIOCRUZ, 2017; KESSLER et al, 2017). No vetor estdo
presentes as formas epimastigota (b) e tripomastigota metaciclica (a). A primeira ¢
definida como a forma de multiplicagdo do parasito no vetor e se encontra no intestino,
j& a segunda ¢ a forma infectante, que ¢ encontrada nas fezes e urina. Nos mamiferos a
amastigota (c) ¢ a forma replicativa, sendo observada no interior das células, enquanto a
tripomastigota sanguinea (d) ¢ a forma circulante do 7. cruzi, também infectante (Figura
1). Por serem formas presentes no ser humano, as duas tltimas s3o as de maior relevancia
clinica e ter@o especial interesse no presente trabalho (FIOCRUZ, 2017; GARCIA, 2009;
RASSI & MARIN-NETO, 2010).
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Figura 1. Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi: tripomastigota metaciclico (A),

epimastigota (B), amastigota (C) e tripomastigota sanguineo (D). (Adaptado de Kessler ef al.,
2017).

1.1.2.2. Ciclo biolégico

A infecgdo pelo T. cruzi ocorre quando o vetor infectado, realiza o repasto
sanguineo no hospedeiro mamifero, ou seja, ao picar o individuo para se alimentar,
elimina em suas fezes as formas tripomastigotas metaciclicas (1) (Figura 2). Ao cogar o
local, os dejetos contaminados do inseto podem ser levados até o orificio da picada ou
entrar em contato com mucosas, chegando até a corrente sanguinea, na qual essa forma
do parasito pode se dispersar e infectar diferentes tecidos (2). No interior das cé€lulas
infectadas, ocorre a diferenciagdo para a forma amastigota do 7. cruzi, que ¢ uma forma
de divisdo celular, na qual as células do parasito se multiplicam através de fissdes binarias
(3). Apds esse processo de multiplicacdo, as formas amastigotas se transformam em
tripomastigotas sanguineas (4) lisando a célula e sendo liberadas na corrente sanguinea,
podendo infectar outras células e tecidos (5) ou um inseto vetor enquanto esse realiza o
repasto sanguineo (6). Quando um triatomineo pica o individuo contaminado, este ingere
as formas tripomastigotas sanguineas que em seu intestino sdo diferenciadas em
epimastigotas (7), forma de divisdo celular no vetor. Apds a multiplicagao por divisdao
bindria (8), esses migram para a por¢do final do intestino, onde se transformam em
tripomastigotas metaciclicos (9). O ciclo € concluido através da liberag@o dessas formas
nas fezes do inseto apds o repasto sanguineo, infectando outro mamifero (FIOCRUZ,

2017; KESSLER et al., 2017; RASSI; MARIN-NETO, 2010).
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Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (adaptado de PEREZ-MOLINA; MOLINA,
2018).

1.1.3. Aspectos clinicos

A DC ¢ dividida principalmente em duas fases clinicas que sdo caracterizadas em:
aguda e cronica. A fase aguda ocorre no inicio da infec¢ao, podendo durar, geralmente,
até dois meses. Normalmente esta ¢ assintomatica ou pode se apresentar como uma
doenca febril de origem indeterminada, podendo também causar cefaleia, mal-estar,
nauseas, astenia, diarreia, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia entre outros. Estes
sintomas podem ser confundidos facilmente com inimeras enfermidades, dificultando o
diagnéstico correto da DC (COURA; VINAS; JUNQUEIRA, 2014; FIOCRUZ, 2017,
RASSI; MARIN-NETO, 2010). Quando a infec¢do € ocasionada por via vetorial pode ser
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observado uma inflamacao no local do inoculo, essas lesdes cutaneas sao chamadas de
chagomas e quando ocorrem na regido da face sdo conhecidas como sinal de Romaia,

sendo este um sinal bastante caracteristico da DC (DNDI, 2020; PRATA, 2001).

Os sintomas da fase aguda costumam demorar aproximadamente de 1 a 2 semanas
para surgirem e as formas graves sdo raras, correspondendo a 1-5% dos casos. Suas
manifestagdes costumam desaparecer espontaneamente em cerca de 90% dos individuos
infectados, mesmo que a DC ndo seja tratada com medicamentos tripanocidas (COURA;
VINAS; JUNQUEIRA, 2014; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Isto ocorre devido a
ativacdo do sistema imune do hospedeiro, reduzindo a carga parasitaria e controlando a

infec¢cdo, de modo que esta possa atingir niveis indetectaveis (CHATELAIN, 2017).

Nesta fase o diagnostico etiologico ¢ realizado através de testes parasitologicos
diretos como exame de sangue, esfregaco e gota espessa, onde a suspeita de casos sdo
confirmadas através da detec¢do do parasito presente no sangue do individuo infectado

(DNDI, 2020).

Pacientes nao tratados na fase aguda irdo desenvolver a fase cronica da DC. Esta
fase ¢ dividida em dois estagios: a fase cronica indeterminada e a fase cronica sintomatica.
Cerca de 60 a 70% dos individuos infectados na fase cronica ndo chegam a desenvolver
sintomas clinicos, permanecendo na fase indeterminada que € caracterizada pela auséncia
total de sintomas. Nessa fase € possivel encontrar anticorpos contra o 7. cruzi no soro,
porém exames radiologicos e eletrocardiograma apresentam resultados dentro da
normalidade. Cerca de 30 a 40% dos individuos cronicamente infectados podem
desenvolver sintomas em um periodo de 10 a 30 anos apos a infec¢do (CHATELAIN,
2017; COURA; VINAS; JUNQUEIRA, 2014; DNDI, 2020; FIOCRUZ, 2017; RASSI;
MARIN-NETO, 2010).

Quando comparados com a fase aguda, os sintomas da fase cronica sintomatica
costumam ser mais graves. Estima-se que nessa fase 30-50% dos individuos infectados
desenvolverao complicagdes cardiacas, que possui trés formas de apresentacdo clinica:
insuficiéncia cardiaca, sindrome arritmica, € complica¢des tromboembolicas sistémicas e
pulmonares. Através de diferentes mecanismos, as trés reduzem a sobrevida dos pacientes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2024). Outras manifestagdes clinicas incluem patologias
digestivas que acarretam o megacolon e megaesofago (CHATELAIN, 2017; COURA;
VINAS; JUNQUEIRA, 2014; DNDI, 2020; FIOCRUZ, 2017; RASSI; MARIN-NETO,
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2010). A reativagdao da doenca de Chagas quando na fase indeterminada também pode
ocorrer em pacientes cronicamente infectados imunologicamente comprometidos, como
os que estdo co-infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ou aqueles

que realizam tratamento com medicamentos imunossupressores (COURA; VINAS;

JUNQUEIRA, 2014; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

O diagnostico na fase aguda pode ser realizado através da presenca de anticorpos
no soro por meio de testes sorologicos como hemaglutinagdo indireta (HAI),
imunofluorescéncia indireta (IFI), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) e
através da deteccao do parasito por métodos parasitologicos diretos ou indiretos. Na fase
cronica, o parasito se encontra difundido nos tecidos e células, logo o diagndstico
parasitologico se torna comprometido pela baixa parasitemia. Dessa forma, para a
defini¢dao da infecg¢ao pelo 7. cruzi nessa fase, ¢ necessaria a realizagdo de dois testes
sorologicos para a detecgdo de anticorpo IgG. Os testes devem ser com principios
metodoldgicos diferentes, visto que estes ndo possuem acuracia suficiente para o
diagnostico correto de maneira isolada. Os principais utilizados sdo o ELISA (utilizando
fragdes do parasito ou antigeno total), ou IFI como teste de elevada sensibilidade e ELISA
(utilizando antigenos recombinantes do parasito) como teste de alta especificidade. O
diagnodstico € confirmado através do resultado positivo em dois diferentes métodos
(CARLOS PINTO DIAS et al., 2016; FIOCRUZ, 2017). Testes moleculares utilizando
polymerase chain reaction (PCR), também sdo indicados quando os exames sorologicos
evidenciam resultados indeterminados ou para realizar um controle de cura apds a
conclusdo do tratamento, mesmo apresentando limitagdes como a falta de padronizagao
de protocolos. E importante ressaltar que nesse caso o teste de PCR deve ser realizado

por laboratorios creditados com especialistas com experiéncia na area (FIOCRUZ, 2017).

Uma nova alternativa de diagndstico molecular para DC foi recentemente
aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria do Brasil (ANVISA), o kit NAT
CHAGAS. Através deste teste € possivel detectar o material genético do parasito com alta
sensibilidade, equivalente a um décimo do DNA presente na amostra. Além da alta
sensibilidade, possui alta especificidade, sendo capaz de diagnosticar a doenca tanto na
fase aguda como na fase cronica dentro de algumas horas. Dessa forma, essa tem se
mostrado uma alternativa promissora de diagnostico molecular, tanto para rede publica

como para a particular, uma conquista que pode aumentar o acesso ao diagnéstico precoce
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da doenca e consequentemente ao rapido inicio do tratamento dos portadores da doenca

(FIOCRUZ, 2022; MOREIRA et al., 2023; RAMOS et al., 2024)

1.1.4. Epidemiologia

A DC ja foi uma enfermidade presente exclusivamente em areas rurais do
continente americano (WHO, 2024). Com o passar dos anos, fatores como a mobilidade
populacional, migragdo e urbanizagdo, contribuiram para a mudanga desse panorama, de
modo que a maioria dos infectados vivem hoje em ambientes urbanos (COURA; VINAS;

JUNQUEIRA, 2014; WHO, 2024).

Essa doenga ¢ endémica em 21 paises da américa latina, em regides que
compreendem o sul dos Estados Unidos ao sul do Chile e Argentina, onde a transmissao
esta profusamente relacionada com a presenga do vetor (DNDI, 2020; PAHO, 2018;
WHO, 2024). Atualmente, a DC ja foi reportada em 44 paises, distribuidos na América
do Norte, continente europeu, africano e no Pacifico Ocidental, tornando essa doenga um

problema global de satide publica (DNDI, 2020; WHO, 2024).

Estima-se que cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas estejam infectadas com o parasito
causador da doenca ao redor do mundo. No entanto, menos de 10% dos individuos
infectados foram diagnosticados, o que, aliado ao niimero de pessoas ndo tratadas e a
presenca de areas com transmissdo ativa, contribui para que outros 75 milhdes de
individuos estejam em risco de contrair a enfermidade (DNDI, 2020; WHO, 2024). A DC
causa aproximadamente 12 mil mortes por ano, matando mais pessoas na regido endémica
do que outras doengas parasitarias, incluindo a malaria. Cerca de 30 mil novos casos sdo
reportados a cada ano no continente americano, sendo destes, aproximadamente 9.000

recém-nascidos infectados durante a gestacao (DNDI, 2020; PAHO, 2024; WHO, 2024).

Devido aos sintomas e comorbidades ocasionadas devido a complicagdo da DC, ¢
estimada ainda uma perda de cerca de 1,2 bilhdes de ddlares anualmente na América
Latina. Isso ocorre devido a mais de 750.000 dias de trabalho perdidos devido a
aposentadorias e 6bitos precoces (CONTEH; ENGELS; MOLYNEUX, 2010). A carga
financeira da DC nos servicos de satide a nivel global ¢ calculada em mais de 600 milhdes
de ddlares por ano, nos quais 10% acometem diretamente regides ndo endémicas (LEE et

al.,2013; RAMOS et al., 2024).
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1.1.4.1. Epidemiologia da DC no Brasil

No inicio dos anos 1950 a DC no Brasil era considerada uma endemia rural, na
qual era predominante a transmissdo direta por via vetorial, quadro que foi sendo
modificado de acordo com o processo de industrializacdo do pais (CARLOS PINTO
DIAS et al., 2016). Em 1975 o Ministério da Satde do Brasil (MS) iniciou um protocolo
de controle da transmissao da doenc¢a no pais, com acgdes para o combate vetorial através
de meios quimicos e sistematizados, juntamente com a triagem de sangue ¢ tecidos de
doadores. Essas a¢des diminuiram significativamente o nimero de novos casos da DC,
que entre os anos de 1975 e 1980 estavam contabilizados em 6,5 milhdes de pessoas na
area rural do Brasil (CARLOS PINTO DIAS et al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE,
2022).

No ano de 2022, O Brasil assinou um pacto visando exterminar a transmissao de
doencas como HIV, Hepatite B, Sifilis, e a DC pela via vertical (LUQUETTI, et al 2015).
Esse Pacto estabelece metas, condutas e os deveres acordados para que seja possivel
eliminar ou diminuir drasticamente a infec¢o através dessa via. Por meio do diagndstico
eficaz, tratamento e acompanhamento, pretende-se que os recém-nascidos de maes
pacientes chagésicas nascam saudaveis, livres da doenca (LUQUETTI, 2015;
MINISTERIO DA SAUDE, 2024a).

Estima-se que, atualmente, haja a0 menos um milhdo de individuos infectados
pelo T cruzi no Brasil. Em relagdo ao nimero de doentes na fase cronica, estudos recentes
demonstram uma prevaléncia de 1,0 a 2,4% da populagdo, ou seja, cerca de 1,9 a 4,6
milhdes de individuos infectados. Esses nimeros acabam acarretando uma alta carga de
mortalidade por DC no pais. Entre os anos de 2010 e 2019 foram registradas 45.409
mortes relacionadas a essa doenca, uma média de mais de 4.500 6bitos por ano, sendo o
estado de Minas Gerais o que mais registrou nimero de mortes dentro desse periodo, com
o estado de Sao Paulo logo em seguida, refor¢cando a questao da urbanizacao e migracao
de individuos contaminados para os grandes centros (MINISTERIO DA SAUDE, 2022,
2024b).

Com relagdo aos casos de Doenca de Chagas aguda (DCA) reportados no Brasil,
entre os anos de 2010 e 2020, somam-se cerca de 2.777. Desses, a grande maioria sao
provenientes da regido Norte do pais, com o estado do Para, seguido pelo Amazonas

liderando nos nimeros de novos casos (Tabela 1). A transmissao pela via oral, através de
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alimentos contaminados, tem papel fundamental nesse indice, visto que foi a principal
forma de transmissdo nos ultimos anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2020b, 2024b).
Apesar disso, o risco de transmissdo vetorial da DC ainda persiste, podendo ocorrer por
questdes como animais reservatorios do parasito e a proximidade do ser humano a eles, a
presenca de focos residuais do 7. infestans na Bahia e de outras espécies de triatomineos
com alta capacidade de invasdo e colonizagio de residéncias (MINISTERIO DA SAUDE,
2024b).

Em 2020, o MS definiu a DCC como de notificagdo compulsdria nacionalmente,
visto que o individuo contaminado nessa fase necessita de acompanhamento continuo ao
longo da vida. Dessa forma em janeiro de 2023, foi disponibilizado na plataforma e-SUS
notifica um formulario para que os casos confirmados de DCC possam ser registrados e

acompanhados (MINISTERIO DA SAUDE, 2024a).

Uma analise foi realizada através dos cadastros realizados na plataforma entre
janeiro de 2023 e janeiro de 2024. Nesse periodo mais de 5.460 notificacdes foram
incluidas no sistema, distribuidos em 710 municipios, sendo 63% referentes a individuos
que vivem em areas urbanas, reforcando mais uma vez a questdo da migracdo
populacional para esses locais. A faixa etaria majoritaria nos cadastros foi entre 50 e 69
anos, mostrando que o controle da transmissao pela via vetorial fez com que diminuisse
o numero de jovens e criangas infectados. Dos individuos cadastrados, 42% eram do sexo
feminino, sendo 1,5% gestantes. Além disso, foi identificada a condigao clinica de todos
0s pacientes, entre estes, 42% apresentam alguma forma de cardiopatia, sendo 18%
avancada e 24% de leve a moderada, confirmando a gravidade da doenga na fase cronica

(MINISTERIO DA SAUDE, 2024a).
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Tabela 1. Casos de doenga de DCA nos anos de inicio de sintoma entre 2010 e 2020
segundo Unidade Federada de Infecg¢ao (UFI).

Ano de inicio dos sintomas

UF/Regido de infec¢iio

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total

Norte

Acre

Amapa
Amazonas

Para

Rondonia
Roraima
Tocantins
Nordeste
Alagoas

Bahia

Ceara
Maranhao
Paraiba
Pernambuco
Piaui

Rio Grande do Norte
Sergipe
Centro-Oeste
Distrito Federal
Goias

Mato Grosso
Mato Grosso do Sul
Sudeste

Espirito Santo
Minas Gerais

Rio de Janeiro
Sdo Paulo

Sul

Parana

Rio Grande do Sul
Santa Catarina
Ignorado/exterior

Brasil

100 128 164 120 171 245 310 299 321 341 144 2343

5 0 0 1 2 6 22 2 8 20 1 67
3 7 12 10 9 6 3 14 15 29 4 112
22 0 3 4 18 6 3 12 15 28 7 118
70 108 149 105 137 225 282 271 265 253 131 1996
0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 4
0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 3
0 12 0 0 5 1 0 0 16 9 0 43
4 11 0 3 1 19 3 1 28 29 0 99
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 2
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 9 0 1 1 11 1 1 25 0 0 49
0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2
4 1 0 0 0 0 0 0 0 29 0 34
0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
0 0 0 0 0 8 2 0 0 0 0 10
0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
13 5 0 0 0 0 0 0 0 1 0 19
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 17
1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 2 0 1 0 0 2 0 0 4 9
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 3
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 3 4
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 2
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 2
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19 26 33 28 35 24 46 36 35 14 9 305

136 170 199 152 209 288 359 338 384 385 157 2777

Tabela retirada de Ministério da Satade. Disponivel em: https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-
de-a-a-z/d/doenca-de-chagas/situacao-epidemiologica
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1.1.5. Quimioterapia da Doenca de Chagas

Mais de um século se passou desde a descoberta da DC, porém até os dias de hoje
essa enfermidade carece de um tratamento ideal para ambas as fases clinicas. Apesar de
haver tratamento que promova cura etioldgica para a fase aguda, ndo existe no mercado
um farmaco que seja capaz de eliminar, de forma substancial, o parasito na fase cronica

da doenga (COURA, 2002; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

Entre os anos de 1912 e 1962 diversos compostos foram testados contra 7. cruzi,
entre eles mais de 30 antibidticos, porém, por mais que essas substincias tivessem um
efeito supressor sobre a parasitemia, elas ndo foram capazes de promover a cura, além de

apresentarem alta toxicidade (BRENER, 1968; COURA, 2002).

Apenas dois farmacos, o benznidazol (BZN) e o nifurtimox (NFX) (Figura 3), sdo
utilizados para o tratamento da DC. Ambos foram introduzidos no mercado no inicio da
década de 1970 e tém sido a base do tratamento da doenca até entdo, apesar de possuirem
eficacia curativa limitada na fase cronica da doenga e apresentarem uma série de efeitos

adversos (COURA, 2002; OLIVERA, 2017; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

o -N
©/\ NO, OZN\@/\N \)

Benznidazol (BZN) Nifurtimox (NFX)

Figura 3. Estruturas quimicas do BZN e NFX.

O NFX é um nitrofurano com o nome de mercado Lampit® que foi desenvolvido
pela Bayer. Este farmaco apresenta eficacia na fase aguda, porém, enfrenta limitagdes de
toxicidade e baixa eficacia na fase cronica. Devido a esses motivos, o NFX teve sua
comercializacdo suspensa em alguns paises da América do Sul na década de 1980, entre
esses, o Brasil (COURA, 2002). Apesar disso, esse farmaco continua sendo empregado
como alternativa quando o tratamento com BZN ndo traz os resultados esperados (DIAS,

2016). Entre os efeitos adversos mais comuns relatados com o uso do NFX estdo os
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distarbios neuropsiquiatricos, além de nduseas e perda de apetite, o que dificulta sua

aceitacdo por parte dos pacientes (VIOTTI et al., 2020).

O BZN ¢ um farmaco nitroimidazolico inicialmente desenvolvido pela Roche
sobre os nomes comerciais de Rochagan® e Radanil® em 1974, sendo produzido
atualmente pelos Laboratorios Elea Phoenix e Laboratério Farmacéutico do Estado de
Pernambuco (Lafepe), na Argentina e Brasil, respectivamente. O desenvolvimento do
BZN foi parte de esforcos para encontrar novos agentes antiparasitarios eficazes contra o
T. cruzi, impulsionado pela necessidade de alternativas ao NFX. Sua descoberta ocorreu
dentro do contexto de triagens de compostos nitroheterociclicos, que ja haviam
demonstrado potencial atividade contra tripanossomatideos (WINEHOLT, J. &
LIEBMAN, K., 1972).

Atualmente é o tratamento de primeira linha para a fase aguda da doenca de
Chagas, sendo o tnico farmaco disponivel em larga escala para o seu tratamento na maior
parte dos paises da América Latina. Estudos demonstram que, quando administrado
precocemente, o BZN tem uma taxa de cura etiologica superior a 80% (PAHO/WHO,
2018). No entanto, sua eficacia na fase cronica da doencga, especialmente em adultos, ¢
consideravelmente reduzida, variando entre 10% e 30%, dependendo do estdgio clinico e
da idade do paciente. Embora eficaz na fase inicial da infecc¢do, o tratamento com BZN
estd associado a reagdes adversas graves, como neuropatia periférica, dermatite, e
distarbios gastrointestinais, que frequentemente levam a interrup¢do do tratamento

(MOLINA; SALVADOR; SANCHEZ-MONTALVA, 2020; SALES JUNIOR, 2017).

O mecanismo de acdo dos farmacos BZN e NFX, assim como a maioria dos
compostos nitroheterociclicos, estd atrelado a sua ativacao apds serem biotransformados,
atuando como pro-farmacos (Esquema 1). Eles agem através da enzima nitroredutase
(NTR), comum em tripanossomatideos, para qual ndo existe enzima homologa em

mamifero (BUSCHINI, 2009; PATTERSON; WYLLIE, 2014; SHANE et al., 2010).

Estudos iniciais sugeriam que o NFX era bioativado por um mecanismo
dependente de nitroredutase tipo II, promovendo estresse oxidativo. Atualmente, o mais
aceito ¢ que o NFX exerce sua atividade através de duas reducodes sequenciais de dois
elétrons do grupo nitro através de enzimas nitroredutases tipo I, resultando na
fragmentacao do anel heterociclico e consequentemente na produgdo de nitrilas (Esquema

1-A). O mecanismo pelo qual a nitrila formada leva a morte do parasito ndo ¢ totalmente
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elucidado, porém, uma possibilidade ¢ o fato dessa ser eletrofilica, podendo atuar como
um aceptor de Michael. Esses sdo capazes de realizar ligagdes covalentes com residuos
de aminodcidos nucleofilicos, proteinas ou DNA, sendo altamente reativos e toxicos
(BARREIRO; FRAGA, 2015; PATTERSON; WYLLIE, 2014; URBINA; DOCAMPO,
2003).

Ja 0 BZN ¢ bioativado através de duas redugdes pelas enzimas nitroredutases tipo
I, mas, ao contrario do NFX, ndo ocorre a abertura do anel e sim uma série de reacdes
nao-enzimaticas, resultando na produ¢dao de metabolitos toxicos e altamente reativos
(Esquema 1-B). Entre essas espécies geradas, estd o glioxal que é extremamente toxico,
possuindo potencial para modificar proteinas, lipideos ¢ 0 DNA do T. cruzi (COURA,
2002; PAPADOPOULOU et al., 2011; PATTERSON; WYLLIE, 2014). H4 também
evidéncias de que o BZN pode ser capaz de induzir uma resposta imune no hospedeiro,
estimulando a liberagao de antigenos, potencializando a resposta imune contra o parasito

(COURA; BORGES-PEREIRA, 2012).

36



(0]
{7 NTR-1
S=0
o U NTR-1 Q o NADH HO o
L O N ——> | N % | — » | HN | —
N 2 YA W
0
Nifurtimox Nitroso Hidroxilamina
H,O0
o) o) \f
/y /7
\/\S= 0 NTR. \/\S= o
O N NADH O N
N \\\j/\ N -« N \\\j/\ N S SE—
Nitrila aciclica Nitrila aciclica
saturada insaturada
B
(e} = -
JJ\/N///\ N F\N NTR-1 F\N no . ”/\\N
N NTR-1 ‘??{ N/ NADH ‘?zz: N/ enzimatica %*{ N
B ) N+\ - ¢ \( ¢ \( : \‘(
o O ¢ Nsq 26 HN<op NH
Benznidazol Nitroso Hidroxilamina Nitrénio
(0]
B NH
NJ\/N\( HO oH 5 ndo
N o H nio HO nae
... NH, N enzimatica h enzimatica
Guanidina [ J\/N / - N N
N N H,0 =
o NH, NH
+ O>//< Glioxal ) h
g oo Dihidro-dihidroxi imidazole Hidroxi
H

Esquema 1. Mecanismo de agdo proposto para o NFX (A) e BZN (B) (Adaptado de
PATTERSON & WYLLIE, 2014).

1.1.5.1. Estudos de comparacao de eficacia e seguranca entre o NFX e o BZN

Ao longo dos anos, diversos ensaios clinicos foram realizados para avaliar e
comparar diretamente a eficicia e seguranga do BZN e NFX. Esses estudos forneceram
dados essenciais para a compreensao do impacto clinico de cada composto e de suas

limitagcdes no manejo da doenga.

Um estudo de comparacao de eficacia entre estes farmacos foi realizado logo no
inicio dos anos 1960 no estado de Minas Gerais, no qual 100 pacientes na fase cronica
indeterminada da DC, em sua maior parte criangas e adolescentes, foram avaliados. Neste
estudo, os pacientes foram divididos em dois grupos: no primeiro foi administrado BZN

(5-8 mg/kg/2x ao dia) durante 60 dias e no segundo, o NFX (15 mg/kg/3x ao dia para
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criancas e 10 mg/kg/3x ao dia para adolescentes e adultos) por 60, 90 e 120 dias. Os
resultados obtidos ap6s 2 anos de acompanhamento, mostraram que dos pacientes
testados com NFX, 50% negativaram no xenodiagnostico, contra 70% do BZN,
apontando os melhores resultados na utilizagao do ultimo quando comparado ao NFX.
Porém apods 24 meses da obtencao dos dados, 92% dos pacientes participantes do estudo
positivaram em ao menos um tipo de teste realizado, sendo 47% do grupo em que foi
administrado o NFX contra 45% do grupo em que foi administrado o BZN (FERREIRA,
1990).

No ano de 1997 foi realizado um estudo no estado de Minas Gerais no Brasil, com
77 pacientes com a fase cronica da DC. Esses pacientes foram divididos em trés grupos,
sendo no primeiro administrado o BZN, no segundo o NFX, ambos na dosagem de
5Smg/kg duas vezes ao dia por 30 dias, e o terceiro grupo recebeu o placebo. Os resultados
mostraram que o primeiro grupo que recebeu o BZN, teve uma taxa de negativacdo mais
elevada (98,2%), quando comparada ao segundo grupo em que foi administrado o NFX
(90,4%), e que o grupo placebo (65,6%). E importante ressaltar, no entanto, que as taxas
dos pacientes que receberam BZN foram avaliadas apds um ano de tratamento, contra
apenas 3 meses dos pacientes que receberam NFX, o que pode indicar que a eficacia do
primeiro farmaco aumentou com uma duracdo maior do tratamento. Apesar disso, um
importante dado obtido, ¢ que mesmo em dosagens inferiores as recomendadas, os
pacientes em que foram administrados o NFX, apresentaram maiores taxas de efeitos
colaterais do que os tratados com BZN, resultando em uma taxa de abandono de 29,6%,

para 11,5% para os tratados com BZN (COURA et al., 1997).

Em 2009, um ensaio realizado por Sosa-Estani e Segura, avaliou 300 pacientes
com a forma cronica indeterminada, divididos em trés grupos: um tratado com BZN (5
mg/kg/dia) e outro com NFX (8 mg/kg/dia), ambos por 60 dias, enquanto um terceiro
grupo recebeu placebo. Este estudo mostrou que a negativagdo de anticorpos foi
significativamente maior com o BZN, alcangando 77% de eficéacia, enquanto o NFX
apresentou uma eficacia de 58%. Os pacientes tratados com placebo, como esperado, nao

mostraram negativacao parasitologica (SOSA-ESTANI; SEGURA, 2006a).

Ja no ano de 2014, um ensaio realizado por Altcheh e colaboradores trouxe um
foco especifico na populagdo pediatrica. Esse estudo incluiu 330 criangas e adolescentes,
com idades variando de 0 a 18 anos, diagnosticados com Doenga de Chagas na fase aguda
ou cronica inicial. O objetivo foi comparar a eficicia e seguranga do BZN e do NFX no
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tratamento dessas faixas etarias. Os pacientes foram divididos em dois grupos: um tratado
com BZN (5-7 mg/kg/dia por 60 dias) e o outro com NFX (10—-15 mg/kg/dia por 60 dias).
Os resultados revelaram que ambos os medicamentos foram eficazes na reducao da
parasitemia, com taxas de negativacdo de 96% no grupo tratado com BZN e 98% no grupo
tratado com NFX ao final do tratamento, conforme medido por métodos sorologicos e
moleculares. No entanto, o perfil de seguranga diferiu entre os dois medicamentos. Os
efeitos adversos foram relatados em 35% dos pacientes tratados com BZN, sendo, em sua
maioria, leves a moderados (como erupgdes cutaneas e desconforto gastrointestinal). No
grupo NFX, 50% dos pacientes relataram eventos adversos, incluindo irritabilidade,
insOnia e perda de peso, o que resultou em maior taxa de interrup¢do do tratamento

(ALTCHEH et al., 2014).

Um dos estudos mais amplos e importantes realizado nessa area, foi o ensaio
clinico randomizado administrado pela PAHO e apresentado em 2017, envolvendo um
total de 1.240 pacientes com Doenga de Chagas na fase cronica, distribuidos em varios
centros na América Latina. Nesse estudo, os pacientes foram divididos em dois grupos:
um grupo recebeu BZN (5-7,5 mg/kg/dia) por um periodo de 60 dias, enquanto o outro
recebeu NFX (8-10 mg/kg/dia) pelo mesmo periodo. Ambos os grupos foram
acompanhados de perto quanto a negativacao parasitologica e a tolerancia ao tratamento.
Os resultados mostraram que, no final do tratamento, a negativa¢do da parasitemia foi
superior no grupo tratado com BZN (cerca de 80-90% dos pacientes apresentaram
resultados negativos) em comparacdo ao NFX, que mostrou taxas de negativacao
ligeiramente inferiores, em torno de 60—70%. Contudo, ambos os farmacos apresentaram
taxas considerdaveis de eventos adversos, com maior frequéncia de efeitos
gastrointestinais e neurologicos no grupo tratado com NFX. O estudo também revelou
que aproximadamente 30% dos pacientes em ambos os grupos tiveram que interromper

o tratamento devido a intolerancia (PAHO, 2017).

Esses ensaios refor¢cam a relevancia do BZN como o tratamento de escolha para a
Doenga de Chagas, principalmente em criangas ¢ na fase aguda, devido a sua eficacia
superior e perfil de segurancga relativamente melhor em relagao ao NFX. Apesar disso, as
altas taxas de efeitos adversos ¢ as limitagdes na eficacia clinica, ressaltam a necessidade
urgente de desenvolver novos farmacos ou estratégias terapéuticas para combater a

doenca.
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1.1.5.2. Estratégias empregadas na busca de novos antichagasicos
1.1.5.2.1. Reposicionamento de farmacos contra a Doenca de Chagas

O reposicionamento de farmacos tem se tornado uma importante estratégia na
industria farmacéutica, principalmente para doencas negligenciadas como a doenga de
Chagas, onde os recursos para pesquisa ¢ desenvolvimento sao frequentemente limitados
(TALEVI; CARRILLO; COMINI, 2018). A reutilizacdo de medicamentos ja aprovados
para novas indicagdes ¢ extremamente vantajosa, visto que dados ja estabelecidos sobre
os perfis de seguranga e farmacocinética sdo aproveitados. Esses reduzem
significativamente o tempo e os custos necessarios para o desenvolvimento de novas
substancias até estas chegarem ao mercado (ASHBURN; THOR, 2004; TORREELE et
al., 2019).

Através dessa abordagem, alguns medicamentos foram testados como possiveis
alternativas para o tratamento da DC, dentre estes, o fexinidazol (Figura 4). Este fArmaco
registrado em 2018, ¢ um derivado 5-nitroimidazolico que foi inicialmente desenvolvido
para o tratamento da tripanossomiase africana, também conhecida como doenga do sono
causada pelo Trypanosoma brucei. Por apresentar eficicia previamente comprovada
contra uma outra espécie de tripanosomatideo, o fexinidazol se apresentou como uma
alternativa promissora de reposicionamento contra a DC. Em testes preliminares em
modelo murino utilizando cepas de 7. cruzi suscetiveis, resistentes e parcialmente
resistentes ao BZN, o fexinidazol apresentou um perfil farmacoldgico promissor, além de
baixa citotoxicidade, tanto na fase aguda como na fase cronica e como consequéncia,

seguiu para os testes em humanos (BAHIA et al., 2012, 2014).

Os ensaios de Fase Clinica II, responsaveis por avaliar seguranga e eficacia foram
iniciados na Bolivia, onde os pacientes adultos receberam doses de fexinidazol de 1200
ou 1800 mg uma vez ao dia durante 2, 4 ou 8 semanas. Esse estudo foi descontinuado por
acarretar neutropenia em 10% dos individuos participantes. Em 2017, um novo estudo de
Fase Clinica II foi iniciado na Espanha, no qual doses mais baixas foram administradas
em adultos (600-1200 mg/dia) durante um periodo mais curto de tempo (3, 7 ou 10 dias).
Os resultados do estudo, no entanto, demonstraram que o fexinidazol nao foi eficaz em
um esquema terapéutico com doses mais baixas e por um curto periodo de contato, visto

que nao foi capaz de eliminar a parasitemia apds 1 ano do tratamento. Dessa forma, a
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abordagem deste como monoterapia para a DC foi cancelada pelo DNDi (PINAZO et al.,
2024).
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Figura 4. Estrutura quimica do fexinidazol.

1.1.5.2.2. Associacio de farmacos contra a Doenca de Chagas

A associacdo de farmacos ¢ uma outra estratégia utilizada na quimica medicinal,
que explora a combinagao de duas ou mais substancias distintas contra uma doenga alvo.
Essa abordagem ¢ bastante promissora por apresentar diversos beneficios, como redugao
de custos, o potencial de aumentar a eficacia terapéutica, reduzir doses e diminuir efeitos
adversos (MAZZETI et al., 2021). Além disso, a associagdo de farmacos permite atingir
multiplos alvos moleculares ou vias metabolicas, podendo potenciar o efeito terapéutico
e reduzir a chance de resisténcia, sendo uma excelente alternativa para a doenca de

Chagas (CHATELAIN; IOSET, 2011).

Nos ultimos anos varios medicamentos foram testados em associacao ao BZN em
busca da cura da DC. Entre estes, podemos citar alguns antifiingicos azolicos (Figura 5)
como cetoconazol, fluconazol, itraconazol, posaconazol, ravuconazol e seu pro-farmaco
fosravuconazol e para além dessa classe, os farmacos amiodarona e alopurionol entre

outros (Figura 4) (RAMOS et al., 2024; SALES JUNIOR et al., 2017).
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Figura 5. Estrutura quimica de alguns farmacos estudados contra a DC.

Os farmacos azdlicos itraconazol, posaconazol, ravuconazol foram inicialmente
desenvolvidos como inibidores da biossintese de ergosterol em fungos, inibindo a enzima
CYP 51 ou esterol 14-a-desmetilase. Como essa enzima também esta presente no 7. cruzi,
essa série de medicamentos se mostrou promissora contra este parasito. O itraconazol,
azol de segunda geragdo, foi primeiramente testado como monoterapia contra DC
apresentando resultados positivos em ensaios in vitro e in vivo (URBINA, 2009). No
entanto, estudos seguintes indicaram que apesar de esse ser altamente eficaz como
antifungico e possuir atividade supressora contra o 7. cruzi, ndo foi capaz de alcancar a
cura, tanto em modelos animais, quanto em humanos, sendo incapaz de interromper a
progressao da doenca na maior parte dos casos (URBINA, 2010). A associagdo
itraconazol com o BZN foi avaliada até o momento apenas em modelos animais, roedores
(MARTINS et al., 2015) e caes (CUNHA et al., 2022). No primeiro estudo, a utilizagdo
deste farmaco possibilitou a diminui¢ao da dose de BZN em 25%, além de diminuir lesdes

no tecido cardiaco e o tempo para a reducdo da parasitemia, no entanto, mais estudos sao
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necessarios para afirmar se existe potencial contra a DC em humanos (MARTINS et al.,

2015).

O posaconazol ¢ um azol de terceira geracdo e foi um dos antifingicos mais
estudados contra DC (URBINA, 2010). Em estudos clinicos iniciais como monoterapia,
apresentou resultados promissores, mas ja nos estudos clinicos de fase II, especialmente
em pacientes com infec¢ao cronica, ndo conseguiu demonstrar uma cura parasitologica
consistente. Pacientes que receberam posaconazol apresentaram reducdo temporaria da
carga parasitaria, porém houve recorréncia do parasita apos o término do tratamento, o
que indicou que a eficacia do farmaco era insuficiente para alcangar uma cura definitiva
da infecgdo. Os resultados demonstraram que, apesar da capacidade do posaconazol de
suprimir temporariamente o parasita, ele ndo era capaz de eliminar completamente a
infeccdo, sendo ineficiente em 80 a 90% dos casos, contra apenas 6% do BZN. Esses
resultados levaram a suspensao dos ensaios com o posaconazol para essa indicagdo

(MOLINA et al., 2014).

A associagdo do uso do posaconazol com o BZN foi estudada no ensaio clinico
intitulado Stop Chagas. Este estudo conduzido pelo DNDi teve como objetivo avaliar a
seguranga e eficdcia de novos esquemas terapéuticos baseados no BZN, incluindo
regimes de curta duracdo e combinagdes com outros compostos promissores. O ensaio
clinico envolveu 120 participantes e foi conduzido em 5 paises. A duragdo do tratamento
foi de 60 dias e a parasitemia foi medida por PCR qualitativa 120 dias apds o fim do

estudo (MOLINA et al., 2014; MORILLO et al., 2017).

Os resultados do estudo mostraram que 80% dos pacientes tratados com a
associacdo posaconazol-BZN obtiveram resultado negativo no teste de PCR, contra
aproximadamente 87% do grupo que utilizou apenas o BZN e 13% do que foi
administrado o posaconazol como monoterapia. Dessa forma, a adi¢do de posaconazol ao
BZN nao produziu melhorias na erradicagao do parasita em comparagao ao uso de BZN
sozinho. Além disso, mesmo reduzindo temporariamente a parasitemia, o efeito
tripanostatico do posaconazol ndo foi capaz de impedir a recorréncia do parasita apos o
término do tratamento, indicando que a combinagdo ndo foi suficiente para uma cura

sustentada (MOLINA et al., 2014; MORILLO et al., 2017).

O fosravuconazol, pro-farmaco do ravuconazol, também foi avaliado como

monoterapia contra a DC e como os demais, ndo se mostrou curativo apds o periodo de
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12 meses do fim do tratamento, diferentemente do BZN. Dessa forma, entre 2016 ¢ 2018
foi realizado o ensaio clinico nomeado BENDITA (Benznidazole New Doses Improved
Treatment & Therapeutic Associations) onde a combinagdo do fosravuconazol com BZN
foi investigada em diferentes regimes terapéuticos (TORRICO et al., 2021). Este estudo,
conduzido de forma duplo-cega e randomizada em pacientes com doenca de Chagas
cronica, avaliou esquemas que variaram em duragdo e dosagem. Os resultados mostraram
que todas as combinagdes testadas apresentaram altas taxas de resposta (acima de 80%),
medidas pela auséncia de DNA parasitario em testes de PCR até 12 meses apos o
tratamento. Porém, os pacientes testados apenas com o BZN, apresentaram taxas de
resposta de até 89%, com resultados semelhantes (83-89%) para a terapia combinada.
Dessa forma, a associagdo dos dois medicamentos ndo se mostrou justificavel levando

em consideragdo a eficacia e os custos (MOLINA et al., 2014; TORRICO et al., 2021).

A investigacdo de farmacos azdlicos inicialmente apresentou resultados
promissores, no entanto, esses compostos falharam em demonstrar eficicia curativa
sustentada em ensaios clinicos, o que levou a sua exclusao como candidatos prioritarios
no desenvolvimento de novos tratamentos. Estudos indicaram que esses inibidores sao
predominantemente tripanostaticos, reduzindo a carga parasitaria durante o tratamento,
mas sem erradicar completamente o parasita. Além disso, altas taxas de recorréncia de
parasitemia ap6s o término do tratamento foram observadas, comprometendo seu
potencial como terapias curativas (MOLINA et al., 2014; MORAES et al., 2014). Além
disso outras questdes foram levantadas quanto ao fracasso dessas substancias, como
limitagdes farmacocinéticas, baixo perfil de seguranca e toxicidade em regimes
prolongados, especialmente em associacdo com o BZN (URBINA, 2010). Dessa forma,
a relevancia clinica de substancias que atuam como inibidores de CYP51 tem sido

questionada.

Tabela 2. Referéncias dos estudos realizados em associagao dos inibidores de CYP51 e

BZN.

Farmaco Referéncia do estudo
Itraconazol (Aptetal., 1998, 2013)
Posaconazol (Molina et al., 2014)
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(Morilo et al., 2017)

Fosravuconazol (Torrico et al., 2021)

A amiodarona, um antiarritmico de classe III introduzido no mercado em 1967, é
amplamente utilizada para o tratamento de arritmias ventriculares e supraventriculares
(SINGH; VAUGHAN WILLIAMS, 1970). Esse farmaco despertou interesse para a DC
devido a sua atividade observada em estudos experimentais in vitro € in vivo em
camundongos infectados com T, cruzi (BENAIM et al., 2006; SERRANO-MARTIN et al.,
2009). Nos testes em animais, a associacao da amiodarona com o BZN na fase aguda da
DC demonstrou reducdo significativa da parasitemia, sendo mais eficaz do que a

administracdo de cada um dos farmacos separadamente (BARBOSA et al., 2022).

Os ensaios clinicos para reposicionar a amiodarona no tratamento da doenca de
Chagas ainda sao limitados, mas sua relevancia no controle de arritmias chagasicas ja esta
bem estabelecida. Nesse sentido, o estudo BENEFIT (Benznidazole Evaluation for
Interrupting Trypanosomiasis), um ensaio multicéntrico de grande escala, avaliou o
impacto do BZN na cardiomiopatia chagasica cronica. Esse estudo evidenciou que a
amiodarona foi capaz de promover uma reducdo da incidéncia de hospitalizagdo dos
pacientes e diminuiu o risco de morte devido a problemas cardiovasculares (MORILLO
et al., 2015). Atualmente, a amiodarona permanece como uma das opcdes de tratamento
para complicacdes arritmicas na doenca de Chagas, enquanto seu reposicionamento como
agente antiparasitdrio segue em avaliagio (RAMOS et al., 2024). No entanto, ¢é
importante ressaltar que seu uso clinico a longo prazo ¢ limitado devido ao seu perfil de
toxicidade. Estudos indicam que a amiodarona pode induzir lesdes hepaticas
significativas, incluindo esteatose, inflamacgao e progressao para fibrose hepatica, com
manifestagoes histologicas semelhantes as da cirrose alcodlica, mesmo na auséncia de
consumo de alcool (BUGGEY et al., 2015; HUANG et al., 2019). Essa toxicidade
hepatica representa um fator critico a ser considerado na avaliacdo do potencial
reposicionamento da amiodarona como agente antiparasitario. Dessa forma, a
necessidade de estudos clinicos adicionais torna-se ainda mais evidente, especialmente
no contexto de combinagdes terapéuticas, a fim de determinar ndo apenas sua eficacia na
interrupgdo da progressao da doenga de Chagas, mas também sua seguranca a longo prazo

(MAYA et al., 2018).
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O alopurinol, um inibidor da enzima xantina oxidase, foi introduzido no mercado
em 1966, para o tratamento de hiperuricemia e gota, condi¢gdes associadas ao acimulo
excessivo de acido urico no organismo (Day et al., 2007). O interesse pelo alopurinol no
contexto da doenca de Chagas surgiu a partir de estudos in vitro e in vivo, os quais
sugeriram que o fairmaco interfere no metabolismo das purinas do parasita, um processo
essencial para sua sobrevivéncia, dado que o 7. cruzi € incapaz de sintetizar purinas e
depende de sua captagdo do hospedeiro (Gutteridge, 1985). Essa peculiaridade tornou o
alopurinol um candidato promissor para o reposicionamento terapéutico na doenca de

Chagas.

Ensaios clinicos com alopurinol foram entdo realizados, principalmente em
pacientes com a fase cronica da doenga de Chagas. No entanto, os resultados desses
estudos foram variados. Algumas pesquisas demonstraram redug¢do da parasitemia,
enquanto outras nao evidenciaram impacto significativo na progressao clinica da doenga,
particularmente na cardiomiopatia chagésica cronica. Essa inconsisténcia, aliada a
eficacia inferior em comparagao ao BZN, limitou o avango do alopurinol como uma

opecao terapéutica viavel para a doenca de Chagas (Apt et al., 2005; Urbina, 2010).

Algumas outras associa¢des de farmacos com o BZN, testadas para doenca de

Chagas podem ser encontradas na tabela 3 a seguir.

Tabela 3. Alguns outros farmacos associados ao BZN avaliados contra a doenca de
Chagas.

Farmaco Referéncia do estudo
Clomipramina (STRAUSS et al., 2013, 2018)
Levamisol (SIMOES-SILVA et al., 2019)
Fenofibrato (CEVEY et al., 2017)
Acido ascorbico (PROVIDELLO et al., 2018)
Hidroximetilnitrofurazona (SCARIM et al., 2018)
Derivados imidazolicos (DE ARAUJO et al., 2019)
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1.1.5.3. Estudos clinicos do benznidazol

Diversos alvos moleculares tém sido estudados para a sintese de novos compostos
ativos contra o 7. cruzi, assim como diversas abordagens terapéuticas, porém, apesar de
muitas substancias promissoras terem sido desenvolvidas, até o momento, nenhuma foi
capaz de promover a cura em ambas as fases da doenca de Chagas, ou uma maior eficacia
que o BZN na fase aguda (COURA, 2002; MOLINA et al.,2014; SALES JUNIOR, 2017,
URBINA, 2010)

O BZN, originalmente foi aprovado com base em estudos que mostraram sua
capacidade de reduzir a parasitemia e a carga de 7. cruzi em pacientes na fase aguda da
doenga, utilizando doses didrias de 5 a 7,5 mg/kg por um periodo de 60 dias. Esses estudos
iniciais estabeleceram o farmaco como a principal terapia disponivel (CASTRO; DE

MECCA; BARTEL, 2006)

Apesar de todos os problemas relacionados ao uso do BZN, estudos clinicos tém
mostrado evidéncias da eficacia no seu uso. Na infec¢ao congénita, a eficacia com relacao
a negativagdo sorologica (ELISA) varia entre 87-100%, em grupos de criangas até 2 anos
de idade (CHIPPAUX et al., 2013; RUSSOMANDO et al., 1998; SCHIJMAN et al.,
2003). Na fase aguda, variam de 76-100% em menores de 18 anos (CANCADO, 2002;
FERREIRA, 1988). Na fase cronica inicial, variam de 60-89% em criancas entre 6-12
anos (ANDRADE et al., 2004; DE ANDRADE et al., 1996; SOSA-ESTANI; SEGURA,
2006b). Um estudo desenvolvido em 2009, mostrou a superioridade do BZN em relagdo
ao placebo, aumentando 18 vezes a probabilidade de resposta terapéutica (PEREZ-
MOLINA et al., 2009). Pacientes adultos cronicos tratados com BZN e acompanhados
por até¢ 20 anos mostraram taxas de negativagdao da sorologia entre 8-40% (FABBRO;

MEIRELLES; RASSI, 2007; GALLERANO; SOSA, 2000)

Em 2006, um estudo conduzido por Viotti e colaboradores avaliou os efeitos do
tratamento com BZN a longo prazo de pacientes entre 30 e 50 anos com cardiopatia
chagésica cronica. Neste, 283 dos 566 participantes, foram tratados com BZN (5
mg/kg/dia por 30 a 60 dias). Os pesquisadores observaram que o BZN reduziu
significativamente a progressdo de anormalidades cardiacas, como insuficiéncia cardiaca

e arritmias graves, ao longo de um seguimento de 10 anos (VIOTTI et al., 2006)

O estudo demonstrou que pacientes tratados com BZN apresentaram menor taxa

de progressdao da doenga cardiaca em comparacdo com aqueles que nao receberam
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tratamento, sugerindo um beneficio em termos de controle parasitario e prevencao de
complicacdes cardiacas. No entanto, também foi destacado que o tratamento com BZN
ndo foi capaz de reverter completamente os danos estruturais ja existentes no coragdo de
pacientes com cardiopatia avancada. Os autores concluiram que o uso precoce do BZN
pode proporcionar vantagens importantes em termos de desfechos cardiacos a longo
prazo, refor¢ando a relevancia de sua utilizagdo na fase cronica inicial da doenga (VIOTTI

et al., 2006).

O estudo BENEFIT ja citado anteriormente, conduzido entre 2004 ¢ 2011, avaliou
2.854 pacientes com cardiomiopatia chagésica cronica provenientes de diversos paises da
América Latina. Os participantes foram tratados com BZN (5 mg/kg/dia por 40-80 dias)
ou placebo e acompanhados por uma média de 5 anos. O estudo mostrou que o BZN
reduziu significativamente a carga parasitaria detectavel por PCR, mas ndo houve
diferenga estatisticamente significativa na progressdo clinica da cardiomiopatia
chagasica, como insuficiéncia cardiaca ou morte. Isso indicou que, embora o BZN tenha
efeito antiparasitario, sua capacidade de alterar desfechos clinicos em longo prazo na fase

cronica ¢ limitada (MORILLO et al., 2015).

Outro estudo clinico realizado, intitulado como MULTIBENZ, teve como objetivo
explorar novas estratégias de dose e durag@o do tratamento com BZN, incluindo regimes
de menor duracdo ou doses ajustadas, visando melhorar a tolerabilidade e a adesdo ao
tratamento. O estudo randomizado e duplo-cego, incluiu 234 participantes que foram
distribuidos em trés grupos: controle, dose baixa e tratamento curto (BOSCH-NICOLAU
et al., 2024).

Os resultados mostraram negativacao sustentada em 54% dos pacientes no grupo
controle (300 mg/dia por 60 dias), 61% no grupo de dose baixa (150 mg/dia por 60 dias)
e 58% no grupo de tratamento curto (400 mg/dia por 15 dias). Em termos de seguranca,
a interrupgao permanente do tratamento devido a eventos adversos ocorreu em 18% dos
pacientes no grupo controle, 4% no grupo de dose baixa e 2% no grupo de tratamento

curto (BOSCH-NICOLAU et al., 2024).

Embora os regimes de dose reduzida e curta duragdo tenham demonstrado eficicia
parasitologica comparavel ao regime padrdo, as taxas de negativagdo ficaram abaixo do
esperado em comparacdo com ensaios anteriores, como o BENDITA e STOP-CHAGAS,

onde foram alcangadas taxas acima de 70% (BOSCH-NICOLAU et al., 2024; MOLINA
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et al., 2014; MORILLO et al., 2015; TORRICO et al., 2021). Um ponto de observagao
interessante ¢ que os pacientes participantes do Brasil apresentaram taxa de negativagao
entre 5% a 15% em todas as andlises, indices menores do que os encontrados nos
participantes de outros paises do estudo. Essa diferenga pode sugerir a possibilidade de
variagoes intrinsecas entre as cepas do parasita encontradas em distintas regides, sendo

necessarios mais estudos para confirmar essa hipotese (RAMOS et al., 2024).

Em 2020, um estudo conduzido por Hasslocher-Moreno e colaboradores, avaliou
os efeitos a longo prazo do BZN como tratamento na progressao da DC e na ocorréncia
de eventos cardiovasculares. A pesquisa foi direcionada a pacientes diagnosticados com
a fase cronica indeterminada, que apresentavam fun¢ao digestiva preservada, resultados
normais no eletrocardiograma (ECG) e auséncia de sinais de comprometimento cardiaco.
O estudo incluiu 114 participantes nos quais foram administrados uma dose fixa de BZN
(200 mg/dia ou 5 mg/kg/dia), por um periodo de 30 a 60 dias. Apds o tratamento, os
pacientes foram acompanhados por aproximadamente 15 anos (HASSLOCHER-

MORENO et al., 2020).

Os resultados do estudo indicaram que houve uma associagdo a diminui¢do da
progressdo da doenca de indeterminada para sintomadtica nos pacientes tratados com o
BZN, além de uma redugdo no risco de eventos cardiovasculares (HASSLOCHER-
MORENO et al., 2020). Um estudo anterior realizado em 2016 ja havia chegado a uma
conclusdo parecida, aonde no grupo tratado, a incidéncia cumulativa de progressao foi de
7,9%, significativamente inferior aos 21,1% observados entre os pacientes que nao

receberam tratamento (FRAGATA-FILHO et al., 2016).

Com base nos dados obtidos, os autores recomendam a ado¢ao do BZN na pratica
clinica para pacientes com a forma indeterminada da DC, devido ao seu potencial de
retardar a progressdo da doenga e mitigar o risco de complicagdes cardiovasculares

(FRAGATA-FILHO et al., 2016; HASSLOCHER-MORENO et al., 2020).

Nos ultimos anos, avangos importantes foram realizados para melhorar a
formulagdo e a administragdo do BZN. Um marco importante na histdria deste farmaco
ocorreu em 2018, onde foi introduzida uma formulagdo pediatrica do BZN, aprovada pela
OMS e desenvolvida com apoio do DNDi. Registrada no Brasil em 2011, ¢ resultado de

uma colaboragao entre a DNDi e o Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco.
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Em 2013, foi incluida na Lista de Medicamentos Essenciais para Criangas da OMS

(DNDi, 2018).

Essa formulacao foi adaptada para tratar criangas com doses mais precisas € menor
risco de efeitos adversos, além de aumentar a adesdo ao tratamento, uma mudanga critica
para melhorar o manejo da doenga de Chagas em populagdes vulneraveis (DNDI, 2018).
Ao longo de diversos estudos clinicos realizados no decorrer dos anos, observou-se que
a resposta bioldgica do tratamento com BZN ¢ substancialmente influenciada pela idade
dos pacientes (DE ANDRADE et al., 1996; SOSA ESTANI et al., 1998; STREIGER et
al., 2004), reforcando ainda mais a importincia de uma formula¢do que atenda

diretamente esse publico.

Diante de todos os resultados, ndo restam duvidas da relevancia do BZN para o
tratamento da DC, o que o torna um importante protétipo na quimica medicinal, na busca

de novos analogos ou derivados.

Assim, embora existam alguns estudos na literatura nos quais foram
desenvolvidas novas substancias com base na estrutura do benznidazol (ANDRADE et
al., 2015; CARVALHO et al., 2023; PITOMBEIRA, M. C. S. R.; 2024; MELO et al.,
2025), ao melhor de nosso conhecimento, ndo ha nenhum trabalho publicado que tenha
investigado modificagdes estruturais com o foco em explorar, de forma detalhada, a
relagdo entre estrutura e atividade (SAR) do esqueleto do benznidazol, inserindo
substituintes no anel fenilico, além de modificagdes no espacador metilénico e no grupo
amida. Dessa forma, a andlise dos padrdes moleculares que influenciam a atividade
biologica deste importante farmaco se torna essencial, possibilitando um entendimento
mais detalhado de sua SAR e a eventual obten¢do de novos andlogos com melhores

propriedades farmacoldgicas.

2. Objetivo

Este projeto teve como objetivo geral utilizar o BZN como prototipo para o
planejamento racional, sintese e a avaliacdo bioldgica de 27 analogos 1-27 (Figura 6).
Esses foram planejados como potenciais anti-7. cruzi e como possiveis substratos para a

enzima nitroredutase, visando conduzir a um robusto estudo da relagcdo estrutura-
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atividade entre os andlogos € 0 BZN. Também se objetivou o estudo in vivo dos produtos

com melhores resultados nos testes propostos.

2.1. Objetivos especificos

= Sintese e caracterizacao dos 27 novos analogos do BZN (1-27).

= Avaliacdo in vitro da atividade anti-7. cruzi dos analogos 1-27 do BZN contra as
formas amastigota e tripomastigota do parasito.

* Avaliacdo da citotoxicidade in vitro dos analogos 1-27 do BZN.

» Avaliacdo enzimdtica dos analogos 1-27 na nitroredutase de 7. cruzi (TcNTR).

» Predigdo in silico das propriedades fisico-quimicas e parametros farmacocinéticos
dos compostos 1-27.

= Avaliacdo in vivo dos produtos que apresentarem melhores resultados nos testes

propostos.
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Figura 6. Estrutura quimica dos derivados planejados analogos do BZN 1-27.
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3. Justificativa

O impacto social da DC ¢ consideravel, uma vez que desde a sua descoberta, em
1909, ainda ¢ negligenciada pelas big pharmas, nao tendo cura substancial na fase cronica
e dependendo de um unico farmaco na fase aguda. A DC é um problema global de satde
publica, ultrapassando fronteiras de paises e acometendo pessoas de diferentes idades,
sexos, etnias e condi¢des socioecondmicas. Entretanto, a parcela mais pobre da
populagdo, principalmente nas regides endémicas, ¢ a mais impactada pela doenga,
perpetuando ciclos de pobreza e exclusao social. Dados do DNDi mostram que menos
que 10% dos pacientes sdao diagnosticados, ou seja, sabem que estdo com a DC, e apenas
1% recebe tratamento (DNDI, 2020). Aspectos como a baixa taxa de cura na fase aguda
e a auséncia na fase cronica, reforcam a necessidade urgente de pesquisas que busquem

alternativas terapéuticas eficazes e seguras para combater esta enfermidade.

Na 72* Assembleia Mundial da Saude em Genebra, Suica, em 2019, oficializou o
dia 14 de abril como o Dia Mundial do Combate a DC. A inclusdo deste dia na agenda
global de saude visa contribuir para a visibilidade da doenga, a mediagdo de politicas
publicas e a potencializacdo de investimentos em pesquisa e desenvolvimento, a fim de
impulsionar a¢des, no cenario nacional e internacional, para aumentar o acesso, O
diagnostico, o tratamento, e proporcionar melhor qualidade de vida as pessoas afetadas
pela DC (MINISTERIO DA SAUDE, 2020c). Tal fato corrobora com a importancia do

estudo nesta proposta.

Apesar de os esfor¢os para o desenvolvimento de novos firmacos contra a DC
terem se intensificado nos ultimos anos, além de diversas outras estratégias como
reposicionamento e até mesmo associacdo de farmacos, at¢é o momento nenhuma
abordagem apresentou resultados satisfatorios quando comparado ao BZN em
monoterapia. Além disso, ensaios clinicos atuais demonstraram a importancia desse
farmaco para retardar a progressao da doenca e diminuir o risco de complicagdes
cardiovasculares, sem contar com o desenvolvimento da formulagdo pediatrica que
melhorou a adesdo e a precisdo do tratamento em criangas (DNDI, 2018; FRAGATA-
FILHO et al., 2016; HASSLOCHER-MORENO et al., 2020).

Diante destes resultados, apesar do BZN apresentar limitagdes, sem duvida, ele se

torna um importante prototipo na quimica medicinal, justificando o objetivo desta
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proposta de buscar novos derivados e analogos do mesmo, que sejam seguros ¢ eficazes

em ambas as fases clinicas da doenga.

Outro ponto importante que deve ser levado em consideragao, ¢ que mesmo apos
mais de 50 anos do seu desenvolvimento e uso, ao nosso conhecimento ndo foram
realizados estudos de relagdo estrutura-atividade (SAR) com o0 BZN e seus analogos com
essa proximidade estrutural, inserindo substituintes no anel aromatico e modificagdes
pontuais na cadeia, representando uma oportunidade de encontrar moléculas mais

potentes € menos toxicas.

Visando ainda uma anélise SAR mais completa, foram adicionados ao grupo de
moléculas planejadas quatro derivados ja descritos na literatura, que sdo esses 0s
compostos 4 (HOFFMANN-LA ROCHE, 1966), 9 (GARG et al., 1992), 10 (BEAMAN;
TAUTZ; DUSCHINSKY, 1962; HOFFMANN-LA ROCHE, 1966) ¢ 17 (HOFFMANN-
LA ROCHE, 1966) e que também foram sintetizados. Vale ressaltar que 4, 9, 10 e 17
foram desenvolvidos com outro foco, que ndo a atividade antichagésica, e sua agdo contra
T cruzi ndo havia sido investigada. Nesse contexto, a sintese ¢ avaliacdo desses foram

fundamentais para aprofundar e enriquecer o estudo de SAR realizado neste trabalho.

As justificativas para a escolha dos derivados e andlogos propostos estd descrita

detalhadamente no planejamento molecular a seguir.

4. Planejamento molecular

O BZN foi utilizado como prototipo para o planejamento racional dos derivados
1-27 propostos neste trabalho, pois até os dias atuais € o Unico farmaco disponivel e
amplamente utilizado no tratamento da DC no Brasil.

Para o desenvolvimento de todas as novas substancias (1-27), foi mantido o nucleo
2-nitroimidazol (em lilds — Esquema 2), que ¢ o grupamento farmacoforico presente no
BZN. Como discutido anteriormente, este € responsavel pela atividade do farmaco através
da reducao do grupo nitro presente em sua estrutura. Cabe ressaltar, que ha relatos
atribuindo ao grupamento nitroaromatico a capacidade de introduzir propriedades toxicas
e mutagenicidade (BARREIRO; FRAGA, 2015), porém, em trabalho publicado por nosso
grupo de pesquisa, foi possivel desmistificar que o grupo nitro € o Uinico responsavel pela

mutagenicidade desta classe de substancias, estabelecendo evidéncias de que a presenca
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de um nucleo nitroimidazoélico pode levar ao desenvolvimento de farmacos eficazes e
seguros (CARVALHO et al., 2014, 2004).

As modificagdes estruturais propostas para os derivados podem ser divididas em
dois grupos, o primeiro com a inclusao de diferentes substituintes (em verde) no anel
aromatico presente na estrutura original do BZN (em rosa); e o segundo com a
modificacdo estrutural (em azul) com a inclusdo de substituintes com caracteristicas
estéreo-eletronicas diversas em diferentes posi¢des na fenila (Esquema 2).

Os derivados 1-24 foram planejados através das modificagdes propostas para o
primeiro grupo. Através desta, se pretende estabelecer uma relacao entre o perfil de
substitui¢do no nucleo aromatico e a atividade biologica. Através da inclusdo desses
substituintes, pretendeu-se avaliar a possivel variacao de fatores estéricos e eletronicos
que podem ser determinantes para a otimiza¢ao da afinidade, eficacia terapéutica e
seletividade, evitando interacdes indesejadas com alvos secunddrios, podendo também

colaborar para uma possivel reducdo na toxicidade.

Além disso, a inclusdo destes substituintes pode proporcionar mudangas no perfil
farmacocinético das substancias, através da variacao das propriedades eletronicas, que
pode alterar o perfil de ionizagdo da molécula, influenciando o pKa e assim podendo
otimizar a solubilidade em diferentes ambientes fisiologicos. Além de parametros como
a lipofilicidade, que ¢ frequentemente expressa pelo coeficiente de particdo octanol/agua
(logP), que indica a capacidade da molécula de se distribuir entre um solvente orgénico e
a agua, que ¢ crucial para que as substancias sejam absorvidas, principalmente na fase
cronica da DC, onde o parasito se encontra difundido nas células e tecidos. Esses
substituintes podem também impedir que os compostos sejam oxidados metabolicamente
na posicao em que estiverem presentes na fenila, bloqueando regides suscetiveis a ataques
enzimaticos, como oxidagdes ou hidrdlises, podendo aumentar a meia-vida da substancia
no organismo, além da capacidade de evitar a formagdo de metabdlitos potencialmente

tOXICcos.

Ja para os derivados 25-27 o planejamento foi realizado através das modificacdes
propostas no segundo grupo, onde, para o derivado 25 foi proposto o aumento da cadeia
metilénica, com mais um carbono (n=2) (Esquema 2, em azul). Para os derivados 26 ¢ 27
foi proposto a inclusdo de uma metila em posi¢des estratégicas, no nitrogénio amidico e
no carbono metilénico, respectivamente (Esquema 2, em azul). Essas modificagdes

visaram observar para além dos fatores descritos acima, a importancia do maior grau de
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liberdade conformacional dessas moléculas, quando comparadas ao BZN. Se a maior
flexibilidade pode influenciar positivamente ou negativamente nas propriedades
farmacocinéticas e a na interacao das substancias com o alvo terapéutico.

Como discutido anteriormente, ¢ importante ressaltar que, embora o BZN seja o
unico farmaco aprovado ha décadas para o tratamento da DC, até entdo, ao nosso
conhecimento ndo foi realizado e reportado um estudo de relagdo estrutura-atividade de
seus derivados. Desta forma, este estudo foi proposto no presente trabalho, visando
verificar como as modificagdes estruturais podem influenciar na atividade anti-7. cruzi e
na citotoxicidade quando comparado ao BZN.

Além disso, propds-se observar como essas modificagdes influenciariam na taxa

de conversao dessas substancias pela enzima 7eNTR-I.

R N
1-24 Benznidazol
R = CH; OCHj3 ClI, F, NO, CF3 OCF3 Ph Ry = CHg
R4 = CH3 n=1,2

Esquema 2. Planejamento dos derivados 1-27.

5. Resultados e discussdo
5.1. Sintese orgéanica

Todos os derivados propostos neste projeto sdo obtidos através de uma rota
sintética simples de apenas duas etapas que sdo realizadas one-pot. Essa estratégia na
quimica organica sintética, compreende realizar duas ou mais etapas reacionais em um
mesmo ‘“pote”, ou seja, no mesmo meio de reagdo, sem a necessidade de isolar esses
intermediarios para que possam ser utilizados na proxima etapa (ISHIKAWA; SUZUKI;
HAYASHI, 2009).
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Essa técnica ¢ bastante interessante, principalmente no caso de uma doenca
negligenciada como a DC, onde poucos recursos e investimentos sdo vertidos para a busca
de novos compostos. Através do método one-pot, é possivel economizar com solventes
que seriam utilizados para extrair ou lavar esses intermedidrios apos filtragao e até mesmo
com a purificagdo destes, etapa que encarece o processo. Além disso, tempo também ¢
poupado, tornando o processo altamente escalondvel, sendo sua producdo futura em

escala industrial mais economicamente e operacionalmente viavel.

Enquanto a rota sintética do modo tradicional ocorreria em duas etapas,
necessitando primeiramente da sintese, isolamento, purificacdo e caracterizagdo de 27
intermediarios clorados (Esquema 3), para depois seguir para uma segunda etapa de
obtengdo dos 27 derivados finais, através desse método proposto as duas etapas sao

realizadas de uma forma simplificada, como podemos observar no esquema 4.

Desta forma, a rota sintética proposta ¢ iniciada através de uma reacdo de
Schotten-Baumann onde ocorre a acilagdo das benzilaminas correspondentes (28-54),
utilizando cloreto de cloroacetila. Na etapa seguinte realizada em mesmo pote, esses
intermediarios formados, sofrem, entdo, uma reagdo de substitui¢do nucleofilica
bimolecular (Sn2) utilizando o 2-nitroimidazol como nucledfilo, fornecendo entdo os

derivados finais 1-27 (Esquema 4).
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Esquema 3. Método de sintese tradicional para a obtengao dos derivados planejados, com o

isolamento dos derivados clorados 55-81.

1.1) O
m)L(vrC'

n

) R K,CO5 ACOEYH,0, ta. Y R NO,
AN - AN N&N
n NO n
R4 1.2) 2 R, o \:_/
AN
28-54 HN N 1-27
TBAB, 75 °C
R = CHz OCH3 CI, F, NO, CF3 OCF3 Ph R; = CHs
Ry =CHjs n=1,2

Esquema 4. Método de sintese escolhido para a obtencdo dos derivados planejados 1-27

utilizando a técnica one-pot.
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5.1.1. Obtencao dos derivados propostos 1-27

A obtengao destes derivados foi realizada através de duas etapas one-pot que serao

descritas a seguir.

A primeira etapa consiste em uma acilagdo das benzilaminas correspondentes (28-
54), através de uma reacdo que foidescrita pelos quimicos alemaes Carl
Schotten e Eugen Baumann, por esse motivo ela recebe o nome de “Reagao de Schotten-
Baumann” (BAUMANN; SCHOTTEN, 1889). Essa rea¢do ¢ um método conhecido para
a obten¢do de amidas através de aminas e cloretos de acila, por vezes também ¢ utilizada

para a formagao de ésteres através de cloreto de acido e um alcool.

A acilagdo de aminas com cloretos de acila, leva a producdo de uma amida
correspondente e de acido cloridrico. Dessa forma, visando deslocar o equilibrio da
reacdo no sentido dos produtos, uma base inorganica ¢ adicionada ao meio para
neutralizar o 4cido formado. A reacdo de Schotten-Baumann também possui como
caracteristica a utilizacdo de um sistema de solvente bifasico, que consiste em dgua e em
um solvente orgénico imiscivel. Nesse sistema, a base inorganica utilizada fica presente
na fase aquosa neutralizando o &cido que ¢ formado e impulsionando o equilibrio para a
formagdo da amida, enquanto o material de partida (amina) e o produto formado (amida)

permanecem na fase organica.

Através dessa reagdo, o intermediario clorado ¢ formado através do ataque da
dupla de elétrons livres presentes na amina ao cloreto de acido, formando o intermediério
tetraédrico. Em seguida, a base utilizada no meio reacional, abstrai um dos hidrogénios
deste intermediario, enquanto os pares de elétrons do anion, se deslocalizam e eliminam
o cloreto, dando origem ao intermediario desejado (cloroacetamida) para a proxima etapa

(Esquema 5).
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Esquema 5. Mecanismo da Reagdo de Schotten-Baumann.

A reacdo foi realizada adicionando as benzilaminas correspondentes 28-54 em um
sistema bifdsico como solvente, contendo 4gua e acetato de etila em uma proporcao (1:1)
e carbonato de potassio como base em excesso. O cloreto de cloroacetila foi adicionado
lentamente em seguida para todos os derivados, com excecdo do derivado 54, onde o
cloreto de acila utilizado foi o cloreto de 3-cloropropanoila (Esquema 6). A reagao foi
mantida em temperatura ambiente por 10 minutos para todos os derivados. Através da
cromatografia em camada fina (CCF) foi possivel observar que todo o material de partida

havia sido consumido apds esse tempo.

1.1) /j;vf0|
cl .
| X R2 K2C03’ ACOEt/Hzo, T.A. | X R2 N02
L N 10 min. L N )§
H R NN
n n
R»] R1 \:_/
28-54 1-27
R =CHjz OCHj CI, F, NO, CF3 OCF3 Ph R4 = CHj
R2 = CH3 n= 1,2

Esquema 6. Método de sintese dos derivados planejados 1-27, com énfase na etapa 1.1.
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A etapa seguinte consiste em uma substitui¢do nucleofilica bimolecular do cloro
presente no intermediario gerado in sifu, utilizando o 2-nitroimidazol como nucleéfilo
(Esquema 7). Para esta etapa, além do 2-nitroimidazol, foi adicionado ao meio reacional
o catalisador de transferéncia de fase brometo de tetrabutilamonio (TBAB). O carbonato
de potassio, que foi a base adicionada na primeira etapa reacional em excesso, tem uma
funcdo essencial também nesta etapa, sendo o responsavel pela desprotonagdo do 2-

nitroimidazol aumentando sua nucleofilicidade.

Visto que, tanto o carbonato de potéssio, quanto o anion do 2-nitroimidazol, tém
uma maior solubilidade na fase aquosa do que na fase organica do sistema bifasico de
solventes, enquanto os intermediarios formados (cloroacetamidas) tém uma maior
solubilidade na fase orgénica, o uso do TBAB se mostrou essencial. Por contar com uma
porcao apolar e outra catidnica, os catalisadores de transferéncia de fases sdo capazes de
formar um par i6nico com a espécie anidnica presente na fase aquosa, a transferindo para
a fase orgénica devido a sua capacidade de particionar em ambas as fases. Assim sendo,
esta etapa foi realizada na temperatura de 75 °C por 24h para todos os derivados, os

rendimentos de todos os compostos podem ser encontrados na Tabela 4 (Esquema 7).

| X R, | XY Ry NO,
& N\H > R// N N)%N
R n 1.2) NO> R " 0 \—/
1 A 1
HN™ >N
28-54 - 1-27
TBAB, 75 °C
24h
R = CHs, OCHg CI, F, NO, CF3 OCF5 Ph Ry =CHj
R, = CH3 n=1,2

Esquema 7. Método de sintese dos derivados planejados 1-27, com énfase na etapa 1.2.

Dos 27 derivados finais sintetizados, 17 ja foram isolados do meio de reacao com
uma pureza cromatografica maior que 95% no CLUE-DAD (1-7, 9-11, 13, 16-18, 20-21
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e 24), considerados aptos para os testes bioldgicos. Para os demais derivados, foi

necessario que esses passassem por um processo de purificaco.

Visando o menor gasto de solventes e uma melhor aplicabilidade para a sintese
desses derivados em maior escala, foi decidido a recristalizagdo como primeira escolha
para a purificacdo dos derivados 8, 12, 14, 15, 19, 22 e 23, j& que estes também foram
obtidos como sdlido, os tornando aptos para esse processo. Dessa forma, foram realizados
testes com varios solventes e sistemas de solventes em cada composto para observar qual
seria a melhor escolha para esse processo de purificagdo. Os solventes utilizados nos
testes foram acetonitrila, acetato de etila, acetona, metanol, etanol, tetraidrofurano e como
sistema de solvente, etanol 50% e 75%. Para a maioria desses derivados, o etanol se
mostrou o melhor solvente para a recristalizagao, de forma que 5 dos 7 produtos (8, 12,
14, 15 e 22) foram purificados através da utilizagdo deste. Para o derivado final 19, no
entanto, o etanol ndo se mostrou eficiente, dessa forma, este foi recristalizado utilizando

tetraidrofurano.

Para o derivado 23, foi encontrada uma grande dificuldade no seu processo de
purificagdo, devido ao fato da baixa solubilidade do mesmo em todos os solventes e
sistemas de solventes testados. Dessa forma, para a purificagdo deste composto foi
realizada uma cromatografia em camada delgada (CCD) preparativa, sendo o produto
aplicado na placa quando utilizado etanol a quente com algumas gotas de
dimetilsulfoxido. Provavelmente essa maior dificuldade na purificagdo influenciou o
rendimento global deste derivado, que teve o rendimento mais baixo da série (Tabela 4).
No entanto, através desse método foi possivel purifica-lo, apresentando uma pureza

cromatografica acima de 95%.

Os derivados 24, 26 ¢ 27 foram obtidos como um 6leo, dessa forma estes foram
também purificados através de uma CCD preparativa. Para todas as purificagdes por

CCD, o sistema de eluente utilizado foi acetato de etila e hexano (4:6).

Todos os derivados 1-27 foram obtidos com rendimentos globais variando entre
27% e 84% apds o processo de purificacdo (Tabela 4). E importante ressaltar também que
0 objetivo principal na quimica medicinal, ¢ a obten¢ao dos compostos puros para serem
testados. Dessa forma, aqueles que se mostrarem mais promissores terdo sua sintese
otimizada futuramente, visando aumentar o rendimento, melhorar as condi¢des reacionais

e de purificagdo.
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Tabela 4. Obtencao dos derivados finais 1-27.

Derivado
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Como descrito, 0 mecanismo dessa segunda etapa ¢ uma Sn2, que ocorre atraves

da desprotonacdo do 2-nitroimidazol com a base carbonato de potassio, o convertendo

em seu anion. Esse entdo, € responséavel por atacar o carbono ligado ao cloro, eliminando,

de forma concertada, o cloreto e formando os derivados finais planejados (Esquema 8).
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Esquema 8. Mecanismo proposto para a reagao de obtencdo dos produtos finais 1-27.

5.1.2. Caracterizac¢ao dos derivados finais 1-27

A caracterizacdo de todos os derivados foi feita por Espectrometria de massas com
ionizagdo por eletrospray de alta resolucdo (EMAR-IES), Espectroscopia na regido de
infravermelho (IV), Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e '3C (também de '°F
para as moléculas fluoradas), e suas técnicas bidimensionais homonuclear 'H/'H (COSY,
do inglés COrrelation SpectroscopY) ou heteronuclear 'H/'*C (HSQC, do inglés
Heteronuclear Single Quantum Coherence spectroscopy), para auxilio na atribui¢do dos
sinais. Além disso, todas as substancias tiveram sua pureza relativa cromatografica
determinadas por cromatografia a liquido de ultra eficiéncia (CLUE-DAD) para que
fossem qualificados para os testes farmacologicos, sendo a pureza minima aceitavel de

95% no comprimento de onda analisado.

As estruturas dos derivados finais apresentados neste trabalho foram numeradas
de forma diferente da numeracao adotada pela IUPAC (do inglés International Union of
Pure and Applied Chemistry), a qual divide a molécula em diferentes unidades,
diferenciadas por cores na Figura 6, e adota numeragdes independentes para cada unidade.
Apresentamos aqui a numeragao de forma continua, cujo objetivo conforme apresentado
na Figura 7 pelo exemplo do derivado 1, ¢ facilitar a compreensdo e discussdo das

atribui¢des dos sinais nas analises de RMN.
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Figura 7. Numeragao utilizada para os derivados 1-27.

5.1.2.1. Espectrometria de massas com ionizacio por eletrospray de alta resolucio

(EMAR-IES)

O EMAR-IES dos derivados foram realizados em modo positivo. Nesta técnica ¢
possivel observar os ions gquasi-moleculares ou adutos metalicos, que sdo provenientes
da adicdo da massa de um proton ou de sodio/potassio a massa do composto. Nos
espectros das substancias 1-3 e 25-27 que possuem a mesma massa molecular de
274,1066 g/mol, foi possivel observar os sinais de m/z 297,0957 para A, m/z 297,0943
para B, m/z 297,0961 para C, m/z 297,0973 para D, m/z 297,0957 para E e m/z 297,0957
para F, que sdo os valores referentes a massa do produto formando aduto com sddio
(Figura 8). Com esse exemplo podemos observar também que através desse método nao
¢ possivel diferenciar substancias com a mesma massa molecular, por isso outras analises
sdo realizadas em conjunto para juntas fornecerem os dados necessarios para a elucidacao
de cada composto. Apesar disto, essa técnica ¢ extremamente importante para identificar

que de fato os derivados finais foram formados.
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Figura 8. Espectro de massas EMAR-IES (+) dos derivados finais com a massa molecular de

274,1066 g/mol. A) composto 1; B) composto 2; C) composto 3; D) composto 25; E) composto
26; F) composto 27.
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No EMAR-IES de algumas substancias, foi possivel observar além do sinal
referente a massa do composto formando aduto com o so6dio, também um sinal referente
a massa mais um proton (ion guasi-molecular), como o caso do derivado 4. Neste
derivado foi encontrado o sinal de m/z 317,0412 referente a massa do composto mais
sodio, e o sinal com de m/z 295,0520, referente a massa do derivado 4 mais um proton

(Figura 9).
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Figura 9. Espectro de massas EMAR-IES (+) do derivado 4.

Todos os derivados sintetizados tiveram os seus ions guasi-moleculares ou adutos
metalicos identificados e as massas encontradas sdo proximas aos valores tedricos,

respeitando o erro limite de variagdo de + 5 ppm. Os dados referentes estdo discriminados

na Tabela 5.
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Tabela 5. Espectrometria de massas de alta resolugdo — EMAR-IES(+) dos derivados 1-
27.

Derivado Teérico (M+23) Experimental (M+23) Erro (ppm)
1 297,1066 297,0957 -0,4
2 297,1066 297,0943 5,0
3 297,1066 297,0961 -0,9
4 317,0520 317,0412 0,1
5 317,0520 317,0418 -39
6 317,0520 317,0398 4,5
7 301,0815 301,0695 4,1
8 301,0815 301,0720 -4,2
9 301,0815 301,0706 0,6

10 328,0760 328,0665 -4,0
11 328,0760 328,0642 32
12 328,0760 328,0667 4.4
13 351,0783 351,0668 2,2
14 351,0783 351,0690 4,3
15 313,1015 313,0910 -0,9
16 313,1015 313,0904 1,1
17 313,1015 313,0902 1,7
18 367,0732 367,0637 2,2
19 359,1222 359,1104 3,0
20 351,0130 351,0016 1,8
21 319,0721 319,0601 3,8
22 419,0657 419,0542 1,8
23 343,1121 343,1016 -0,9
24 343,1121 343,1017 -1,1
25 297,1066 297,0973 -5,0
26 297,1066 297,0957 0,3
27 297,1066 297,0957 0,9
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5.1.2.2. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (IV)

Uma técnica muito utilizada para a elucidacdo de estruturas quimicas ¢ a
espectroscopia na regido do infravermelho (IV), principalmente em substancias
funcionalizadas. Grupos funcionais como amidas e o nitro sdo facilmente identificados
através desta analise por gerarem bandas muito caracteristicas, como por exemplo, na
regido de 3.200 cm™ e 1.600 cm, referentes a absorcao da ligagio N-H e da carbonila de
amida secundéria presente nos compostos. Ou também, como nas regides de 1.500 cm’!
e 1.300 cm™ referentes a absor¢dio do grupamento nitro, que foram encontradas em todos

0s compostos.

No espectro do derivado 18 na regido do IV, podemos observar essas bandas
caracteristicas, como na deformagio axial em 3.289 cm! referente a absorcio da ligagio
N-H e em 1.660 cm™! referente a absor¢do da ligagio C=0, ambas do grupamento amida.
Em 1.536 cm! foi possivel observar uma deformacio axial assimétrica e uma deformagao
axial simétrica em 1.367 cm™! da ligagdo N-O, que sdo referentes ao grupamento NO..
Além dessas bandas caracteristicas, foi possivel observar uma deformacao angular em

1.219 cm™! referente a ligagdo C-F e em 1.156 cm! referente a ligagio C-O (Figura 10).
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Figura 10. Espectro de IV da substancia 18.
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Ja na substancia 26, diferentemente de todos os outros derivados, podemos notar
a auséncia da banda na regido de 3.200 cm™, visto que nessa substancia a ligagio N-H foi
substituida por ligagdo C-N, transformando a amida secundaria em uma amida terciaria.
A deformacio axial referente a carbonila esta presente em 1.655 cm™, em 1.537 cm™ e
em 1.359 cm’! estio as deformagdes axiais assimétrica e simétrica, respectivamente,
referente ao grupamento nitro, € podemos observar o surgimento do estiramento

proveniente da deformacdo axial da ligagio C-N em 1.292 cm™! (Figura 11).
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Figura 11. Espectro de IV da substancia 26.
Tabela 6. Dados espectroscopicos de IV dos derivados 1-27.
v (cm™) /estiramento
Derivados
N-H C=0 N-O C-Cl1 C-F C-0
1 3.238 1.658 1.530 e 1.357 - - -
% 3.266 1.657 1.536 ¢ 1.357 - - -
3 3.297 1.661 1.536 ¢ 1.365 - - -
4 3.236 1.657 1.529 ¢ 1.356 784 - -
5 3.230 1.655 1.530 ¢ 1.358 773 - -
6 3.293 1.659 1.529 ¢ 1.357 780 - -
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7 3.264 1.656 1.535e 1.357 - 1.233 -

8 3.285 1.654 1.537 e 1.357 - 1.251 -
9 3.290 1.661 1.536 e 1.365 - 1.243 -
10 3.265 1.659 1.539 ¢ 1.357 - - -
11 3.289 1.661 1.529 e 1.345 - - -
12 3.264 1.679 1.515e 1.346 - - -
13 3.234 1.659 1.534 ¢ 1.328 - 1.120 -
14 3.283 1.679 1.528 e 1.327 - 1.110 -
15 3.219 1.650 1.536 ¢ 1.359 - - 1.159
16 3.283 1.656 1.543 ¢ 1.359 - - 1.157
17 3.258 1.653 1.530 e 1.353 - - 1.157
18 3.289 1.660 1.536 ¢ 1.367 - 1.219 1.156
19 3.291 1.661 1.531e1.359 - - -
20 3.255 1.663 1.531 e 1.359 775 - -
21 3.243 1.656 1.530 e 1.359 - 1.262 -
22 3.342 1.676 1.544 ¢ 1.376 - 1.287 -
23 3.272 1.655 1.550 e 1.351 - - 1.145
24 3.264 1.647 1.536 ¢ 1.361 - - 1.156
25 3.224 1.672 1.544 ¢ 1.360 - - -
26 - 1.655 1.537 ¢ 1.359 - - -
27 3.290 1.681 1.528 ¢ 1.358 - - -

5.1.2.3. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
5.1.2.3.1. RMN de 'H

A discussdo da caracterizagdo por RMN sera feita inicialmente considerando os
sinais referentes ao nicleo em comum a todos os derivados. O derivado 6 sera
inicialmente usado como exemplo para discussdo porque seus sinais ndo se sobrepuseram,
e em seguida alguns casos especificos serdo discutidos. A atribuicdo dos sinais dos
espectros de RMN foram realizadas com o auxilio dos espectros bidimensionais (COSY
e HSQC) e por simulacao computacional utilizando o programa MestReNova 14.0. Os
sinais relativos a todos os hidrogénios dos derivados 1-27 podem ser encontrados na

tabela 7.

No espectro da substancia 6, foi possivel observar que os hidrogénios metilénicos

presentes na molécula, H-9,9° e H-6,6’ sdo quimicamente e magneticamente equivalentes.
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Dessa forma, H-6,6’ formam um simpleto em 5,17 ppm. J4 H-9 ¢ H-9° acoplam com o
hidrogénio vizinho da amida H-8 (J = 5,9 Hz), formando um dupleto em 4,31 ppm. Os
hidrogénios presentes no anel imidazélico H-4 e H-5 acoplam entre si (J = 1,1 Hz),
formando um dupleto cada em 7,19 ppm e 7,63 ppm respectivamente. H-5 se encontra
em uma regido mais desblindada do espectro quando comparado a H-4 devido a sua maior
proximidade aos demais heteroatomos presentes na cadeia da molécula. H-8 por ser um
hidrogénio amidico, ligado diretamente ao atomo de nitrogénio se encontra na regido mais
desblindada do espectro, formando um tripleto por conta de seu acoplamento (/= 5,9 Hz)
com os hidrogénios H-9 e H-9’. Devido ao plano de simetria presente no anel aromatico
do composto, causado pelo atomo de cloro presente na posicao para, os hidrogénios H-
lle H-15, e os hidrogénios H-12 e H-14 sdo equivalentes. Dessa forma H-11 e H-15
formam um multipleto em 7,29 ppm e H-12 ¢ H-14 formam outro multipleto em 7,39
ppm. Esses deslocamentos quimicos ocorrem devido a presenca do cloro como
substituinte no anel. O atomo de cloro ¢ eletronegativo e poderia compartilhar o seu par
de elétrons com o anel, tornando os hidrogénios H-12 ¢ H-14 mais blindados pelo efeito
de ressonancia, visto que a carga negativa passaria pelos dtomos de carbono onde se
encontram esses hidrogénios. No entanto, o cloro também ¢ considerado um atomo
grande, de forma que essa deslocalizacdo de seus elétrons para o anel é prejudicada,
prevalecendo entdo o efeito indutivo, € como o cloro € um grupo retirador de elétrons,
acaba por desblindar os hidrogénios mais proximos a ele. Por esse motivo H-12 e H-14
se encontram em uma area mais desblindada do espectro quando comparados a H-11 e
H-15 que se encontram mais distantes do 4tomo de cloro (Figura 12). Na figura 13 esta
apresentado o espectro bidimensional COSY deste derivado, o qual foi utilizado para o

auxilio das atribui¢des dos sinais.
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Através da técnica de RMN, também foi possivel identificar e diferenciar os
compostos contendo os mesmos substituintes, porém em diferentes posi¢cdes no anel,
como podemos observar na figura 13, onde na imagem A se encontra o espectro da
substancia 4 e na imagem B, o espectro da 5, ambas contendo o 4tomo de cloro como
substituinte, porém na posi¢ao orfo € meta, respectivamente. Os compostos apresentam
as mesmas multiplicidades de sinais e deslocamentos quimicos proximos ao do composto
6 que foi discutido anteriormente, com exce¢do apenas dos sinais relativos ao anel
aromatico com o cloro. No espectro da substancia 4, ¢ possivel observar H-15 formando
um duplo dupleto em 7,45 ppm, referente ao seu acoplamento com H-14 (J = 1,6 Hz) e
com H-13 (J = 7,5 Hz) a distancia. H-12 também forma um duplo dupleto em 7,40 ppm
por acoplar com H-13 (J = 2,0 Hz) e com H-14 (J = 7,5 Hz) a distancia, enquanto H-13
e H-14 tem seus sinais sobrepostos, formando um sinal multiplo em 7,33 ppm. Ja no
espectro da substancia 5, H-11, H-13 e H-15 tem seus sinais sobrepostos, formando um
sinal multiplo em 7,34 ppm, enquanto H-14 forma um dupleto de tripletos referente ao
seu acoplamento com H-13 e H-15 (J = 1,5 Hz) e com H-11 a distancia (J = 7,3 Hz)
(Figura 14).
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Diferentemente dos espectros de RMN das substancias discutidas até o momento,
os compostos 25, 26 ¢ 27, apresentam padrdes diferentes de sinais devido ao fato de nao

possuirem substitui¢des no anel aromatico, mas sim alteragdes estruturais na cadeia.

No espectro da substancia 25, h4 o surgimento de um sinal em 1,30 ppm, referente
aos hidrogénios da metila H-16, quimicamente ¢ magneticamente equivalentes, que
formam um dupleto com H-9 (J = 7,0 Hz). H-9 agora, forma um pentano em 4,92 ppm,
devido ao acoplamento com os hidrogénios da metila H-16 e com o hidrogénio da amida
H-8 (J/ = 7,1 Hz), enquanto na area mais desblindada do espectro, H-8 forma um dupleto,

referente ao acoplamento com o hidrogénio H-9 (Figura 15).

Na substancia 27 foi possivel observar o surgimento de um sinal em 2,71 ppm
referente aos hidrogénios H-10 e H-10’, presentes no carbono metilénico adicionado ao
composto. Estes formam um tripleto, referente ao acoplamento com os hidrogénios H-9
e H-9° (J = 7,3 Hz), que agora formam um tripleto de dupletos em 3,31 ppm por acoplar
com H-10 e H-10’ (J = 7,3 Hz) e com H-8 (J = 5,6 Hz) (Figura 16).
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Figura 15. Espectro ampliado de RMN de 'H (400 MHz) do derivado 25. Solvente: DMSO-d6.
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Figura 16. Espectro ampliado de RMN de 'H (400 MHz) do derivado 27. Solvente: DMSO-d6.

No espectro de ressonancia da substancia 26, tanto de 'H (Figura 17) quanto de
BC, pudemos observar uma duplicidade nos sinais do composto, fugindo do padrao das
demais moléculas sintetizadas. Dessa forma, em 2,82 / 3,00 ppm, observamos dois
simpletos referentes aos hidrogénios H-8 da metila ligada ao nitrogénio da amida. Em
4,54 / 4,64 ppm dois simpletos referentes aos hidrogénios H-9,9’. H-6,6’ formam um
unico simpleto em 5,50 ppm. H-4 acopla com H-5, formando dois dupletos (J = 1,1 Hz)
cujos sinais se sobrepde parcialmente em 7,18 / 7,19 ppm. Os sinais dos hidrogénios
aromaticos da fenila H-12, H-14 formam dois sinais multiplos em 7,23 / 7,29 ppm, e H-
11, H-13 e H-15 formam dois sinais multiplos em 7,35 / 7,43 ppm. H-5 forma um Unico

dupleto em 7,57 ppm referente a seu acoplamento (J = 1,1 Hz) com H-4.
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Figura 17. Espectro ampliado de RMN de 'H (400 MHz) do derivado 26. Solvente: DMSO-d6.
Temperatura: 328 K.

Essa duplicidade nos sinais de RMN normalmente ¢ ocasionada devido a presenca
de isdmeros conformacionais em compostos, sendo uma caracteristica bastante comum
para indicar a presenca de conformeros anti-periplanar (ap) e sin-periplanar (sp). Dessa
forma, visando entender se realmente a duplicidade dos sinais era proveniente da presenca
de conformeros e ndo de possiveis impurezas ou outras substancias presentes na
molécula, foi realizado um estudo de temperatura do derivado 26 utilizando a técnica de
RMN. Conformacdes diferentes podem também possuir energias relativas diferentes, de
forma que a temperatura pode influenciar a populagdo relativa dessas conformacgdes,
aumentando a propor¢do de um dos confoérmeros com relagdo ao outro. Dessa forma,
diminuir/aumentar a propor¢cdo de um dos sinais, indica a presenga de isOmeros

conformacionais.

Na Figura 18, estd presente o espectro da substancia 26 em seis temperaturas
diferentes, variando entre 298K a 348K, onde na temperatura mais baixa ¢ possivel
observar dois sinais de simpletos para os hidrogénios H-6, H-9,9’ ¢ H-8. Na temperatura

de 308K, H-6 ja se encontra em um sinal Gnico, e € possivel notar que a presenca de um
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dos sinais ficou em maior propor¢ao quando se trata dos hidrogénios H-9,9° ¢ H-8. Em
338K, tanto H-9,9’ como H-8 se encontram praticamente em apenas um Unico sinal. Esses
dados corroboram com a ideia de que a molécula possui conformeros, € que um deles esta
sendo mais favorecido pela energia fornecida devido ao aumento da temperatura, de
forma que este tem sua propor¢do aumentada com relagdo ao outro, “unificando” os
sinais. Essa questdo também pode ser observada para os hidrogénios H-4 e H-5 (Figura
19), onde na temperatura de 328K H-5 j4 apresenta um sinal Unico, que ¢ alcangado por

H-4 em 338K.
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Figura 18. Estudo de temperatura espectro RMN de 'H (400 MHz) do derivado 26. Solvente:
DMSO-d6. Temperaturas analisadas: 298K, 308K, 318K, 328K, 338K e 348K.
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Figura 19. Estudo de temperatura espectro RMN de 'H (400 MHz) do derivado 26 expandido.

Solvente: DMSO-d6. Temperaturas analisadas: 298K, 308K, 318K, 328K, 338K e 348K.
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Outras maneiras de confirmar se de fato estao presentes isdmeros conformacionais
no composto, € ndo outras substancias, sdo através da comprovacdo da pureza
cromatografica do mesmo, esta foi determinada em 95,6%, por CLUE-DAD e através da
analise dos espectros de RMN bidimensional, como o caso do COSY (Figura 20), onde

como podemos observar, todos os sinais de hidrogénio do derivado 26 se correlacionam.
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Figura 20. Espectro de RMN bidimensional COSY (400 MHz) do derivado 26. A esquerda

espectro completo e a direita ampliado.

O motivo que pode ter levado a formacao desses dois isdmeros conformacionais
¢ o diferente ambiente quimico que € promovido pela substitui¢do do atomo de hidrogénio
da amida por uma metila. Moléculas podem adotar diferentes conformagdes espaciais
devido a rotacao em torno de ligacdes simples, e essas conformacgdes podem ter ambientes

quimicos distintos, resultando nos sinais de RMN duplicados.

No caso da substancia 26, essa rotacdo na ligacdo simples entre o carbono da
carbonila e o nitrogé€nio seria impossibilitada, devido a ressonancia que ocorre pelo par
de elétrons livre do nitrogénio e da dupla da carbonila, de forma que essa ligacao se

comporta praticamente como uma ligacao dupla (Figura 21).
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Figura 21. Estruturas de ressonéncia que ocorrem entre o nitrogénio e o carbono da carbonila.

Dessa forma, analisando os dados obtidos de multiplicidade dos sinais no espectro
de RMN, do estudo de temperatura e na estrutura quimica do derivado 26, foi possivel
chegar a conclusdo de que os isomeros conformacionais sdo provenientes da rotagdao da
ligagdo simples entre o carbono da carbonila e o carbono metilénico que estd ligado ao
nitroimidazol (Figura 22). Isso explica o porqué sinais como H-4 precisaram de mais
energia, um maior aumento da temperatura para que tivesse a presenca de apenas um
conférmero no espectro de RMN, visto que na posicao ap, este se encontra mais proximo
da metila que foi introduzida do que H-5 por exemplo (Figura 23). Quanto mais préximo
ao diferente ambiente quimico que foi introduzido pela presenga da metila, maior energia
¢ necessaria para que apenas um conformero seja predominante, de forma que os
hidrogénios H-9 e H-9” mesmo na maior temperatura testada, ainda foi possivel observar

um sinal muito pequeno indicando a duplicidade no espectro (Figura 23).

(sin-periplanar) (anti-periplanar)

Figura 22. Possiveis conformeros anti-periplanar (ap) e sin-periplanar (sp) presentes no

derivado 26.
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Figura 23. Espectro ampliado de RMN de 'H (400 MHz) do derivado 26 com os diferentes
conformeros propostos a esquerda. Setas indicam os hidrogénios referentes no conférmero anti-
periplanar, mostrando que os hidrogénios mais proximos a metila apresentam maior definicdo

na duplicidade de sinais. Solvente: DMSO-d6. Temperatura: 328 K.
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Tabela 7. Dados de RMN de 'H (400 MHz) para os derivados 1-27. Solvente: DMSO-d6.

Subs.

001

002

003

004

005

006

007

008

009

010

011

H-4

7,19 (d; J
=1,1 Hz)
7,25 —
7,18 (m)
7,19 (d; J
=1,1 Hz
7,20 (d; J
=1,0Hz
7,20 (d; J
=1,1 Hz)
7,19 (J=
1,0 Hz)
7,23 —
7,15 (m)
7,20 (s)

7,20 -
7,13 (m)
7,20 (d; J
=1,0 Hz
7,20 (d; J
=1,1 Hz)

H-5

7,64 (d; J
=1,1 Hz)
7,64 (d; J
=1,1 Hz)
7,63 (d; J
=1,1 Hz
7,64 (d; J
=1,1 Hz)
7,64 (d; J
=1,0 Hz)
7,63 (d; J
=1,1 Hz)
7,63 (s)

7,64 (s)
7,63 (3)
7,64 (d; J
= 1,1 Hz)

7,64 (d; J
= 1,1 Hz)

H-6,6’
5,17 (s)

5,17 (s)
5,15 (s
5,21 (s)
5,19 (s)
5,17 (s)
5,17 (s)
5,19 (s)
5,16 (s)
5,22 (s)

5,20 (s)

H-9,9°

4,30 (d; J=
5,5 Hz)
4,29 (d; J=
5,9 Hz)
4,28 (d; J=
5,8 Hz)
4,40 (d; J =
5,7 Hz)
4,34 (d; J=
6,0 Hz)
4,31 (d; J=
5,8 Hz)
4,36 (d; J=
5,8 Hz)
4,35 (d; J=
5,9 Hz)
4,31 (d; J=
5,8 Hz)
4,63 (d; J =
5,7 Hz)
4,47 (d;J =
5,9 Hz)

R1
2,27 (s)

7,11 —
7,04 (m)
7,18 -
7,12 (m)

741 -
7,28 (m)
7,32 -
7,27 (m)

7,13 -
7,05 (m)
734 -
7,29 (m)

8,18 —
8,10 (m)

Rs

Re
R4 10_Rg 9 \H/\N/g

R2
7,20 — 7,15 (m)

2,29 (s)
7,18 — 7,12 (m)
7,40 (dd; J =

7,5/2,0 Hz)

7,42 — 7,36 (m)

7,23 ~7,15 (m)

7,20 — 7,13 (m)

8,06 (dd; J =
8,1,1,3 Hz)

NO

R3
7,20 — 7,15 (m)

7,11 — 7,04 (m)
2,28 (H-16; 5)
7,37 - 7,28 (m)

7,41 - 7,28 (m)

7,39 — 7,29 (m)

7,13 — 7,05 (m)

7,61 — 7,53 (m)

8,18 — 8,10 (m)

R4
7,20 — 7,15 (m)

7,25 7,18 (m)
7,18 — 7,12 (m)
7,37 - 7,28 (m)
7,41 - 7,28 (m)
7,42 — 7,36 (m)
7,23 - 7,15 (m)
7,39 — 7,35 (m)
7,20 — 7,13 (m)
7,75 (td; T =
7,6/1,3 Hz)

7,65t J=17.9
Hz)

RS
7,27-1723
(m)
7,11 — 7,04
(m)
7,18 - 7,12
(m)
7,45 (dd; J =
7,5/1,7 Hz)
7,24 (dt; J =
7.3, 1,5 Hz)
732-727
(m)
7,39 -7,.29
(m)
7,13 -7,05
(m)
7,34 -729
(m)
7,61-17,53
(m)
7,74 (dt; J =
7,7/1,4 Hz)

R6

8,09 (t; J=
5,6 Hz)
8,80 (t; J=
5,9 Hz)
8,77 (t, J=
5,9 Hz)

8,87 (H-8; t;

J=15,8 Hz)
8,88 (t; J=
5,9 Hz)
8,88 (t; /=
5,9 Hz)
8,84 (t; J=
5,8 Hz)
8,88 (t; /=
6,0 Hz)
8,84 (t; J=
5,9 Hz)
8,94 (t; J=
5,8 Hz)
9,00 (t; J =
6,0 Hz)

R7

RS
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012

013

014

015

016

017

018

019

020

021

022

023

024

025

026

027

7,20 (d; J
= 1,1 Hz)
7,20 (d; J
= 1,1 Hz)
7,19 (d; J
= 1,0 Hz)
7,19 (d; J
= 1,1 Hz)
7,20 (d; J
= 1,1 Hz)
7,23 -
7,16 (m)
7,20 (d; J
= 1,1 Hz)
7,21 (s)

7,19 (d; J
=1,1 Hz)
7,19 (d; J
=1,1 Hz)
7,19 (d; J
=1,1 Hz)
7,20 (d; J
=1,1 Hz)
7,18 (d; J
=1,1 Hz)
7,17 (d; J
=1,0 Hz)
7,19,7,18
(d; J=
1,1 Hz)
7,18 (d; J
=1,1 Hz)

7,64 (d,J
= 1,1 Hz)
7,66 —
7,56 (m)
7,61 (d; J
= 1,1 Hz)
7,63 (d; J
= 1,1 Hz)
7,64 (d; J
= 1,1 Hz)
7,63 (5)

7,63 (d; J
= 1,1 Hz)
7,69 —
7,61 (m)

7,62 (d; J
=1,2 Hz)
7,62 (d; J
=1,1 Hz)
7,62 (d; J
=1,0 Hz)
7,63 (d; J
=1,1 Hz)
7,62 (d; J
=1,1 Hz)
7,61 (d; J
=1,1 Hz)
7,57 (d; J
=1,1 Hz)

7,58 (d; J
= 1,1 Hz)

5,21 (s)
5,20 (s)
5,18 (s)
5,18 (s)
5,18 (s)
5,14 (s)
5,18 (s)

5,20 (s)

5,19 (s)
5,15 (s)
5,20 (s)
5,15 (s)
5,14 (s)
5,14 (s)

5,50 (s)

5,06 (s)

4,47 (d,J=
5,9 Hz)
4,43 (d; J=
5,9 Hz)
4,41 (d; J=
5,9 Hz)
4,28 (d; J=
5,7 Hz)
4,31 (d; J=
5,9 Hz)
4,25 (d; J=
5,8 Hz)
4,36 (d; J=
5,9 Hz)
4,38 (d; J=
5,8 Hz)

4,36 (d; J=
5,7 Hz)
4,33 (d; J=
5,7 Hz)
4,52 (d; J=
5,9 Hz)
4,26 (d; J=
5,8 Hz)
4,19 (d; J=
5,6 Hz)
4,92 (p; J=
7,1 Hz)
4,64, 4,54
(s)

3,31 (td; J =
7,3/5,7 Hz)

7,58 -
7,52 (m)
7,66 —
7,56 (m)
7,49 (d; J
= 8,0 Hz)
3,80 (s)

6,87 —
6,80 (m)
7,23 -
7,16 (m)
7,43 -
7,38 (m)
7,41 -
7,32 (m)

7,95 (s)

6,87 (d; J
=2,0 Hz)
3,79 (s)

735-
7,32 (m)
7,46 —
7,40, 7,37
~ 7,32 (m)
7,23 -
7,19 (m)

8,24 — 8,18 (m)

7,69 (d; J=38,1
Hz)
6,99 (dd; J=
8,2/1,1 Hz)
3,75 (s)

6,93 — 6,85 (m)

7,37 — 7,30 (m)

7,69 — 7,61 (m)

7,61 (d; J=2,0
Hz)

7,23 (ddd; J =

10,4/9,3/2,5 Hz)

3,73 (s)
6,55 (d; J=2,4
Hz)

7,35 -7,32 (m)

7,30 - 7,26,
7,26 — 7,21 (m)

7,32 - 7,26 (m)

7,66 — 7,56 (m)

7,28 - 7,23 (m)
6,87 — 6,80 (m)

3,73 (s)

7,69 — 7,61 (m)
7,46 (t; J = 7.6 Hz)
7,41 - 7,32 (m)

7,98 (s)

3,75 (s)

3,75 (s)
7,28 7,21 (m)

7,46 — 7,40, 7,37 —
7,32 (m)

7,23 - 7,19 (m)

8,24 — 8,18 (m)
7,66 — 7,56 (m)

7,69 (d; J= 8,1
Hz)

6,92 (td; J =
7,4/1,1 Hz)
7,24 (t; J=28,0
Hz)

6,93 — 6,85 (m)

7,37~ 7,30 (m)

7,69 — 7,61 (m)

7,43 (dd; J =
8,3/2,0 Hz)
7,08 (tdd; J =
8,6/2,6/1,1 Hz)

6,90 (d; J=38,2
Hz)
6,48 (dd; J =
8,3/2,4 Hz)
7,35 -7,32 (m)

7,30 — 7,26,
7,26 — 7,21 (m)

7,32 — 7,26 (m)

7,58~ 7,52
(m)
7,66 — 7,56
(m)
7,49 (d;J =
8,0 Hz)
7,21 (dd; J=
7,5/1,7 Hz)
6,87 — 6,80
(m)
723 -17,16
(m)
7431738
(m)
7411732
(m)

7,39 (d; J =
8,4 Hz)
7,40 (td; J =
8,7/6,6 Hz)
7,95 (s)

6,79 (dd; J=
8,2/2,0 Hz)
7,11 (d; J=

8,3 Hz)
7,35-1732
(m)

7,46 — 7,40,

7,37-7,32
(m)

7,23 -7,19
(m)

8,99 (t,J =
6,0 Hz)
894 (t; J=
6,0 Hz)
8,94 (t; J=
6,0 Hz)
8,65 (t; J=
5,8 Hz)
8,82 (t; J=
5,9 Hz)
875t J=
5,8 Hz)
8,88 (t; J=
5,9 Hz)
8,87 (t; J=
5,9 Hz)

8,89 (t; J=
5,8 Hz)
8,84 (t; J=
5,8 Hz)
9,02 (t; J =
6,0 Hz)
8,76 (t; J =
5,8 Hz)
8,55 (t; J=
5,7 Hz)
8,80 (d; J =
7,9 Hz)
3,00, 2,82
(s)

8,41 (t;J =
5,6 Hz)

1,39 (d; J
=17,0 Hz)

2,71 (6
=17,3 Hz)
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5.1.2.3.2. RMN de 3C

Para introduzir os resultados obtidos de RMN de '3C, novamente sera o usado o
espectro da substancia 6 como exemplo para a discussdao dos sinais. Os sinais referentes

a todos os carbonos dos derivados 1-27 estao organizados na Tabela 8.

Os carbonos metilénicos C-9 e C-6 se encontram na regiao mais blindada do
espectro, em 42,10 ppm e 52,05 ppm respectivamente. Em seguida podemos encontrar os
carbonos aromaticos, C-4 em 127,97 ppm e C-5 em 129,29 ppm. Devido ao plano de
simetria do anel aromatico, os carbonos C-12 ¢ C-14 formam um Unico sinal em 128,72
ppm e os carbonos C-11 e C-15 em 129,57 ppm. C-10 se encontra em 131,97 ppm,
enquanto C-13 devido a maior proximidade ao atomo de cloro, se encontra mais
desblindado em relagdo ao primeiro, em 138,48 ppm. Na regido mais desblindada do
espectro, se encontram os carbonos C-2, ligado diretamente ao grupo nitro € o carbono
C-7 por ser um carbono carbonilico (Figura 24). As atribui¢cdes foram realizadas com o
auxilio do RMN bidimensional heteronuclear HSQC (Figura 25), que correlaciona

nticleos de 'H com !*C ligados diretamente, e pelo software MestReNova 14.0.

—166.2800
145409
—1384778
131.9678
—129.5697
—129.2891
127.9658
—52.0473
—421017

—128.7214

NO,

12575 N LN *fN
710 ;

; - ~ - c-5 c-4
G2 G2 C-13 C-10 129,29 127.97 C-6 c-9
166.28 14541 13848 131.97 : —

e N

T T T T AT T T — T T T T =T T — T T 4
167.0 166.5 166.0 1455 14480 1381825 1320 1315 130.0 129.5 129.0 1285 128.0 1275 525 52.0 51.5 925 920 45
1 (ppm)

Figura 24. Espectro ampliado de RMN de *C (100 MHz) do derivado 6. Solvente: DMSO-d6.
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Figura 25. Espectro ampliado de RMN bidimensional de HSQC do derivado 6.
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Devido a presenga dos atomos de flaor nos derivados 7-9, 13, 14, 18, 21 ¢ 22, o
espectro de RMN 3C dos mesmos mostraram alguns sinais com maior multiplicidade,
devido ao acoplamento C-F. Devido a esta diferenca em relagdo aos demais espectros, os
sinais das substancias 14 e 21 serdo discutidos como exemplo, com excecao dos carbonos

que apresentam deslocamentos quimicos semelhantes a 6, de modo a nao ficar repetitivo.

Devido ao plano de simetria presente no anel aromatico do derivado 14, os
carbonos C-11 e C-15, assim como C-12 ¢ C-14 formaram um sinal inico no espectro.
Os carbonos C-11 e C-15 formam um simpleto em 128,02 ppm, enquanto C-12 e C-14
formam um quarteto em 125,35 ppm devido ao acoplamento (J = 3,8 Hz) com os atomos
de fluor do grupo CF3 a longa distancia. O carbono C-13 mais préximo aos dtomos de
fltor, forma também um quarteto em 127,82 ppm devido ao seu acoplamento (J = 31,8
Hz) com estes. Seu sinal ¢ sobreposto pelos sinais de C-4 e C-11/C-15. O carbono C-16
por estar ligado diretamente aos atomos de fltior, acoplam com estes com uma constante
de acoplamento ainda maior (J = 271,9 Hz), formando um quarteto em 124, 47 ppm com
seu sinal sobreposto pelos sinais de C-12/C-14, C-11/C-15, C-4 e C-13 (Figura 26 e
Figura 27). As atribuigdes foram realizadas com o auxilio do RMN bidimensional HSQC

(Figura 28) e pelo software MestReNova 14.0.

8 oS 8 f ] a G 8
8 5 8 & 7 § 8
& g S g 3 : ke B
w w ~ * ” -3 - o
8 ¢ . & | 8 - e
| |
| 27193
- 271.93
FCB 15 8 NO. B el
| H,e 27 — 2
Abels e e 271.86
wo% I |
0 =
C-4(s)
127,72
[d-13 @
27,82 f——
= C-16(q
12447
[c-70] [c20)][c-10@]c-506) C-12,C-14(Q) [c-6@] [c-909
l 16620 | [145.06 | | 14398 || 129.00 | dsas | [s174 | | 421
1 I‘ ‘
A
‘ | l q ‘J | |
S AYLE I | - |
..............................................................
1660 1450 1440  129.0 1285 128.0 1275 127.0 1265 126.0 1255 1250 1245 124.0 123.5 1230 1225 122.0 121.5 1210 1205 1200520 515 420
f1 (ppm)

Figura 26. Espectro ampliado de RMN de *C (100 MHz) do derivado 14. Solvente: DMSO-d6.
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Figura 27. Espectro ampliado de RMN de *C (100 MHz) do derivado 14, com énfase nos

sinais que foram sobrepostos. Solvente: DMSO-d6.

H-5 H-&
H-11, K15

L m |

-124.5

H-12, K14

J ~125.0
€12, 016

]

r125.5

-126.0

-126.5

-127.0

<
-127.5
¢4 =

U

C-11, €15 st

-128.0

)

-128.5

5

~129.0

y

-129.5

-130.0

Figura 28. Espectro ampliado de RMN bidimensional de HSQC do derivado 14.
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Devido a presenga de dois a&tomos de fluor no anel aromadtico nas posi¢des orto e
para, o espectro da substancia 21 apresentou padrdes diferentes de multiplicidade nos
carbonos do anel. Dessa forma, C-12 se apresentou como um tripleto em 103,74 ppm
devido ao acoplamento (J = 25,8 Hz) de mesma intensidade com F-16 e F-17. C-14 e C-
10 formam um duplo dupleto em 111,33 ppm 121, 90 ppm respectivamente, devido ao
acoplamento (J = 21,1 Hz e 3,67 Hz para C-14 ¢ J = 15,1 Hz ¢ 3,67 Hz para C-10) com
os atomos de flaor. C-15 também se apresentou como um duplo dupleto com baixa
constante de acoplamento, por acoplar com F-16 e F-17 a distancia (J = 9,9 Hz e 5,9 Hz).
C-13 ligado diretamente a F-17 e C-11 ligado diretamente a F-16, também acoplam com
F-16 e F-17 a distancia, respectivamente. Dessa forma, estes se apresentam em dois
duplos dupletos com J = 148,92 Hz e 12,3 Hz para C-13 e J = 146,81 Hz e 12,3 Hz para
C-11. Além disso, C-9 também acopla a distdncia com F-16 (J = 3,7 Hz), formando um
dupleto (Figura 29). As atribui¢des foram realizadas com o auxilio do RMN

bidimensional HSQC (Figura 30) e pelo programa computacional MestReNova 14.0.

3 33 8888 “a 9 8338 B8 B NBRE Reda B8R =3 28
B 85 Roas R a2 & 2 aene huda nen e
& B8 S8AG AR 3 SadB @ o ERE3 2248 Al & 33
" NN =00 o ko O OO - ~ o v momn - N
< et ER W = gaas & o o J> s ] pofes Rl Sk - "{;‘
VRV RN | ST X R NP
1oL | | l
146.81 148.92 9.90 | 15.08 21.07 l 25.80 3.77
\ ] ) A
l || qlao || 12.36 5.87 " 367 3.67 ] 25.80
NO,
NN
54
C-13 (dd) |c-5(s)
15950 | 12883
c-7(s) C-11 (cd) [c-2(s) c-15(dd)| |c-4( C - 10 (dd) C- 14 (dd) c-12(9 C-6(s) c-9(d)
165.86 162.04 | 144.94 130.96 12752 121.90 11133 103.74 5154 35.90
& 1]

W o ! u |
|t ﬂfﬁu,f_“.,_ﬂ,, i | S *,-A‘\_M‘ i -*ﬂ_.'L-JL._ RO | SR IOt e | oA e Mo siessonaanssemgee el
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Figura 29. Espectro ampliado de RMN de *C (100 MHz) do derivado 21. Solvente: DMSO-d6.
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Figura 30. Espectro ampliado de RMN bidimensional de HSQC do derivado 21.
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Tabela 8. Dados de RMN de '*C (100 MHz) para os derivados 1-27. Solvente: DMSO-d6.

Subs.

001
002
003
004
005
006

007

008

009

010
011
012

C-2
144,98
144,98
144,94
144,95
144,55
145,41

144,96

144,97

14432

145,39
144,81
144,83

Cc-4
130,01
128,25
127,45
127,52
127,12
127,97

127,51

127,56

126,86

128,01
127,42
127,44

C-5
128,85
128,86
128,79
128,84
128,44
129,29

128,84

128,87

128,18

129,32
128,72
128,73

C-6
51,56
51,63
51,57
51,57
51,20
52,05

51,56

51,63

50,95

52,03
51,49
51,47

C-7
165,49
165,68
165,56
165,96
165,53
166,28

165,84

165,96

165,09

166,81
166,03
166,02

C-9
40,67
42,30
42,06
40,30
41,33
42,10

36,26
(d;J=
4,5 Hz)

41,78
(/=
1.8 Hz)

40,97

40,57
41,53
41,75

C-10
136,39
138,75
136,02
135,76
141,16
131,97

125,46
(d; J=
14,7 Hz)

142,00
(d; /=
7,1 Hz)

134,48
(d;J=
3,0 Hz)

134,14
141,34
146,45

C-11

135,86
127,54
127,22
132,13
126,58
129,57

160,09
(d; J=
244.6
Hz)
113,63
(d;J=
10,0 Hz)

128,60
(d;J=
8,1 Hz)

148,33
121,70
128,10

15

C-12
127,49
137,44
128,84
129,18
132,67
128,72

115,15
(d;J=
21,0 Hz)

162,29
(d;J=
2433
Hz)
114,42
(d,J=
21,3 Hz)

125,16
147,73
123,37

C-13
127,17
127,54
135,79
129,00
126,49
138,48

129,19
(d;J=
8,1 Hz)

113,85
(&;J=
10,7 Hz)

160,63
(d,J=
2424
Hz)
128,98

121,85
146,95

C-14
125,80
127,88
128,84
127,20
129,80
128,72

124,37
(d; J=
3,5 Hz)

130,29
(d;J=
8,1 Hz)

114,42
(& 7=
21,3 Hz)

134,27
129,76
123,37

C-15
127,89
124,34
127,22
128,88
125,45
129,57

129,66
(d;J=
4,3 Hz)

123,16
(d;J=
2,8 Hz)

128,60
(d;J=
8,1 Hz)

130,04
133,83
128,10

18
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013

014

015
016
017

018

019

020

021

022

023
024

025
026

027

145,39

145,06

145,00
144,97
144,97

144,85

144,97

145,37

144,94

145,30

144,84
144,87

144,82
145,10

145,07

127,99

127,72

127,49
127,52
127,47

127,42

127,50

128,00

127,52

128,04

127,38
127,32
127,30
127,49
127,43

127,62

129,30

129,00

128,84
128,86
128,81

128,73

128,83

129,29

128,83

129,32

128,72
128,67
128,71
128,71
128,50

128,95

52,08

51,74

51,62
51,64
51,59

51,48

51,61

79,61

51,54

52,11

51,53
51,46
51,49
51,11
50,96

51,72

166,53

166,20

165,69
165,73
165,49

165,75

165,71

166,52

165,86

166,93

165,44
165,33
164,59
165,69
165,42

165,70

42,28

42,11

37,55
42,23
41,80

41,52

42,04

52,00

35,90
(d;J=
3,8 Hz)

41,96

41,93
37,12
48,18
51,37
50,32

40,68

140,96

143,98

126,17
140,52
130,78

138,40

138,90

135,50

121,90
(dd; J=
15,1,3,7

Hz)

143,11

131,20
118,24
143,88
136,84
136,25

139,36

124,39 -
123,76
(m)

128,01

156,71
112,57
128,63

129,00

127,89

133,56
162,04
(dd; J=
146.8,
12,3 Hz)
128,29

(g;J=
3,8 Hz)

111,03
157,64

125,84
128,41
128,32
128,81

129,61

(/=
31,4 Hz)

125,35
(qJ=
3,8 Hz)
110,55
159,38
113,73

120,91

126,61

129,11

103,74 (t;
J=258
Hz)

130,70
(@J=
32,8 Hz)

148,59
98,13

128,19
127,40
127,34

128,54

12439 -
123,76
(m)

127,82
(qJ=
31,7 Hz)

127,91
112,57
158,34

147,19

(q;J=
1,8 Hz)

138,11

132,96
159,59
(dd; J=
148.9,
12,4 Hz)
121,12
(p;J=
3,9 Hz)

147,74
159,78
126,70
127,15
126,84

126,35

131,77

125,35
(g;J=
3,8 Hz)
120,15
129,39
113,73

120,91

126,61

127,76
111,33
(dd; J=
21,1,3,7
Hz)
130,70

(g;J=
32,8 Hz)

111,54
104,18
128,19
127,40
127,34

128,54

129,83

128,01

128,35
119,35
128,63

129,00

127,89

130,85
130,96
(dd; J=
99,59
Hz)
128,29

(s J=
3,8 Hz)

119,21
128,91
125,84
128,41
128,32

128,81

124,70
- (q;J=
2724

Hz)

123,80
- (CHYAS
272,8
Hz)
- 55,46

124,47
(qJ= =
271,9

Hz)

55,09 -
120,00
(q;J= =
256,0
Hz)
139,87
128,93 -
127,37
126,61

33,64
33,37

22,34
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5.1.2.3.3. RMN de °F

As analises de RMN de '°F de todos os derivados fluorados, 7-9, 13, 14, 18, 21 ¢ 22,
foram realizadas com acoplamento com hidrogénios. E importante ressaltar que o atomo de
flior gera sinais extremamente blindados, geralmente com valores negativos, devido sua

natureza eletronica. Na tabela 9 € possivel observar os dados espectrais de todos os derivados

fluorados.

No espectro de fluor do derivado 9, ¢ possivel observar um tripleto de tripletos em -
115,93 ppm com integracdo para um flior. Essa multiplicidade se da pelo acoplamento do
atomo de flaor com os hidrogénios H-12 e H-14 (J = 9,7 Hz) e pelo acoplamento a distancia

com os hidrogénios aromaticos H-11 e H-15 (J = 5,5 Hz) (Figura 31).

o o

IR B B R e |
.......
3, .3

1.00+

-115.70 11575 -115.80 -115.85 -115.90 -115.95 -116.00 -116.05 -116.10 -116.15
fl (ppm)

Figura 31. Espectro ampliado de RMN de '°F (377 MHz) do derivado 9. Solvente: DMSO-d6.

Ja no espectro da substancia 8, ¢ possivel observar um tripleto de dupletos em -113,43
ppm referente ao acoplamento do atomo de flior com H-11 e H-13 (J = 9,6 Hz) e a distancia

com H-14 (J = 6,1 Hz) (Figura 32).
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Figura 32. Espectro ampliado de RMN de !°F (377 MHz) do derivado 8. Solvente: DMSO-d6.

Tabela 9. Dados de RMN de '°F (377 MHz) para os derivados 7-9, 13, 14, 18, 21 e 22. Solvente:

DMSO-dé6.
R4
Rs ’ NO,
R, N j(\N/gN
R, 0 =
Subs. R1 R2 R3 R4
007 _118,84 (dt, J = - - -
11,8; 6,5 Hz)
008 - -113,43 (td; J = - -
9,6, 6,1 Hz)
009 - - -115,93 (tt; J = -
9,7, 5,5 Hz)
013 ; -61,06 (s) . ;
014 ; i 260,82 (s) ;
018 ; ; 256,86 (s) ;
021 -111,65—-111,78 ; 114.21- -11434 ;
(m) (m)
022 ] -61,34 (s) ) -61,34 (s)
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5.1.2.4. Determinacio de pureza cromatografica por CLUE-DAD

Para que pudessem prosseguir para os testes biologicos, todos os derivados finais foram
analisados por CLUE-DAD no comprimento de onda de 361 nm. Todos os derivados 1-27
apresentaram pureza cromatografica superior a 95%, que como dito anteriormente, ¢ a
porcentagem minima necessaria para que uma substincia seja qualificada para os testes

farmacologicos, evidenciando o alto grau de pureza das substancias sintetizadas.

O cromatograma da substancia 15 ¢ apresentado como exemplo na Figura 33 e os dados

de todas as substancias sdo apresentados na Tabela 10.

Chromatogram
mAU
] 2 PDA Multi 1 361nm,4nm
i |'|‘—'
300 I
7 NO
1 [ H 2
E N
| NN
200 [ OCH, O =/
1 )
4 |t
100 [
4 A
o _ K
L e e B s e B I s st BB B I T i s e
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3.0 3,5 40 4.5
min
Peak Table
BDA Cht 381nm
Peak#Ret. Time Mame Area | Area | Theoretical Plates/meter{USP)[Tailing Fa:tor:Resolution[USP_] Capacity Factor(k')
| 1 1,83 2205834 1000 12251 0,908 | e -
Total 2205834 100,0 |

Figura 33. Cromatograma de CLAE-UV do derivado 15. A =361 nm.

Tabela 10. Dados de pureza por CLAE-UV dos derivados 1-27.

Substancia Pureza cromatografica (%)
1 100

99,6

100

100

100

100

A N A W N
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7 100

8 100
9 100
10 100
11 100
12 100
13 97,5
14 100
15 100
16 100
17 100
18 99,2
19 100
20 99,4
21 100
22 100
23 100
24 97,8
25 100
26 95,5
27 100

5.2. Predicao in silico de parametros de farmacocinética

A descoberta de novos farmacos, desde o desenvolvimento da substincia até a
aprovagao com o 6rgao regulador, ¢ um processo notoriamente caro € demorado. Segundo um
trabalho publicado por Michael e colaboradores em 2022, estima-se que para se desenvolver
um farmaco, cerca de 161 milhdes a 4,5 bilhdes de dolares sdo gastos em um processo que pode
durar mais de uma década (PAUL et al., 2010; SUN et al., 2022; WARING et al., 2015). Além
desses desafios encontrados no desenvolvimento de novos farmacos, outro contratempo € o fato
de que a maioria das substancias falham nos testes, de forma que a cada 10.000 substancias
desenvolvidas, cerca de 250 vao para os estudos pré-clinicos, podendo cair para cerca de 5 nos

estudos clinicos e desses, apenas 1 ¢ aprovado (SUN et al., 2022).

Durante esse processo, uma grande parcela dos candidatos a farmacos falha nos estagios

pré-clinicos e clinicos, frequentemente devido a problemas relacionados a farmacocinética e a
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toxicidade (HARISSON, 2016; PANTALEAO et al., 2022). Sendo assim, no processo de
desenvolvimento de um novo farmaco deve haver um equilibrio entre farmacodinamica e
farmacocinética, afinal de contas, apesar de a poténcia ser primordial, um fator determinante
nas fases iniciais do desenvolvimento de farmacos, as propriedades farmacocinéticas e de

toxicidade determinam mais a frente se a substidncia ira avancar e se tera sucesso

terapeuticamente (LIN; LU, 2003).

A farmacocinética ¢ dividida em quatro componentes principais que constituem a sigla
ADME (Absor¢ao, Distribui¢ao, Metabolismo e Excre¢ao) e os testes destes desempenham um
papel crucial na avaliacdo da viabilidade de compostos candidatos a farmacos, sendo
determinantes para prever a eficdcia e a seguranca (LIN; LU, 2003; VAN DE WATERBEEMD;
GIFFORD, 2003). No entanto, apesar de sua importancia, os testes empiricos de ADME
apresentam dificuldades significativas, como o alto custo, longo tempo necessario para sua
realizacdo, além da complexidade em ajustar doses e prever a resposta em humanos com base
nos testes realizados em animais. Essas limitagdes podem atrasar o processo de
desenvolvimento e aumentar os custos totais, especialmente em estdgios iniciais, onde um
grande numero de compostos precisa ser avaliado (HARISSON, 2016; VAN DE
WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; WARING et al., 2015).

A predicdo de parametros farmacocinéticos in silico ¢ uma abordagem que utiliza
modelos computacionais para estimar propriedades essenciais de um composto, como ADME
e toxicidade (VAN DE WATERBEEMD; GIFFORD, 2003). Essa estratégia baseia-se em
algoritmos matematicos e estatisticos alimentados por grandes bancos de dados experimentais,
permitindo avaliar rapidamente um grande niimero de compostos antes de avangar para etapas
mais dispendiosas. Dessa forma, a aplicacdo de métodos in silico pode nao apenas reduzir o
numero de compostos descartados em fases tardias do desenvolvimento, mas também
direcionar os esforcos de sintese e testes experimentais para moléculas com maior probabilidade
de sucesso (PANTALEAO et al., 2022). Estudos tém demonstrado que o uso dessas ferramentas
pode reduzir substancialmente os custos e aumentar a eficiéncia no desenvolvimento de novos

farmacos (SUN et al., 2022; WARING et al., 2015)

Todos os derivados desenvolvidos nesse trabalho foram avaliados utilizando a
plataforma SwissADME (disponivel em http://www.swissadme.ch/), uma ferramenta in silico
capaz de prever propriedades farmacocinéticas e de drug-likeness (semelhanga com farmacos)

de moléculas. A plataforma possui acesso gratuito e foi desenvolvida pelo Instituto Suigo de
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Bioinformatica (Swiss Institute of Bioinformatics) (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Os
dados obtidos através da plataforma, sdo divididos em 6 categorias, que sdo essas: Propriedades
fisico-quimicas, Lipofilicidade, Solubilidade Aquosa, Farmacocinética, Druglikeness e
Quimica Medicinal, como pode ser observado através da Figura 34, onde temos a representagao
da predi¢ao gerada para o composto 1 na plataforma, que foi escolhido como exemplo. Além
disso, essa plataforma conta um grafico de radar para a biodisponibilidade e ¢ capaz de gerar

um modelo grafico BOILED-Egg (Brain Or Intestinal EstimateD permeation method) que sera

discutido adiante.

HeQ& = Water Solubility
Log 5 (ESOL) 235
Solubility 1.22e+00 mg/mi ; 4.45e-03 molil
FLEX SIZE Class Soluble
cH 0 P
' JJ\_, "_::\u o] ~ Log S (All) 282
N 77 / \ o . 7 > = " .
: ‘,‘/ ,f'f ."\ Solubility 4 18e-01 mgml ; 1.53e-03 mol
‘//u.. = S — Class Soluble
WSATU poLar  LOO S (SILICOSHT) 3.50
Solubility 8 .5%e-02 mg/ml ; 3.13e-04 mol/l
Class Soluble
el Pharmacokinetics
SMILES O=C{Cniccnci[N+](=0)[O-]INCicoocedC Gl absorption High
Physicochemical Propertes BBB permeant No
Fomula C13H14N4D3 P-gp substrate No
Molecular weight 27428 g/mol CYP1A2 inhibitor ]
Num. heavy atoms 20 CYP2C13 inhibitor No
Num. arom. heavy atoms 1 CYP2CS inhibitor Mo
Fraction Csp3 023 CYP2D6 inhibitor Mo
Num. rotatable bonds 6 CYP3A4 inhibitor No
I -bond acce 4 e
I Log K, (skin permeation) -7.07 emis
Num. H-bond d 1
: Druglikeness
Molar Refraclivity 7438 : S
: 74 A2 Lipinski Yes; 0 violation
TPSA 9274 A
Ghose Yes
Lipophilicity
; T Veber Yes
Log Popy (LOGP) 128
Egan Yes
Log By, (XLOGE3) 127
. Mueqgge Yes
Log Pan (WLOGF) 128 Bioavailability Score 0.55
Log Pow (MLOGP) 064 Medicinal Chemistry
Log Pypy (SILICOS-IT) 04 PAINS 0 alert
Consensus Log Py, 0.81 Brenk 2 alerts: nitro_group, oxygen-nitrogen_singke_bond
Leadllkeness Yes
Synthetic accessibility 227

Figura 34. Dados de predicdo in silico realizados pelo SwissADME para o derivado 1.

5.2.1. Categoria de predi¢io das Propriedades Fisico-quimicas

A categoria de propriedades fisico-quimicas fornece informacdes essenciais para a

caracterizacdo molecular

dos

compostos.

Essas

propriedades

incluem parametros
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fundamentais, como a massa molecular (MM), nimero de atomos pesados aromaticos ou nao,
fracdo de Csp3, nimero de atomos de hidrogénio doadores (DLH) e aceptores (ALH), numero
de rotagdes livres (LR), refratividade molar (RM) e a area de superficie polar topologica (TPSA,
do inglés Topological Polar Surface Area). Esses dados sdo cruciais para prever o
comportamento da molécula em um ambiente bioldgico, influenciando sua absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo. Além disso, a andlise dessas propriedades auxilia na
compreensado da conformagao espacial do composto, bem como em sua flexibilidade e potencial
de interagdo com biomoléculas-alvo. Os dados preditos para os derivados 1-27 estdo

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Predicao da classe de propriedades fisico-quimicas dos derivados 1-27

Propriedades Fisico-quimicas

Derivados MM  Atomos Atomos aromaticos Fracgio LR ALH DLH RM TPSA

pesados pesados Csp3
BZN 260,25 19 11 0,17 6 4 1 69,41 92,74
1 274,28 20 11 0,23 6 4 1 74,38 92,74
2 274,28 20 11 0,23 6 4 1 74,38 92,74
3 274,28 20 11 0,23 6 4 1 74,38 92,74
4 294,69 20 11 0,17 6 4 1 74,42 9274
5 294,69 20 11 0,17 6 4 1 74,42 92,74
6 294,69 20 11 0,17 6 4 1 74,42 9274
7 278,24 20 11 0,17 6 5 1 69,37 92,74
8 278,24 20 11 0,17 6 5 1 69,37 92,74
9 278,24 20 11 0,17 6 5 1 69,37 92,74
10 305,25 22 11 0,17 7 6 1 78,24 138,56
11 305,25 22 11 0,17 7 6 1 78,24 138,56
12 305,25 22 11 0,17 7 6 1 78,24 138,56
13 328,25 23 11 0,23 7 7 1 74,42 92,74
14 328,25 23 11 0,23 7 7 1 74,42 92,74
15 290,27 21 11 0,23 7 5 1 75,91 101,97
16 290,27 21 11 0,23 7 5 1 75,91 101,97
17 290,27 21 11 0,23 7 5 1 75,91 101,97
18 344.25 24 11 0,23 8 8 1 76,10 101,97
19 336,34 25 17 0,11 7 4 1 94,85 92,74
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20 329,14 21 11 0,17 6 4 1 79,43 92,74
21 296,23 21 11 0,17 6 6 1 69,33 92,74
22 396,24 27 11 0,29 8 10 1 79,42 92,74
23 320,30 23 11 0,29 8 6 1 82,40 111,20
24 320,30 23 11 0,29 8 6 1 82,40 111,20
25 274,28 20 11 0,23 6 4 1 74,22 92,74
26 274,28 20 11 0,23 6 4 0 74,31 83,95
27 274,28 20 11 0,23 7 4 1 74,22 92,74

MM = peso molecular; LR = niimero de ligagdes rotacionaveis; ALH = niimero de aceptores de ligagdo hidrogénio; DLH
= doadores de ligagao hidrogénio; RM = refratividade molar; TPSA = area de superficie polar topologica.

5.2.2. Categoria de predicao da Lipofilicidade

A lipofilicidade desempenha um papel muito importante no desenvolvimento de novos
farmacos, pois influencia diretamente a absor¢do, a permeabilidade através das membranas
bioldgicas e a interagdo com proteinas plasmaticas e metabolizadoras (LOMBARDO et al.,
2002). Compostos muito lipofilicos tendem a apresentar baixa solubilidade em meio aquoso,
podendo comprometer sua biodisponibilidade (DI; KERNS; CARTER, 2012). Além disso,
moléculas muito lipofilicas podem apresentar alta taxa de ligagdo as proteinas plasmaticas,
sofrer rapido metabolismo, e ter maior potencial de toxicidade (LEESON; SPRINGTHORPE,
2007). Por outro lado, compostos com baixa lipofilicidade podem apresentar dificuldade em
atravessar as membranas celulares, reduzindo sua eficacia (WARING, 2009). Dessa forma, o

equilibrio adequado da lipofilicidade ¢ fundamental.

Como discutido anteriormente, a lipofilicidade ¢ frequentemente expressa pelo
coeficiente de parti¢dao octanol/agua (logP), que indica a capacidade da molécula de se distribuir
entre um solvente organico e a agua. A plataforma SwissADME calcula a lipofilicidade
utilizando diferentes métodos, incluindo iLOGP, XLOGP3, WLOGP, MLOGP e SILICOS-IT,
fornecendo uma visao abrangente desse parametro, e dispoe do valor consensual de Log Po/w

¢ a média aritmética dos valores preditos nos modelos citados.

Para a analise das substancias 1-27, foram levados em consideracdo os valores de Log
Po/w obtidos através do método XLOGP3 por ser considerado um dos melhores para predi¢ao
de lipofilicidade em moléculas pequenas com atomos e grupos funcionais comuns, além de ser
um método amplamente validado e confidvel para moléculas organicas tipicas (DAINA;

MICHIELIN; ZOETE, 2017). O valor encontrado através desse método para o BZN também ¢
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0 mais proximo do encontrado em valores experimentais para esse farmaco, que € em torno de
0,77 Log Po/w em agua destilada, 0,78 Log Po/w em fluido gastrico e 0,76 Log Po/w no fluido
entérico (MAXIMIANQO, et al., 2010).

Dessa forma, todos os derivados apresentaram bons valores de log Po/w e se encaixam
dentro das faixas estabelecidas de todas as regras de drug-likeness avaliadas pela plataforma,
que utilizam log P em um dos seus descritores, que sao essas as regras de Lipinski (LIPINSKI
et al., 2001), Egan (EGAN; MERZ; BALDWIN, 2000), Ghose (GHOSE; VISWANADHAN;
WENDOLOSKI, 1999) e Muegge (MUEGGE; HEALD; BRITTELLI, 2001). Esses resultados
obtidos sdo importantes, ja que como discutido anteriormente, a lipofilicidade ¢ um parametro
importante principalmente na fase cronica da DC. Todos os valores preditos de lipofilicidade

dos compostos 1-27 estdo disponiveis na Tabela 12.

Tabela 12. Predicdo da classe de lipofilicidade dos derivados 1-27

Lipofilicidade
Derivados  iLOGP XLOGP3 WLOGP MLOGP Silicos-IT LogP
Consensual

BZN 1,15 0,91 0,96 0,37 -0,91 0,49
1 1,28 1,27 1,26 0,64 -0,41 0,81

2 1,78 1,27 1,26 0,64 -0,41 0,91

3 1,53 1,27 1,26 0,64 -0,41 0,86

4 1,83 1,54 1,61 0,91 -0,26 1,13

5 1,23 1,54 1,61 0,91 -0,26 1,01

6 1,72 1,54 1,61 0,91 -0,26 1,10

7 1,24 1,01 1,52 0,78 -0,48 0,81

8 1,33 1,01 1,52 0,78 -0,48 0,83

9 1,93 1,01 1,52 0,78 -0,48 0,95
10 0,35 0,74 0,86 -0,49 -3,02 -0,31
11 1,08 0,74 0,86 -0,49 -3,02 -0,17
12 0,77 0,74 0,86 -0,49 -3,02 -0,23
13 1,10 1,79 3,13 1,30 0,19 1,50
14 1,32 1,79 3,13 1,30 0,19 1,55
15 1,36 0,88 0,96 0,12 -0,86 0,49
16 1,63 0,88 0,96 0,12 -0,86 0,55
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17 1,36 0,88 0,96 0,12 -0,86 0,49

18 1,57 2,09 3,12 0,52 -0,25 1,41-
19 1,93 2,54 2,62 1,67 0,68 1,89
20 1,36 2,17 2,26 1,44 0,40 1,53-
21 1,41 1,11 2,07 1,18 -0,04 1,15
22 1,56 2,68 5,30 2,19 1,33 2,61
23 1,61 0,85 0,97 -0,12 -0,79 0,50
24 2,09 0,85 0,97 -0,12 -0,79 0,60
25 1,62 1,31 1,34 0,64 -0,71 0,84
26 1,50 1,09 1,30 0,64 -0,99 0,71
27 1,21 1,30 1,15 0,64 -0,54 0,75

5.2.3. Categoria de predicao da Solubilidade Aquosa

Assim como a lipofilicidade, a solubilidade aquosa da molécula ¢ um parametro
essencial, pois pode influenciar diretamente na absor¢ao, biodisponibilidade e distribui¢do de
um composto no organismo. Compostos altamente insoluveis podem apresentar dificuldades
na formulagdo e comprometimento da absorcdo apds administracdo oral. Por outro lado,
compostos muito soluveis podem ser rapidamente eliminados do organismo, reduzindo seu
tempo de meia vida, além de apresentar dificuldade em ser absorvida, devido a sua alta
polaridade que diminui sua lipofilicidade, dificultando assim a difusdo da substincia pela

bicamada lipidica das células.

A solubilidade aquosa ¢ predita por meio de trés modelos no SwissADME. O modelo
ESOL (Estimated SOLubility), que fornece uma estimativa baseada em caracteristicas
estruturais do composto, como log P e nimero de 4tomos polares, o modelo Ali que correlaciona
propriedades fisico-quimicas com dados experimentais de solubilidade e o modelo SILICOS-
IT, que combina regras heuristicas e aprendizado de maquina para estimar a solubilidade,
permitindo uma andlise comparativa entre diferentes abordagens (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017). Os resultados sao expressos em mg/L e mol/L, e classificados qualitativamente
nas categorias insoltuvel (I), pouco soluvel (PS), moderadamente solavel (MdS), soluvel (S),

muito soltvel (MS) e altamente solavel (AS).

Todos os derivados 1-27 se mostraram como soliveis ou moderadamente solivel de
acordo com os valores preditos. Através do modelo ESOL, todos foram considerados como

soluvel, no modelo ALI, apenas os derivados 19 e 22 foram considerados moderadamente
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soluveis, contra os demais sendo caracterizados como soluveis. Os derivados 19 e 22 também
foram considerados moderadamente soluveis, juntamente com o derivado 20 no modelo
SILICOS-IT, enquanto os demais foram considerados soluveis. Nota-se que os derivados
avaliados como moderadamente soluvel nos métodos ALI e SILICOS-IT sao substancias mais
lipofilicas, no caso do derivado 19, o substituinte ¢ uma fenila, enquanto no derivado 22, estdo
presentes dois grupos trifluorometila e no derivado 20, dois atomos de cloro como substituintes.
Por serem mais apolares ¢ volumosos, esses substituintes podem atrapalhar moderadamente a
solubilidade aquosa. Apesar disso, todos os derivados apresentaram um bom valor de

solubilidade.

Quando comparado aos valores experimentais encontrados na literatura para o BZN,
observamos uma certa discrepancia com os valores preditos in silico, visto que a solubilidade
experimental em agua destilada para este farmaco ¢ na faixa de 0,2-0,4 mg/mL (LAMAS, M.,
2006; MAXIMIANO, et al., 2010), enquanto os métodos apresentaram valores de 2,27e+00,
9,38¢-01 e 1,97¢-01 nos modelos ESOL, Ali e Silicos-IT, respectivamente. Podemos observar
que apesar da diferenca significativa, o modelo Silicos-IT foi o que melhor se aproximou do
resultado experimental. Vale ressaltar que os proprios valores experimentais desse pardmetro
divergem entre si, e também que os modelos in silico nem sempre correspondem exatamente
aos valores experimentais, no entanto, sdo ferramentas importantes para a predicdo das

propriedades, auxiliando na etapa de triagem e otimizacdo estrutural dos compostos.

Todos os valores obtidos se encontram na Tabela 13.
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Tabela 13.

Predicao da classe de solubilidade aquosa dos derivados 1-27

Derivados

=
\ooo\la\u-hun»—g

e e e e e o
R 9N N R WN = O

Log S
-2,06
-2,35
-2,35
-2,35
-2,65
-2,65
-2,65
-2,21
-2,21
-2,21
2,11
2,11
2,11
-2,89
-2,89
2,12
-2,12
2,12
-3,10

ESOL
mg/mL mol/L
2,27e+00  8,72e-03
1,22e+00 4,45e-03
1,22¢+00 4,45e-03
1,22¢+00 4,45e-03
6,62¢e-01 2,25e-03
6,62e-01 2,25e-03
6,62e-01 2,25e-03
1,71e+00 6,13e-03
1,71e+00 6,13e-03
1,71e+00 6,13e-03
2,39e+00 7,82e-03
2,39e+00 7,82e-03
2,39e+00 7,82e-03
4,18e-01 1,27e-03
4,18e-01 1,27e-03
2,20e+00 7,59¢e-03
2,20e+00 7,59¢e-03
2,20e+00 7,59¢e-03
2,72e-01 7,90e-04

Classe
S

v N v "N "N N N N N N N NN 1 "1 1 "N v1 v

Log S
-2,44
-2,82
-2,82
-2,82
-3,10
-3,10
-3,10
-2,55
-2,55
-2,55
-3,23
-3,23
-3,23
-3,36
-3,36
-2,61
-2,61
-2,61
-3,86

Solubilidade Aquosa
Ali

mg/mL mol/L.

9,38¢e-01  3,61e-03
4,18e-01 1,53e-03
4,18e-01  1,53e-03
4,18e-01 1,53e-03
2,36e-01  8,00e-04
2,36e-01  8,00e-04
2,36e-01  8,00e-04
7,90e-01  2,84e-03
7,90e-01  2,84e-03
7,90e-01  2,84e-03
1,80e-01  5,90e-04
1,80e-01  5,90e-04
1,80e-01  5,90e-04
1,45e-01  4,40e-04
1,45e-01  4,40e-04
7,20e-01  2,48e-03
7,20e-01  2.48e-03
7,20e-01  2,48e-03
4,74e-02  1,38e-04

Classe

S

v N nn "N "1 NN 1 1 vu© N 1 N 1 "1 1 1 Y1 v

Log S
-3,12
-3,50
-3,50
-3,50
-3,73
-3,73
-3,73
-3,40
-3,40
-3,40
-2,48
-2,48
-2,48
-3,98
-3,98
-3,24
-3,24
-3,24
-3,71

Silicos-IT
mg/mL mol/L
1,97e-01 7,57e-04
8,59e-02 3,13e-04
8,59¢-02 3,13e-04
8,59e-02 3,13e-04
5,55e-02 1,88e-04
5,55e-02 1,88e-04
5,55e-02 1,88e-04
1,12e-01 4,03e-04
1,12e-01 4,03e-04
1,12e-01 4,03e-04
1,00e+00 3,28e-03
1,00e+00 3,28e-03
1,00e+00 3,28e-03
3,45e-02 1,05e-04
3,45e-02 1,05e-04
1,67e-01 5,77e-04
1,67e-01 5,77e-04
1,67e-01 5,77e-04
6,73e-02 1,95e-04

Classe

S

v NN "2 "N "1 NN 1 1 v1© NN 1 N "1 "1 1 1 1 v
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19
20
21
22
23
24
25
26
27

-3,57
-3,24
-2,37
-3,76
-2,19
-2,19
-2,38
-2,24
-2,30

9,12e-02
1,90e-01
1,27e+00
6,91e-02
2,08e+00
2,08e+00
1,15e+00
1,58e+00
1,36e+00

2,71e-04
5,76e-04
4,29¢-03
1,74e-04
6,50e-03
6,50e-03
4,20e-03
5,78e-03
4,96e-03

v N "N "N v1n nn vn wn

S

-4,13
-3,75
-2,65
-4,28
-2,77
-2,77
-2,86
-2,45
-2,85

2,47e-02
5,85e-02
6,62e-01
2,08e-02
5,46e-01
5,46e-01
3,80e-01
9,84e-01
3,89¢-01

7,34e-05
1,78e-04
2,24e-03
5,25e-05
1,70e-03
1,70e-03
1,39e-03
3,59e-03
1,42¢-03

MdS

MdS

v N »nn wn

-5.60
-4,32
-3,67
-4,82
-3,35
-3,35
-3,15
-2,79
-3,52

8,39¢-04

1,56e-0
6,38e-02
6,07¢-03
1,42e-01
1,42e-01
1,95e-01
4,46e-01
8,26e-02

2,49¢-06
4,75¢-05
2,15¢-04
1,53¢-05
4,45¢-04
4,45¢-04
7,11e-04
1,63e-03
3,01e-04

MdS
MdS

MdS

v »vun v vnn wn

Insolavel (I);

Pouco soluvel (PS); Moderadamente soltvel (MdS); Soluvel (S); Muito soltvel (MS); Altamente soltivel (AS).
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5.2.4. Categoria de predicao dos descritores de farmacocinética

A predicao farmacocinética ¢ uma ferramenta essencial para compreender como o0s
compostos sintetizados podem interagir com sistemas biologicos. Dentro dessa categoria,
destacam-se parametros que avaliam a interagdo com transportadores e enzimas metabolicas,
além da capacidade de permeacdo através de barreiras bioldgicas. Na plataforma SwissADME
sao realizadas as predicoes de absorcdo gastrointestinal e permeabilidade da barreira
hematoencefalica (BHE), que serdo tratadas mais a frente juntamente com o grafico BOILED-
Egg. Além dessas, sdo realizadas predi¢cdes que avaliam se as substancias tém possibilidade de
serem inibidores das enzimas do citocromo P450 (CYPs), substratos da Glicoproteina-P (P-gp)

e avaliam a permeabilidade na pele.

A Glicoproteina-P ¢ um transportador de efluxo muito presente em barreiras biologicas
como o intestino, o figado e a barreira hematoencefalica. Ela atua como um mecanismo de
defesa, bombeando substancias estranhas para fora das células, o que pode limitar a absor¢ao e
a distribui¢do de farmacos. Quando um composto ¢ identificado como substrato da P-gp, sugere
que ele pode ser rapidamente expulso das células, reduzindo sua biodisponibilidade e eficacia
terapéutica. Entre todos os derivados, apenas 23 e 24 foram avaliados como possiveis substratos

da Glicoproteina-P.

O metabolismo mediado pelas CYPs, desempenham um papel muito importante na
biotransformacao de farmacos, sendo as principais responsaveis pelo metabolismo de farmacos
na Fase 1. Apds serem metabolizadas, as substancias podem ser inativadas pela CYP, podem se
tornar espécies toxicas ou serem ativadas, como ¢ o caso dos medicamentos pro-farmacos.
Algumas isoformas de CYP possuem maior relevancia no quesito a metabolismo de farmacos,
como a CYP3A4, que ¢ responsavel por metabolizar cerca de 50% dos farmacos existentes,
representando cerca de 30% das CYPs totais presentes no figado. O SwissADME permite
prever se um composto atua como inibidor de isoformas especificas dessa familia, como
as CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4. Essas enzimas sao responsaveis pelo
metabolismo de grande parte dos farmacos, e sua inibicdo pode levar a interacdes
medicamentosas significativas, além de inferir na diminui¢do no processo de excrecdo dessas
substancias, elevando em ambos os casos o risco de toxicidade. Assim, a predi¢ao da inibi¢cdo

das CYPs ¢ essencial para garantir a seguran¢a de uma substancia.

Das 27 substancias avaliadas, apenas 8 (4, 13, 14, 18-20, 22 e 25) foram consideradas
como possiveis inibidores de CYP, entre esses inibidores, todos foram considerados como

109



possiveis inibidores da CYP2C19. Além disso, os derivados 20 e¢ 22 foram avaliados como
possiveis inibidores da CYP1A2, ¢ o 19 também da CYP2C9 e CYP3A4, um resultado
desfavoravel quando comparado aos demais derivados. Apesar disso, € valido ressaltar que 19
dos derivados desenvolvidos, nao inibem nenhuma isoforma CYP da predicao, isso pode sugerir
um baixo risco de interagdes medicamentosas relacionadas ao metabolismo hepatico, que pode
contribuir para um perfil farmacocinético mais seguro e previsivel, reduzindo a probabilidade
de efeitos adversos causados pela interferéncia no metabolismo de outros farmacos. Além disso,
a nao inibicdo das CYPs pode indicar uma maior estabilidade metabodlica, vantajoso para
a duragdo da agdo terapéutica e para a otimizacdo de doses caso alguma dessas substincias

venha a se tornar um farmaco. Todos os valores obtidos estdo presentes na Tabela 14.

Tabela 14. Predicao dos descritores da classe farmacocinética dos derivados 1-27.

Farmacocinética
Derivados Substrato  Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Log K,
de P-gp CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 (cm/s)

BZN Nao Néo Néo Néo Nao Néo -7.24
1 Nao Néo Néo Nao Nao Nao -7,07
2 Nao Néo Néo Néo Nao Nao -7,07
3 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,07
4 Nao Nao Sim Nao Naéo Nao -7,00
5 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,00
6 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,00
7 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,28
8 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,28
9 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,28

10 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,64
11 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,64
12 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,64
13 Nao Nao Sim Nao Nao Nao -7,03
14 Nao Nao Sim Nao Nao Nao -7,03
15 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,45
16 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,45
17 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,45
18 Nao Nao Sim Nao Nao Nao -6,92
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19 Nao Nao Sim Sim Nao Sim -6,55

20 Nao Sim Sim Nao Nao Nao -6,77
21 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,32
22 Nao Sim Sim Nao Nao Nao -6,81
23 Sim Nao Nao Nao Nao Nao -7,65
24 Sim Nao Nao Nao Nao Nao -7,65
25 Nao Nao Sim Nao Nao Nao -7,04
26 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,20
27 Nao Nao Nao Nao Nao Nao -7,05

5.2.5. Predicao da categoria de descritores de Drug-likeness

A categoria drug-likeness ¢ baseada em regras amplamente utilizadas na descoberta de
farmacos, que ajudam a prever através de caracteristicas fisico-quimicas e estruturais das
substancias se um composto possui propriedades adequadas para ser administrado por via oral
e atingir seu alvo terapéutico. A plataforma SwissADME conta com 5 dessas regras que sao
elas: Lipinski (LIPINSKI et al., 2001), Ghose (GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI,
1999), Veber (VEBER et al., 2002), Egan (EGAN; MERZ; BALDWIN, 2000) e Muegge
(MUEGGE; HEALD; BRITTELLI, 2001). A plataforma também realiza a predi¢do de uma
pontuagdo de biodisponibilidade que ¢ a probabilidade de uma substancia ter uma
biodisponibilidade oral maior do que 10% em ratos. A escala varia de 0 a 1, onde valores mais

proximos de 1 indicam maior probabilidade de boa biodisponibilidade.

Todos os derivados, com exce¢do apenas de 10, 11 e 12, estdo de acordo com todos os
descritores de todas as 5 regras analisadas pela plataforma. Além disso, os valores obtidos dos
derivados 10, 11 e 12 correspondem a 4 das 5 regras, infringindo apenas um descritor da regra
de Egan, que é a 4rea de superficie polar topologica maior do que 131,6 A2, ja que esses
apresentam o valor de TPSA de 138.56 A2, no entanto esse pardmetro esta dentro da regra de
Veber por exemplo, que diz que o valor de TPSA deve ser de até 140 A2, Esses dados de drug-
likeness obtidos reforcam a possibilidade de os compostos sintetizados terem um maior
potencial de biodisponibilidade oral, boa absor¢ao e menor risco de problemas relacionados a
permeabilidade e solubilidade. Em relacdo a pontuacdo de biodisponibilidade, todos os
derivados apresentaram o mesmo valor de 0,55. Todos os dados preditos estdo presentes na

Tabela 15.
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Tabela 15. Predicao dos descritores da classe de drug-likeness dos derivados 1-27

Derivados

=
\ooo\laxuu-huu»—g

RN RN NN N NN e e e e e e e e e
[ SN AR W RN RS O ®d N R W N =S

Lipinski  Ghose

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Drug-likeness

Veber

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Egan

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Muegge

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Pontuacio de
Biodisponibilidade
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
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5.2.6. Predicio da categoria de descritores de Quimica Medicinal

A categoria de quimica medicinal da plataforma fornece informagdes sobre o potencial
dos compostos, avaliando a presenca de alertas estruturais, viabilidade e complexidade
sintética. Os métodos analisados nessa categoria sdo o filtro PAINS (Pan-Assay Interference

Compounds), filtro de Brenk, Leadlikeness e a acessibilidade sintética.

O filtro PAINS identifica compostos que apresentam padrdes estruturais frequentemente
associados a interferéncias inespecificas em ensaios biologicos, podendo gerar falsos positivos
nos testes de atividade. A auséncia de alertas PAINS nos compostos sintetizados ¢ desejavel,
pois aumenta a probabilidade de que a atividade observada seja real. De todos os compostos 1-

27, nenhum apresentou alertas estruturais para o filtro PAINS.

O filtro de Brenk detecta fragmentos estruturais indesejaveis que podem impactar
negativamente a biodisponibilidade, estabilidade metabdlica ou seguranca dos compostos.
Grupos funcionais considerados como problematicos geram alerta nesse filtro. Todos os
derivados 1-27, assim como o BZN apresentaram dois alertas no filtro de Brenk e ambos sao
relacionados ao grupo nitro. Como descrito anteriormente na introducdo, o grupo nitro ¢
constantemente associado a problemas de toxicidade e mutagenicidade, o que ndo ¢ uma

verdade absoluta.

O método de Leadlikeness avalia se um composto possui caracteristicas de um lead,
uma substancia ponto de partida na otimizag¢do de novos farmacos. Diferente dos critérios de
drug-likeness, que visam moléculas ja otimizadas para uso clinico, a leadlikeness considera
descritores mais flexiveis, permitindo ajustes estruturais durante o processo de
desenvolvimento. Compostos que atendem a esses critérios tém maior probabilidade de serem
modificados para melhorar suas propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas sem
comprometer sua atividade biologica. No SwissADME esse filtro € calculado se baseando em

3 descritores: lipofilicidade, peso molecular e numero de ligacdes rotacionaveis.

Entre os 27 compostos sintetizados, apenas 4 apresentaram alguma violagdo. Os
derivados 18, 23 e 24 violaram apenas o critério de nimero de ligagdes rotacionaveis (LR > 7),
enquanto o composto 22, além desse critério, violou também o peso molecular desejavel pelo
filtro (MW > 350). E importante destacar que 23 dos derivados desse trabalho ndo violaram

nenhum dos descritores, € que mesmo aos que violaram, que esse ¢ um critério utilizado para a
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identificacdo de possiveis leads, e que esses mesmos compostos foram aprovados nos critérios

preditos para drug-likeness.

Por fim, o filtro de acessibilidade sintética fornece um indice de dificuldade para a
sintese quimica do composto, variando de 1 (facil de sintetizar) a 10 (sinteticamente
desafiador). Esse pardmetro ¢ relevante porque compostos altamente complexos podem exigir
rotas sintéticas longas e dispendiosas, dificultando sua produgdo em larga escala. Assim,
moléculas com boa acessibilidade sintética sdo preferidas no desenvolvimento de novos
farmacos, pois facilitam a escalabilidade da sintese e reduzem custos operacionais. A pontuacao
predita para os derivados variou entre 2,19 e 2,67. Todos os valores preditos de todas as

avaliagOes dessa categoria estdo presentes na Tabela 16.

Tabela 16. Predi¢do dos descritores da categoria de Quimica medicinal dos derivados 1-27

Quimica Medicinal

Derivados PAINS Brenk Leadlikeness Acessibilidade
(Alertas) (Alertas) (Violagoes) sintética

BZN 0 2 0 2,16
1 0 2 0 2,27
2 0 2 0 2,27
3 0 2 0 2,27
4 0 2 0 2,26
5 0 2 0 2,23
6 0 2 0 2,19
7 0 2 0 2,26
8 0 2 0 2,21
9 0 2 0 2,20
10 0 2 0 2,44
11 0 2 0 2,37
12 0 2 0 2,31
13 0 2 0 2,37
14 0 2 0 2,33
15 0 2 0 2,30
16 0 2 0 2,27
17 0 2 0 2,24
18 0 2 1 2,34
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19 0 2 0 2,58
20 0 2 0 2,33
21 0 2 0 2,31
22 0 2 2 2,52
23 0 2 1 2,45
24 0 2 1 2,51
25 0 2 0 2,67
26 0 2 0 2,26
27 0 2 0 2,29

5.2.7. Predi¢ao da penetracio na barreira hematoencefacila e da absorcao gastrointestinal

utilizando o grafico BOILED-Egg

A ferramenta BOILED-Egg (Brain Or Intestinal Estimated permeation method),
disponivel na plataforma SwissADME, é um modelo grafico utilizado para prever a
permeabilidade de compostos bioativos na barreira hematoencefalica (BHE) e no trato
gastrointestinal. Essa predicdo ¢ baseada em dois descritores fundamentais: o coeficiente de
particdo octanol/dgua (Log Po/w), que reflete a lipofilicidade da molécula, e a polaridade
molecular representada pela TPSA, que indica a capacidade da molécula de interagir por

ligagdes de hidrogénio.

A avaliacdo da permeabilidade a barreira hematoencefalica ¢ um fator critico,
especialmente no que diz respeito a seguranca e ao perfil toxicoldgico, ja que farmacos que ndo
sdo direcionados a doengas do sistema nervoso central podem representar um risco significativo
a toxicidade. Enquanto uma boa absor¢@o no trato gastrointestinal € essencial, pois garante
biodisponibilidade adequada e eficacia terap€utica, se a absor¢ao for baixa, a concentragdao

sistémica do composto pode ser insuficiente, comprometendo sua acao.

O modelo BOILED-Egg classifica os compostos em duas regides distintas no grafico: a
regido amarela (gema), que corresponde a moléculas com alta probabilidade de atravessar a
BHE e, portanto, com potencial de exercer efeitos no sistema nervoso central, e a regido branca
(clara), onde se encontram os compostos mais propensos a serem bem absorvidos pelo trato
gastrointestinal. Além da permeabilidade, o modelo BOILED-Egg também fornece
informacdes sobre a interagdo do composto com a Glicoproteina-P, que € representada por cores

distintas nos pontos do grafico: compostos classificados como substratos sao indicados como
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um circulo azul, enquanto os reconhecidos como ndo substratos sdo representados por circulos

vermelhos.

Na Figura 34 esta representado o grafico gerado pela plataforma. Como podemos
observar, todas as substancias desenvolvidas nesse projeto foram categorizadas com uma boa
absorcao gastrointestinal, visto que todas se encontram dentro da area branca do grafico. Ainda
segundo a predi¢cdo, nenhuma das substancias sao capazes de permear a BHE, se encontrando
todas fora da area amarela do grafico. Além disso, entre todos os 27 derivados desenvolvidos,
apenas dois, que sdo os derivados 23 e 24, que estio sobrepostos na figura, foram considerados

como substratos da P-gp (Figura 35).

Show Molecules Name

o 000 O

Figura 35. Predigdo da absorgdo gastrointestinal e penetragdo da barreira hematoencefalica utilizando

o grafico BOILED-Egg.

5.3. Avaliacao bioldgica

Os derivados 1-27 foram submetidos a avaliagdes bioldgicas, englobando ensaios
enzimaticos e celulares para investigar tanto a atividade contra o 7. cruzi quanto a seguranga
dessas substancias. A atividade bioldgica anti-7. cruzi foi analisada utilizando um modelo
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intracelular com amastigotas e tripomastigotas e através da forma tripomastigota sanguinea
isolada, enquanto a citotoxicidade foi determinada nas células hospedeiras. Além disso, foi
avaliada a atividade enzimatica na enzima nitroredutase de 7. cruzi, contribuindo para um
entendimento mais detalhado de seu possivel mecanismo de acdo. Os compostos mais

promissores foram avaliados também in vivo.

5.3.1. Avaliag¢do in vitro anti-71. cruzi em modelo intracelular contra a cepa Tulahuen

Os ensaios de avaliacdo da atividade anti-Trypanosoma cruzi em modelo intracelular
foram realizados conforme o método adaptado descrito por Romanha e colaboradores (SOEIRO
etal.,2007). Através desse método € possivel refletir a interacdo do composto com as diferentes
formas do parasito durante a infeccdo. No ambiente intracelular, sdo avaliadas tanto a forma
amastigota, que se replica dentro das células hospedeiras, quanto a forma tripomastigota, que ¢
liberada para o meio extracelular apos o ciclo replicativo. Essa caracteristica ¢ essencial para
compreender a eficacia de compostos que possam agir em diferentes estagios do ciclo de vida

do parasito (ROMANHA ef al., 2010; SOEIRO et al., 2007).

A avaliacdo ¢ realizada utilizando a cepa Tulahuen devido as caracteristicas Unicas
dessa, que facilitam a quantificagdo da carga parasitaria e permitem uma analise eficiente da
eficacia dos compostos testados. Essa cepa foi geneticamente modificada para expressar a
enzima [3-galactosidase (BUCKNER et al., 1996). Esta enzima reage com o indicador vermelho
de fenol-f-D-galactopiranosideo liberando no meio o corante vermelho de fenol, desta forma ¢
possivel realizar a quantificacdo do processo através de espectrofotometria com absorbancia
em 570 nm. A escolha da cepa Tulahuen também esté relacionada ao fato de que ela ¢ bem
adaptada ao modelo intracelular e reflete com fidelidade o comportamento do 7. cruzi durante
o ciclo de vida em um hospedeiro mamifero, além de possuir relevancia clinica pois € capaz de
infectar o ser humano. Nesse modelo, utiliza-se a linhagem de fibroblastos murinos L929 como
células hospedeiras. Essas células sdo escolhidas por sua robustez, facil cultivo em laboratorio

e alta capacidade de suportar a infeccdo pela cepa Tulahuen do 7! cruzi.

Neste modelo de avaliagdo, os parasitas na forma tripomastigotas sao inoculados ao
meio contendo as células L929, estes infectam as células e se diferenciam para a forma
amastigota dentro de 24 horas. Passado esse tempo, as substincias sdo aplicadas ao meio,

permanecendo em contato com as células infectadas por 96 horas a 37 C°. Durante esse periodo,
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as formas amastigotas se dividem se diferenciando novamente em tripomastigotas, lisando a
célula. Consequentemente, essas duas formas do parasito se encontram presentes no meio,
sendo avaliada a atividade das substancias sobre ambas, ndo sendo possivel avaliar, através
desse método, a atividade dos derivados sobre cada forma separadamente. Neste ensaio foi
utilizado o BZN como controle positivo e como farmaco de referéncia. Esta avaliagdo foi
realizada em colaboragdo com a Dra. Maria de Nazaré Correia Soeiro do Laboratério de

Biologia Celular do Instituto Oswaldo Cruz - Fundagdo Oswaldo Cruz (LBC/IOC/FIOCRUZ).

A atividade das substancias ¢ avaliada através de um sistema concentragdo-resposta, no
qual sdo avaliadas diferentes concentracdes. Desta forma, é possivel estabelecer uma curva
correlacionando estes dois parametros. Neste ensaio foram determinadas as concentragdes
efetivas dos derivados ECso e ECoo, que sdo os valores necessarios para alcangar 50% e 90%,
respectivamente, do efeito maximo desejado, que ¢é eliminar o parasito da cultura.
Paralelamente, ¢ avaliada a concentracdo letal (LCso) a célula hospedeira (L929) através do
método colorimétrico com uso do indicador de atividade celular Alamar Blue. Esse método ¢
amplamente utilizado para avaliar a viabilidade celular e determinar a toxicidade de
substancias. Ele contém um corante de coloragdo azul ndo fluorescente, a resazurina, que ¢
reduzido a resorufina, um composto rosa fluorescente, por células metabolicamente ativas. Esse
processo reflete a atividade mitocondrial, indicando a saude das células. A intensidade da

fluorescéncia ou da mudanga de cor € proporcional a viabilidade celular.

Através dos valores de LCso e ECso € possivel calcular o indice de seletividade (IS) que
¢ uma métrica amplamente utilizada no processo de avaliagdo de compostos bioativos. Esse
parametro € calculado como a razdo entre o valor de LCso, que representa a concentragcdo do
composto capaz de causar a morte de 50% das células hospedeiras, e o valor de ECso, que
corresponde a concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento ou da atividade do
patdgeno. Dessa forma, o IS é expresso pela formula: IS = LCs0/ECso. Um indice de seletividade
elevado indica que o composto ¢ eficaz contra o patdgeno, enquanto apresenta baixa toxicidade
para as cé€lulas hospedeiras. Esse parametro ¢ de extrema importancia, visto que para que o
composto avance para as avaliagdes in vivo, este necessita possuir um IS maior que 50

(ROMANHA et al., 2010).

A classificagdo dos derivados referente a sua atividade antiparasitaria e seletividade
contra o 7. cruzi seguiu os parametros estabelecidos pelo Programa Especial para Pesquisa em

Doengas Tropicais (Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases, TDR),
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vinculado a Organizagdo Mundial da Saude (OMS). Este estabelece critérios utilizados para
classificar a atividade de substancias candidatas contra patdégenos tropicais, incluindo o 7. cruzi.
Esses critérios categorizam os compostos com base em seus valores de ECso obtidos em ensaios
in vitro. Compostos com valores de ECso inferiores a 4 uM sao considerados ativos, enquanto
aqueles com ECso entre 4 ¢ 60 uM apresentam atividade moderada. Substancias com ECso
acima de 60 uM sdo classificadas como inativas. Ter um IS maior ou igual a 50 ¢ o desejavel

(NWAKA; et al., 2009).

Da primeira série de derivados 1-24, os compostos 1, 2, 4-8, 10, 11, 15, 16, 20 ¢ 24
apresentaram atividade inibitoria com valores de ECso menores do que 4 uM. Com excecao do
composto 6 (> 49), todos esses apresentaram também alta seletividade (> 50). Entre esses
derivados com boa atividade inibitoria, os compostos 1, 5, 7, 8, 15, 20 ¢ 24 apresentaram valores
de ECso e ECoo menores ou equivalentes ao do farmaco de referéncia, BZN (ECso = 2,52+ 0,60
uM, ECoo = 5,40 £ 0,54 uM). Os derivados 1 (ECso = 2,52+ 0,60 uM), 15 (ECso = 1,01 £ 0,15
uM) e 20 (ECso = 1,73 0,11 uM) foram os mais potentes da série, sendo 2,3, 2,5 e 1,5 vezes,
respectivamente, mais potentes e mais seletivos do que o BZN (Tabela 17). Além disso, essas
substancias obtiveram valores de ECop maiores do que o farmaco de referéncia em 2,6, 2,4 ¢
4,2 vezes, respectivamente. O ECop ¢é relevante, pois indica a eficacia do composto em uma
concentracdo mais elevada, refletindo um cendrio mais proximo das condi¢des terapéuticas

reais.

Dos derivados desenvolvidos da segunda série 25-27, apenas o 27 apresentou atividade
contra o 7. cruzi (ECso = 5,25 = 0,60 uM), no entanto foi menos potente e menos seletivo do
que o farmaco de referéncia. Nenhum dos derivados desenvolvidos de ambas as séries

apresentaram toxicidade mesmo na maior dose avaliada (LCso > 200 uM) (Tabela 17).

Tabela 17. Dados da avaliacao in vitro contra 7. cruzi em modelo intracelular.

Derivado Estrutura ECso ECoo LCso IS

BZN @H NO,
N\H/\N/QN 2,52+ 0,60 5,40 + 0,54 > 200 >79
\—/

(0]
1 H NO,
Nj(\N/\L 1,07 £ 0,02 2,09 +£0,75 >200 >185
\\/N
CHj 0 =
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10

11

12

13

14

15

3,79 £ 0,46

>10

3,38 £ 0,61

2,16 £ 0,52

4,07+0,32

2,58 +£0,48

2,94 £ 0,37

5,70 £ 1,94

3,53 £0,96

3,28+£0,17

10,44 £2,08

>10

9,11 + 1,47

1,01 £ 0,15

10,55+ 0,24

ND

8,23 +2,11

6,74 +£1,22

13,6 £ 0,26

5,1+0,99

7,6 £0,76

13,6 £4,39

8,36 £2,83

11,02 + 3,50

77,34 £ 3,90

ND

15,34+ 0,53

2240,11

>200

>200

> 200

>200

>200

>200

>200

>200

>200

>200

>200

>200

>200

>200

>53

ND

>59

>93

>49

>T77

>68

>35

>57

>61

>19

>16

>22

>198




HsCO N\"/\N*\N

17 HsCO NO,
LGP
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18 Fsc/OQH NO,
N\“/\N)QN

19 O

N N
21 F\@\/
H

22 CF3
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NT(\N)QN
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23 H4CO
Tolg e
H4CO Ny
0 =
HaCO
24 3 ’ NO,
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OCH, O =/
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NI
R
O \:/

27 o =
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3,30+ 0,74

>10

>10

10,39 £0,90

1,73 £0,11

512+2,54

>10

>10

2,83 +£0,53

>10

>10

5,25 + 0,60

122

ND

ND

40,66 = 0,005

1,28 + 0,83

11,91 + 1,29

ND

ND

5,87 £1,31

ND

ND

15,03 £0,70

>200

>200

>200

>200

>200

>200

>200

>200

>200

>200

>200

>200

>60

ND

ND

>19

>115

>39

ND

>10

>71

ND

ND

>38

ND = Nio determinado
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5.3.1.1. Avaliacio da Relacao estrutura-atividade anti-7. cruzi

A determinagdo do efeito biologico de uma molécula ocorre através da capacidade de
esta interagir com alvos especificos no organismo, modulando vias bioquimicas ou processos
fisiologicos. A interagdo entre o ligante e o alvo depende tanto da conformacgao que o ligante
assume no sitio de ligacdo quanto das suas propriedades estruturais, dessa forma o estudo da
relagdo estrutura-atividade (Structure-Activity Relationship - SAR) para determinar como as
modificagdes estruturais realizadas nas moléculas afetam a atividade biologica se torna bastante
relevante (HANSCH; LEO; HOEKMAN, 1995). Idealmente, um estudo completo de SAR deve
levar em conta multiplos pardmetros, incluindo afinidade ao alvo, permeabilidade,
metabolismo, além de valores como ECso e indice de seletividade (HOPKINS; GROOM;
ALEX, 2004). No entanto, neste trabalho, foi desenvolvido um estudo de SAR baseado
exclusivamente nos valores de ECso das substancias sintetizadas, que refletem sua poténcia
contra o 7. cruzi. Embora essa abordagem inicial ndo considere outros parametros, ela permite

identificar tendéncias importantes entre a estrutura molecular e a atividade biologica.

Como os derivados desenvolvidos sdo analogos do BZN, para realizar a analise de SAR,
foi utilizado esse farmaco como referéncia, dessa forma podemos analisar como a inclusdo dos
diferentes substituintes no anel aromatico, além da modificacdo na cadeia entre o anel e o

nitroimidazol, influenciam na atividade bioldgica dessas substincias.

Dessa forma, analisando as estruturas quimicas dos derivados 1, 2 e 3 que tiveram a
inclusdo do grupo metila no anel aromatico nas posigdes orfo, meta € para, respectivamente,
podemos observar que a inclusdo de um substituinte na posi¢do orto do anel promoveu um
acréscimo de poténcia, fazendo com que o derivado 1 se tornasse 2,3 vezes mais potente do que
o farmaco de referéncia. A alteragdo dessa metila para a posi¢do meta, acarretou uma
diminui¢do da atividade, de forma que o derivado 1 foi 3,5 vezes mais potente do que o derivado
2, que também teve uma poténcia menor do que o BZN. Ja com a inclusdo da metila na posigao
para, no derivado 3, n6s notamos uma perda da atividade, onde mesmo na maior concentracao

testada, de 10 uM, a substancia nao foi capaz de inibir 50% da atividade parasitaria (Figura 36).
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H NO, 2,3x mais
N\H/\N /QN potente
CHy 0 =
1
ECso= 1,07 + 0,02 pM
3,5x mais ECo= 2,09 + 0,75 uM
potente
NO
/©\/H /EOz 1,5x menos ©\/H /k 2
____ HiC \n/\N N N potente \n/\N\\\/N
(0] \i/ BZN o)
2 ECso = 2,52+ 0,60 uM
ECsy = 3,79 + 0,46 HC— 540+ 0.5 uM
Perda da ECyy=10,55+ 0,24
atividade
H3C .
H NO, erda da
atividade
N\H/\N/QN
3 O \—/
ECsy= > 10
ECyp=ND

Figura 36. Avaliagdo preliminar da SAR dos derivados 1, 2 e 3. Em lilas: substituinte em orfo, em

laranja: substituinte em meta e em verde: substituinte em para.

Assim como para os derivados 1, 2 e 3, quando comparamos a maioria dos derivados
que tiveram apenas uma substitui¢do no anel aromatico entre si, podemos observar que quando
a substituicdo ocorre na posi¢do para, independentemente do substituinte ser retirador ou
doador de elétrons, ou independente do volume que este acrescenta, ocorre uma diminui¢ao
significativa ou perda da atividade contra 7. cruzi (Figura 37). Uma possibilidade seria de que
os substituintes em para podem dificultar estericamente a liga¢do da substancia ao sitio ativo

da enzima ou receptor, influenciando diretamente sua interagdo com o alvo molecular.
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Cl

ECsy=3,38 0,61 uM
ECg=823 +2,11 uM

1,6x mais 1,8x mais
potente potente
Cl
H NO, /@\/ " NO, u ! NO,
N N N
TN @ TN N\ TI/\N/QN
0 = 0 = Y
4 5 6
ECso= 2,16+ 0,52 ECsy = 4,07+0,32
ECyy=6,74 £ 1,22 ECyy = 13,6£0,26
1,2x mais
potente
1,1x mais 1,9x mais
potente potente

l

F

ECs = 2,58 + 0,48 uM
ECgp=5.1 £ 0,99 uM

N~ A
ﬂéﬂN\J

|

H
F/©\/N\H/\N
3 O

ECso= 2,94 0,37
ECgp=7,6%0,76

NO

/QN
-

F
2 H
\©\/N\"/\N/§N
9 0 =

\</

ECso= 5,70+1,94
ECg = 13,6+4,39

NO,
10

ECs= 3,53 £ 0,96 M

ECgy =836+ 2,83 uM

OCH;
15
ECsp=1,01£0,15 1M
ECyp=2,2% 0,11 yM

2,2X mais
potente 3,2x mais
Equipotentes potente
l b o
NS O DU G © B
TN o TN W TN
0 =/ 0 = 0 =
11 12
ECsy= 3,28+0,17 ECsy= 10,44+2,08
ECyy=11,02 + 3,50 ECyy=77,34+3,90
3x mais
potente
3,3x mais Perda da
potente atividade
l | | NO Rl l NO
0 L 1A 0L
\n/\N \N HaCO \n/\N \N \n/\N \N
0 \Q/ (e} \Q/ o) \Q/
16 17
ECsp= 3,30+0,74 ECs> 10
ECyy=12,2 ECyy=ND
Perda da
atividade
@H NO, Bz
N \”/\N/QN ECs = 2,524 0,60 yM
o) l—/ ECqgy= 15,40 £ 0,54 uM

Figura 37. Avaliagdo preliminar da SAR dos derivados 4-12 e 15-17. Em lilas: substituinte em orto,

em laranja: substituinte em meta e em verde: substituinte em para.
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Esse padrdo se repetiu também com a inclusdo de substituintes mais volumosos na posi¢ao
para, como nos derivados 18 e 19 (Figura 38A), reforcando a hipdtese de um possivel impedimento
estérico nessa posi¢ao. Quando comparados ao BZN, o derivado 19 se mostrou menos potente
enquanto o derivado 18 ndo apresentou atividade contra 7. cruzi. A tinica excecao foi observada nos
derivados 13 e 14 (Figura 38B), onde o derivado 13 com substituinte na posi¢do meta se mostrou
ineficaz contra o 7. cruzi, enquanto 14 apresentou uma baixa atividade, mas ainda assim insuficiente

segundo o TDR, sendo acima de 4 uM.

A Perda da Diminuicio da
atividade poténcia em 4x

l || |

| F400 O |
: " NO, ©\/H NO, O " NO, |
\©\/N A N\IKN/QN N\HAN/Q
: o = :
i |

0 v/ l—/ o =N
18 BZN 19
ECsy> 10 ECsy=2,52+ 0,60 uM ECs5o= 10,39 £ 0,90
ECyy=ND ECgy=5,40 + 0,54 uM ECyy=40,66 + 0,005
B Perda da
atividade

N N
o0 |w o |wy
13 14
ECso> 10 ECso= 9,11 = 1,47
ECyy=ND ECoy=15,34 = 0,53

___________________________________________________________________________________________________

Figura 38. A) Avaliagdo preliminar da SAR dos derivados 18 e 19. B) Avaliagdo preliminar da SAR

dos derivados 13 e 14. Em laranja: substituinte em meta e em verde: substituinte em para.

Com relagao a alteracao de substituintes na mesma posi¢ao, na posi¢ao orto observamos
que a inclusdo do grupo metoxi e metila, derivados 15 e 1, respectivamente foram as mais
importantes no quesito atividade, de forma que ambos foram cerca de 3,5 vezes mais potentes
que o farmaco de referéncia, BZN (Figura 39). Esses compostos foram cerca de 2,6 vezes mais
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potentes que o derivado fluorado (7), e cerca de 3,5 vezes mais potentes do que o derivado
clorado (4) e o derivado com o grupo nitro (10), que apresentaram poténcia menor do que o

BZN (Figura 40).

Uma caracteristica que os grupos metila ¢ metoxi tem em comum, ¢ o fato de serem
ambos doadores de elétrons, a metila via efeito indutivo, ¢ o metoxi por ressonancia,
aumentando a densidade eletronica do anel, efeito que pode ser importante para a atividade na
posi¢do orto do anel, favorecendo a interagdo com o alvo. Apesar do fluor e do cloro serem
substituintes eletronegativos e reduzirem a densidade eletronica do anel, fazem isso em menor
propor¢ao quando comparados ao grupo nitro que ¢ um forte retirador de elétrons tanto por
efeito indutivo quanto por ressonancia, reduzindo drasticamente a densidade eletronica do anel.
Essa diminui¢@o pode ter afetado negativamente a interagdo do composto com o sitio de ligacao
nessa posi¢ao do anel. Nesta posicdo, o efeito estérico também ¢é importante, visto que ¢ uma
posicao mais impedida, logo, &tomos mais volumosos como o cloro, por exemplo, tendem a ter

um maior impedimento estérico podendo prejudicar a atividade.

Equipotentes ~ 3,5x mais potente

l ! |

NO NO, NO,
TNy TWAN\\\/N TNy
OCH; O =/ CHy, O = o e
15 1 BZN
ECs= 1,01 £0,15 uM ECsy = 1,07 £ 0,02 uM ECs = 2,52+ 0,60 uM
ECgp=2,2+0,11 uyM ECyq = 2,09 + 0,75 uM ECg=5,40 + 0,54 uM

Figura 39. Avaliagéo preliminar da SAR dos derivados 15 e 1.
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Equipotentes 2,6x mais potente
H NO, H /EOZ H /EOZ
N
\H/\N/\kN \H/\N Q \ \n/\N Q N
OCH; O |= CHy o0 = F 0 =/
15 1 7
ECsy=1,01 £0,15 uM ECso=1,07 £ 0,02 uM ECsy=2,58 + 0,48 uM
ECyp=2,2+0,11 pM ECqo=2,09 £ 0,75 uM ECgp= 5,1+ 0,99 uM
| ~ 3,5 x mais potente
N
N\H/\N/\kN \H/\N/\kN
Ci 0 = NO, 0 =
4 10
ECs(=3,38+0,61 uM ECso = 3,53 £ 0,96 uM
ECyy=8,23£2,11 pM ECgy= 8,36 £2,83 uM
Equipotentes

Figura 40. Avaliacdo preliminar da SAR dos derivados mono substituidos na posi¢do orto 1,4, 7,10 e

15.

Na posi¢ao meta observamos que a inclusdo do grupo cloro no derivado 5, foi a mais
importante, sendo esse derivado 1,2 vezes mais potente que o BZN (Figura 41). Esse composto
apresentou uma poténcia cerca de 1,4 vezes maior que o derivado 8 com o fluor, 1,5 vezes maior
que os derivados com o grupo nitro e grupo metoxi, 11 e 16, respectivamente, que sio
equipotentes e 1,7 vezes maior que o derivado 2, com a metila (Figura 42). Com excecdo do
derivado 5, os demais compostos substituidos nessa posicao ndo foram mais potentes que o
BZN, apenas o derivado 8 que pode ser considerado como equipotente. A inclusdo do grupo
trifluorometila acarretou a perda da atividade contra o 7. cruzi, como pode ser observado no

derivado 13 (Figura 42).

Nesta posi¢ao, percebemos que a inclusao dos 4&tomos mais eletronegativos como cloro,
flior e até mesmo o grupo nitro, ndo foram prejudiciais para a atividade dos compostos,
tendendo que a redu¢do da densidade eletronica do anel deve ser importante para a ligagdo com

0 alvo. Observamos isso também com a inclusdo do grupo metoxi que ¢ um importante doador
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de elétrons por ressonancia e teve atividade equipotente ao composto com o grupo nitro 11, de

forma que esse efeito deve ser mais importante do que o indutivo nesta posi¢ao.

1,2x mais potente

1
ICS Py
N
: s \g/\N\wN

ECso= 2,16 % 0,52
ECgo=6.74+ 1,22

|
@\/H L
S
N X
\g/\QN
BZN

ECs = 2,52+ 0,60 uM
ECyo= 5,40 % 0,54 yM

Figura 41. Avaliacdo preliminar da SAR do derivado 5.

1,4x mais potente

!

5
ECs0= 2,16 £0,52
1,5x mais ECgo=6,74+ 1,22
potente

</

— /©\/H L /©\/H L
cl N\H/\N/\QN F N\H/\N
(0] = (0]
8

/QN
e/

ECs)= 2,94+0,37
ECoy=7.6+0,76

Equipotentes

!

11
R ECso= 328+0,17
o X mals ECoo= 11,02 43,50

potente

!

T ON N\n/\N/k HsCO N\H/\N/QN
o = 0o =

N
\—/ 16 l—/

ECso = 3,30 £ 0,74
EC90: 12,2

Perda da atividade

R S,
HaC N\H/\N/\k

N N
(¢} g/ 0 &/
2 13
ECso= 3,79 0,46 ECs> 10
ECy)= 10,55 + 0,24 ECyy=ND

Figura 42. Avaliagdo preliminar da SAR dos derivados mono substituidos na posigédo meta 2, 5, 8, 11,

13 e 16.
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Como discutido anteriormente, os derivados substituidos em para nao tiveram atividade
importante contra o 7. cruzi. O derivado clorado 6 foi o mais potente, sendo cerca de 1,4 vezes
mais potente que o derivado fluorado 9, 2,2 vezes mais potente que o derivado trifluorometila
14 e 2,5 vezes mais potente que os derivados 19 com a bifenila e 0 12 com o grupo nitro que
sdo equipotentes. Os derivados com os substituintes metoxi, metila e trifluorometoxi, 17, 3 e
18, respectivamente, ndo apresentaram atividade contra o parasito (Figura 43). Nenhum
derivado foi mais potente que o BZN nessa posi¢do, porém algo a se observar ¢ que tanto na
posi¢do meta, quanto na posi¢ao para, os substituintes cloro e fluor foram os que promoveram

maior atividade.

2,2x mais potente
l 1,4x mais potente |
“ NO F NO s NO
\©\/H /( i \©\/H /( i H /< i

TN N TNy TN Ny

0 v o = 0 |

6 9 14
ECsy= 4,07+0,32 ECso= 5,70£1,94 ECsy=9,11£1,47
2,5x mais ECyy=13,6+0,26 ECgyo=13,6+4,39 ECyy=15,34+0,53
potente
Equipotentes
O OoN
— D O §P
T(\N N j(\N W
(o) =/ o) l—/
19 12
ECs) = 10,390,90 ECso= 1044208
ECyy = 40,66+0,005 ECyg = 77,34+3,90
Perda da atividade
H3;CO
i H NO, Ukl NO F5CO “
My . (>

N N™N N7XN
= N N

17 ° =~ o v To(\ =/

3 18
ECs0> 10 ECso= > 10 ECsy> 10
ECyo=ND ECyy=ND EC4o=ND

Figura 43. Avaliacao preliminar da SAR dos derivados mono substituidos na posi¢do para 3, 6,9, 12,

14,17,18 ¢ 19.

Em relacdo aos derivados dessa série que foram substituidos em duas posicdes, o

derivado 2,4-dicloro apresentou maior atividade, sendo mais potente que o BZN em 1,5 vezes
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e que os derivados 2,4-dimetoxi (24) e 2,4-difltor (21) em 1,6 e 2,9 vezes, respectivamente.
Esse foi o inico derivado com a inclusdo de dois substituintes que apresentou poténcia maior

do que o farmaco de referéncia (Figura 44).

Cl
H NO 1,5x mais H NO,
N\H/\N/QN potente N\[]/\N/QN
———
cl 0 =/ 0 |=/
20 BZN
= = +
ECs, = 1,73+0,11 2.9% mas ECs, - 2,52+ 0,60 M
1,6x mais ECoo = 1,28+0,83 I potente ECyy=5,40 = 0,54 uM
potente
HsCO
H NO, 1,8x mais H NO,
N N/\kN potente N\H/\N/\kN
OCH, O =/ F Y
24 21
ECs5p= 2,83+0,53 ECsy= 5,1242,54
ECgp=5,87+1,31 ECgq=11,91%1,29

Figura 44. Avaliagdo preliminar da SAR dos derivados dissubstituidos na posigao orto e para 20, 21 ¢

24.

Os derivados dimetoxi 23 (3,4-dimetoxi) e 24 (2,4-dimetoxi), também foram

comparados com relagdo a sua atividade. Através deles foi possivel observar que a modificacao

de um dos grupos metoxi da posi¢do orto para a meta no derivado 23, fez com que o composto

perdesse totalmente a atividade, que foi considerada alta no derivado 24, similar & do BZN,

reforgando mais uma vez a importancia da posi¢ao orto para a atividade contra 7. cruzi dessas

substancias (Figura 45) e também reduzindo a importincia da posi¢ao para na reducao/perda

da atividade.

130



H3CO NO H3COI>\/ NO
H 2 Perda da H 2
NW/\N/\Q atividade HsCO NWK\N\:%N
O —

OCH; O [
24 23
ECs)= 2,83+0,53 ECs > 10
ECyy=5,87+1,31 ECyy=ND

Figura 45. Avaliacao preliminar da SAR dos derivados dimetoxi 23 e 24.

O derivado 22 foi o tnico substituido nas duas posi¢des meta do anel, e foi possivel
notar que a inclusdo do grupo trifluorometila nessas posi¢des levou a uma perda da atividade
(Figura 46A). Por ser o tnico dissubstituido em meta, ndo podemos afirmar que esse fator levou
a perda de atividade, mas quando comparamos o derivado 22 com os derivados 13 ¢ 14,
percebemos que no geral os derivados substituidos com o grupo trifluorometila apresentaram
baixa atividade, ou auséncia dela, indicando que esse ndo ¢ um bom grupo para a atividade anti-

T’ cruzi nessa série de moléculas (Figura 46B).

________________________________________________________________________________________________

VA :
1 CF; i
E ©\/H /EOZ Perda da /@\/H NO2 E
| \n/\N Ny atividade FsC \H/\N/\kN :
1 —_— 1
! 0 | o \w .
: BZN 22 :
; ECs0 = 2,52+ 0,60 M ECsy> 10 :
| ECg)= 5,40 = 0,54 uM ECyy=ND E
Baixa atividade Auséncia de atividade

N
=/ 0 = o =
14 13 22
ECg= 9,11 + 1,47 ECgy> 10 ECs > 10
ECyy= 15,34 + 0,53 ECyo=ND ECyy= ND

: H 2 H 2 :
i N R Nﬁﬁj Fo Ay
: o = :
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Figura 46. A) Avaliacdo preliminar da SAR do derivado 22. B) Avaliacdo preliminar da SAR dos
derivados 13, 14 e 22.

Na figura 47 estdo identificadas a ordem de atividade do grupo de compostos

substituidos com o mesmo grupo funcional em diferentes posi¢des. Esses estdo organizados de

modo que da direita para a esquerda temos um aumento da poténcia. Dessa forma podemos

observar que em sua maioria, a posi¢ao para foi a de menor atividade contra o 7. cruzi, como

discutido anteriormente, e que a posicao orto mostrou ser aquela com maior atividade (Figura

47).
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Figura 47. Comparacao do aumento de poténcia dos derivados com relag@o a posi¢ao dos

substituintes no anel aromatico. Em lilas: substituintes em orfo, em laranja: substituintes em meta, em
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verde: substituintes em para, em rosa: substituintes em orto-para, em cinza: substituintes em meta-

para, em azul: substituintes em meta-meta.

Finalizando os resultados de SAR da primeira série de compostos 1-24, como discutido
anteriormente, os derivados 1, 15 e 20 foram os mais potentes da série, apresentando uma
poténcia cerca de 2,5 vezes maior, no caso dos derivados 1 e 15 que sdo equipotentes, e 1,5

vezes maior (derivado 20) do que o BZN, farmaco de referéncia (Figura 48).

Equipotentes 1,7x mais potente
Cl
H NO, H NO, H NO,
N N N
\n/\N/gN \H/\N/\kN \n/\N/gN
CH, o |l=/ ocH; O =/ cl 0 |=

1 15 20
ECsy=1,07 £ 0,02 uM ECsy=1,01£0,15 uM ECso= 1,730,11
ECgy=2,09+0,75 uM ECgp=2,2+0,11 uM ECgo= 1,28+0,83

~2,5x mais ‘ ©\/H NO, 1,5x mais
potente N potente
\ﬂ/\N/gN
o) \Q/
BZN

ECs, = 2,52+ 0,60 yM
ECyo= 5,40 £ 0,54 uM

Figura 48. Avaliagdo preliminar da SAR dos derivados mais potentes da primeira série: 1, 15 e 20.

Para a segunda série de derivados 25-27, observou-se que a modificagcdo na cadeia nao
se mostrou vantajosa. Nas substancias 25 e 26 (Figura 49) onde houve a inclusdo de uma metila
no carbono entre o anel aromatico e a amida (25), e no nitrogénio da amida (26), houve uma
perda da atividade. A alteragao no composto 26, mostra que apesar de ndo ser reconhecido como
um grupamento farmacoforico, a presenca da amida secundaria ¢ importante para a atividade
da substancia, visto que a inclusdo da metila fez com que esse derivado perdesse totalmente a

atividade anti-7. cruzi. Uma das possibilidades seria a de o hidrogénio ligado ao nitrogénio ser
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responsavel por uma ligagdo de hidrogénio com o alvo, que foi interrompida com a substitui¢ao
desse pela metila. No derivado 25, observamos que a inclusdo desse substituinte entre o anel e
a amida também foi prejudicial, levando a auséncia de atividade. Uma possibilidade para isso
seria de uma redugdo na flexibilidade da molécula, ja que essa poderia introduzir um efeito
estérico, limitando a rotacdo ao redor da ligagdo simples entre os grupos vizinhos e

possivelmente dificultando o ajuste conformacional do composto a biomacromolécula.

Perda da atividade Perda da atividade

| | |

H NO, [::]\N/H NO, [::j\»/?HS NO,
N\H/\N/QN N\H/\N/QN N N/QN
O —

CHy 0 =/ l—/ 0 |\

25 BZN 26
ECsy> 10 ECso=2,52+ 0,60 pM ECs,> 10
ECy,=ND ECgy=5,40 + 0,54 uM ECyy=ND

Figura 49. Avaliacdo preliminar da SAR dos derivados 25 e 26.

Por fim, o derivado 27 foi o tnico da segunda série que apresentou atividade contra 7.
cruzi, mas moderada, sendo menos potente que o0 BZN e maior que 4 uM. Apesar de nao levar
a auséncia de atividade, observamos que aumento da cadeia entre o anel aromatico e a amida,

possibilitando uma maior flexibilidade, ndo foi vantajoso, diminuindo a poténcia (Figura 50).

Diminuicao da atividade em 2,2x

I !

QVHEAN:Z? ©\A LN?N

N
l—/ H NO,

BZN 27
ECs = 2,52+ 0,60 uM ECsp= 5,25+ 0,60
ECqo= 5,40 £ 0,54 uM ECgy=15,03+0,70

134



Figura 50. Avaliacdo preliminar da SAR do derivado 27.

A citotoxicidade dos derivados ndo serd comparada, visto que nenhum deles apresentou
toxicidade as células, mesmo nas maiores concentragdes testadas (200 uM), assim como o

BZN.

5.3.2. Avaliacao contra tripomastigotas sanguineos de 7. cruzi cepa’Y

O ensaio contra tripomastigotas sanguineos de 7. cruzi cepa Y, diferentemente dos
ensaios intracelulares, permite testar a eficacia das substincias diretamente sobre a forma
tripomastigota, que € a presente na corrente sanguinea do hospedeiro. No ensaio anterior, por
estarem presentes as formas amastigota e tripomastigota, ndo foi possivel diferenciar a atividade
das substancias em fun¢do da forma parasitaria. Dessa forma, a avaliacdo dos derivados contra
a forma tripomastigota sanguinea isolada foi realizada com o objetivo de verificar a seletividade

contra essa forma de T, cruzi (SALOMAO et al., 2013).

A cepaY de T. cruzi ¢ uma das mais utilizadas nesses ensaios devido a principalmente
sua relevancia clinica, mas também por sua alta viruléncia e resisténcia, sendo um modelo
desafiador para a triagem de novas substincias. Para esse teste foram selecionadas as
substancias que apresentaram atividade < 10 uM no teste intracelular, dessa forma foram
avaliadas as substancias 1, 2, 4-11, 13, 15, 16, 20, 21, 24, 27. Este ensaio também foi realizado
em colabora¢do com a Dra. Maria de Nazaré Correia Soeiro do Laboratorio de Biologia Celular

do Instituto Oswaldo Cruz - Fundacdao Oswaldo Cruz (LBC/IOC/FIOCRUZ).

Através desse ensaio foi possivel observar que as substancias foram ligeiramente menos
ativas contra a cepa Y quando comparadas aos resultados obtidos no ensaio intracelular, como
esperado. Apesar disso, das 17 substancias avaliadas, 7 apresentaram poténcia maior do que o
BZN (ECso = 5,8 uM), que sdo os derivados 1 (ECso = 3,509 uM), 2 (ECso =5,368 uM), 4 (ECso
= 3,146 uM), 7 (ECso = 4,065 uM), 8 (ECso = 5,18 uM), 15 (ECso = 2,365 pM), 20 (ECso =
2,683 uM) e 24 (ECso = 3,467 pM) (Tabela 18).

Fazendo um breve estudo de relacdo estrutura-atividade dos compostos sobre
tripomastigotas, observamos um padrao ja comum no ensaio intracelular, de que os compostos

monossubstituidos em orto (1, 4, 7, 10 e 15) tiveram poténcia maior dos que os substituidos em
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meta (2,5,8, 11, 13 ¢ 16), e esses, poténcia maior do que o substituido em para (6 € 9). Podemos
observar esse padrdo no exemplo das substancias 4, 5 e 6 substituidas com o cloroe 7,8 ¢ 9

substituidas com o fltior nas diferentes posi¢oes na Figura 51.

@vH >
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(4) ECsy = 3,146 uM

QVH PN

N

NN

N

F Y
(W) ECsy = 4,065 uM
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/©\/H /EOZ
N
° \([)]/\N&/N

(5) ECsy = 8,154 yM

i1
N
F I,

(8) EC5p=5,18 uM

o

(6) ECs5o= 13,11 uM

LS
o

(9) EC5,=8.731 uM

Figura 51. Avaliacdo preliminar da SAR dos derivados 4-9 em tripomastigotas.

Os derivados 1, 4, 15, 20 e 24 foram mais potentes que o BZN, apresentando poténcia
de 1,6, 1,8, 2,4, 2,2 e 1,7 vezes maior do que o farmaco, respectivamente (Figura 52). Esses
derivados mais potentes possuem caracteristicas em comum, como a inclusdo de substituintes
na posicao orto, ou dissubstituidos nas posi¢des orto-para. Além disso, os grupos funcionais
que acarretaram uma poténcia maior, foram a metila, o cloro e o metoxi, levando a percepcao

de que esses substituintes nessas posicoes sao importantes para a atividade anti-7. cruzi.

E importante ressaltar que os derivados 1, 15, 20 ¢ 24 que foram os mais potentes nesse
ensaio, também foram os mais potentes no ensaio intracelular. Apesar de estar presente as duas
formas do parasito, no ensaio intracelular temos a prevaléncia da forma amastigota, desse modo
podemos concluir que esses compostos possuem atividade tanto contra a forma amastigota,

como contra a forma tripomastigota, o que ¢ o ideal para a cura efetiva da DC.

136



[ j ’ NO,
N\H/\N/\kN
CHs 0 |=s

(1) ECso = 3,509 uM

O L
LS

(4) EC5, = 3,146 uM

NO
H 2
N N/QN

OCH; 0 |

(15) ECs = 2,365 uM

1,6x mais
potente que
o BZN

1,8x mais
potente que
o BZN

2,4x mais
potente que
o BZN

Cl “
H 2
Cl Y

(20) EC5 = 2,683 uM

HaCO
’ NO,

N N/QN

ocH; o |=/

(24) ECsy = 3,467 yM

g
T

BZN ECs = 5.8 uM

2,2X mais
potente que
o BZN

1,7x mais
potente que
o BZN

Figura 52. Avaliagdo preliminar da SAR dos derivados mais potentes 1, 4, 15, 20 ¢ 24 em

tripomastigotas.

Tabela 18. Dados da avaliacdo anti-7. cruzi dos derivados selecionados sobre tripomastigotas

Derivado Estrutura
BZN @H NO,
N N/QN
0 v/
1 NO
H 2
N N/QN
CHy </
2 NO,
§ A
HsC N N
o \—/
4 H NO,
N~y Ay
& \—/
cl N N*\N
\—/

ECso Intervalo
5,8 4,113 - 8,180
3,509 1,697 - 7,256
5,368 3,296 — 8,744
3,146 1,581 — 6,261
8,154 5,796 — 11,47
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5,916

2,683

6,303

3,467

6,462

7,935 -21,64

2,573 - 6,423

3,248 — 8,259

6,778 — 11,25

4,489 - 10,29

10,07 - 17,79

8,077 — 24,82

1,674 — 3,341

3,389 - 10,33

1,544 — 4,661

4,204 — 9,449

1,633 — 7,360

3,275 -12,75
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5.3.3. Avaliacdo na enzima nitroredutase de 7. cruzi (IcNTR)

Os ensaios para avaliar as substincias como potenciais substratos da enzima
nitroredutase de 7. cruzi (TcNTR) foram conduzidos com o objetivo de determinar sua interagao
e conversdao enzimatica, sendo fundamentais para compreender o mecanismo de agdo dos
compostos. A 7cNTR reduz compostos nitroheterociclicos utilizando NADH como cofator
(doador de elétrons). O ensaio mede a diminui¢do da absorbancia do NADH a 340 nm
(comprimento de onda no espectrofotometro), pois quando o NADH ¢ consumido, sua
absorbancia diminui. Se um composto acelera essa reagcdo, podemos inferir seu efeito sobre a

TeNTR.

Esse ensaio foi realizado utilizando uma mistura padrao, contendo o tampao Tris, Triton
X-100, NADH e os compostos a serem avaliados. A reagao foi iniciada com a adi¢do da enzima
TeNTR (10 pL), que foi previamente preparada com tampao Tris, NaCl e Triton X-100. Apds
sua adi¢do ao meio, a absorbancia do NADH foi monitorada continuamente por 2 minutos € 0s
dados foram analisados no leitor de microplacas SpectraMax 384 Plus a 25 °C. Essa avalia¢ao
foi realizada em colaboracio com a Dra. Maria Cristina Nonato do Laboratorio de

Cristalografia de Proteinas de Ribeirdo Preto — FCFRP-USP.

A atividade enzimdtica neste ensaio, ¢ avaliada com o objetivo de investigar se os
compostos testados sdo capazes de atuar como substratos artificiais da enzima 7cNTR, e ndo
como inibidores. E importante destacar que, mesmo que uma substancia seja identificada como
substrato artificial dessa enzima, ndo significa que essa ird promover o efeito de gerar espécies
toxicas ao parasito, mas sugere que essa pode ser bioativada por esse mecanismo,

semelhantemente ao que ocorre com o BZN.

Os valores obtidos em Kobs, refletem a velocidade de consumo do NADH na reagao de
redugdo catalisada pela enzima. Quanto maior o valor de Kobs, mais rapida € a conversao do
substrato pela enzima, indicando que a substancia testada pode ser um bom substrato para a
TeNTR. Por outro lado, valores baixos sugerem uma menor afinidade da enzima pelo composto
ou uma baixa conversao enzimatica. A concentracdo de NADH utilizada no experimento foi de
50 uM e os derivados foram avaliados na concentracao de 50 uM. Os resultados obtidos estao
apresentados na Tabela 19 e foram comparados com os dados do BZN que foi utilizado como

referéncia. Além dos valores obtidos de Kobs, foi calculado a porcentagem de atividade de
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substancias, considerando para isso, a atividade para o BZN como sendo 100, nas mesmas

condi¢des e concentracdes dos compostos.

Tabela 19. Dados da avaliacao in vitro na enzima NTR dos derivados 1-27

Derivado

)
\ooo\lcxm-hut\)»-ﬂ%

NN NN N e e e e e e e e e
B W N = o O 0 SN N R W=D

Valor
0,41
0,61
0,43
0,33
0,56
0,40
0,21
0,38
0,40
0,41
0,37
0,34
0,30
0,30
0,27
0,57
0,46
0,33
0,27

0,43

0,61
0,50

Kobs (S'l)

Erro
0,02
0,02
0,00
0,02
0,07
0,02
0,00
0,00
0,02
0,02
0,02
0,00
0,00
0,00
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02

0,00

0,05
0,02

ND

ND
ND

Atividade (%)

Atividade
100
148
103
79
134
97
52
93
97
100
90
83
72
72
66
138
110
79
66

103

148
121

Erro

0

S O O W O — N W

[\CREE \O R N4

[S—
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25 0,24 0,02 59 2
26 0,04 0,00 9 1
27 0,40 0,02 97 0

ND = Nio determinado

Com excecao dos derivados 19, 21 e 22, todos os demais compostos tiveram sua
atividade determinada, desses, 9 compostos foram caracterizados como substratos artificiais da
enzima 7cNTR, que sdo eles os derivados 1, 2, 4, 9, 15, 16, 20, 23 ¢ 24. Esses apresentaram
taxas de conversdao maiores do que a do BZN, ou no caso do derivado 9, apresentou a mesma
taxa de conversdo (Figura 53). Um ponto importante de se destacar, ¢ o fato dos derivados que
foram mais ativos contra 7. cruzi nos ensaios intracelular e sob as formas tripomastigotas, 1,
15, 20 e 24, também estarem entre os mais ativos no ensaio de 7ceNTR. Esse resultado somado
com os anteriores traz um forte indicio de que os derivados possivelmente estao exercendo sua
atividade como substrato dessa enzima. No entanto, uma excec¢do deve ser analisada, que ¢ o
fato do derivado 23 ter apresentado atividade na 7cNTR, enquanto ndo apresentou atividade
contra 7. cruzi no ensaio intracelular, sugerindo que mais estudos devem ser realizados para a

confirmacao da hipotese levantada.
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Figura 53.

Derivados com atividade sob a enzima 7eNTR.
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Os compostos 14, 18, 25 e 26 foram os que apresentaram menor atividade, 66%, 66%,
59% e 9%, respectivamente (Figura 54). E importante ressaltar nesses resultados, o valor da
atividade do derivado 26, que foi muito menor do que os demais. Como discutido
anteriormente, esse derivado ndo apresentou atividade no ensaio intracelular, o que levou a
conclusdo de que possivelmente a inclusdo da metila no nitrogénio da amida atrapalharia o
encaixe do composto no sitio ativo, ou at¢é mesmo comprometeria uma possivel ligacdo de
hidrogénio com a biomacromolécula. Os resultados obtidos no ensaio 7cNTR reforgam a
importancia da amida secundaria na molécula e o quanto a inclusdo da metila foi prejudicial,
levando a praticamente auséncia de atividade. Além disso, esse dado obtido enfatiza mais uma
vez o discutido anteriormente sobre a possibilidade de as substancias desenvolvidas estarem

atuando através desse mecanismo de agao.
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Figura 54. Derivados menos ativos na enzima.

5.3.4. Selecao preliminar dos derivados mais promissores

A selecao dos derivados mais promissores para seguir para os testes in vivo, foi realizada
levando em consideragdo os resultados obtidos dos ensaios bioldgicos sob a forma intracelular,

tripomastigota, o ensaio enzimatico e os resultados in silico.
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Dito isto, os derivados 1, 4, 15, 20 ¢ 24 foram os que se destacaram como mais
promissores na andlise preliminar. Os derivados 1 e 15 se destacam por terem sido os mais
potentes entre todos os compostos das séries desenvolvidas. O derivado 15 apresentou ECso =
1,01 £0,15 e IS > 198 no ensaio intracelular, sendo cerca de 2,5 vezes mais potente e seletivo
que o BZN (ECs0=2,52+ 0,60; IS > 79). No ensaio contra a forma tripomastigota, esse também
se destacou com ECso = 2,365, sendo 2,4 vezes mais potente que o BZN (ECso = 5,8). Na
avaliacdo cinética na 7cNTR, o derivado 15 apresentou atividade de 138% na enzima, sendo

convertido 1,4 vezes mais rapido do que o BZN (atividade = 100%).

O derivado 1, de forma semelhante, foi o segundo mais potente, apresentando ECso =
1,07 £ 0,02 e IS > 185 no ensaio intracelular, sendo cerca de 2,3 vezes mais potente e seletivo
que o BZN. No ensaio contra a forma tripomastigota, apresentou ECso= 3,509, sendo 1,6 vezes
mais potente que o BZN. Na avaliacdo cinética na TcNTR, apresentou atividade de 148% na
enzima, sendo convertido 1,5 vezes mais rapido do que o BZN e 1 vez mais rapido do que o
derivado 15, além de ter sido o composto que apresentou maior atividade nesta enzima,
juntamente com o derivado 23. Nos ensaios in silico, ambos os derivados 1 e 15 tiveram
excelentes resultados, apresentando boa solubilidade, atendendo a todos os descritores de todas
as regras de drug-likeness e leadlikeness preditas na plataforma utilizada. Além disso, eles nao
foram considerados possiveis substratos de P-gp, nem inibidores de nenhuma das CYP

analisadas, sendo considerados os mais promissores.

O derivado 20 também foi escolhido devido a sua alta poténcia. No ensaio intracelular
este apresentou poténcia (ECso= 1,73 £ 0,11) e seletividade (IS > 115) cerca de 1,5 vezes maior
que o BZN. Além disso, nesse ensaio ele apresentou o menor valor de ECoo = 1,28 + 0,83, sendo
este 4,2 vezes mais potente que o0 BZN (ECoo = 5,40 + 0,54) e que os derivados 1 (ECop = 2,09
+0,75) em 1,6 vezes e o derivado 15 (ECoo =2,2 £ 0,11) em 1,7 vezes. Lembrando que o ECoo
¢ importante por ser capaz de indicar a eficdcia do composto em uma concentracdo mais
elevada, podendo refletir um cendrio mais proximo das condi¢des terap€uticas reais. No ensaio
contra a forma tripomastigota, esse derivado apresentou ECso = 2,683, sendo 2,2 vezes mais
potente que o BZN, e até¢ do que o derivado 1 em 1,3 vezes. Na avaliagdo cinética na 7cNTR,
esse composto também apresentou maior atividade (103%) na enzima que o BZN, sendo
convertido 1 vez mais rapido. Vale ressaltar que no in silico esse composto cumpriu todos os
descritores de todas as regras drug-likeness e leadlikeness analisadas na plataforma

SwissADME.
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Os derivados 4 (ECso=3,38 £ 0,61; ECoo = 8,23 £ 2,11) e 24 (ECs0= 2,83 + 0,53; ECop
= 5,87 £ 1,31), apesar de ndo terem apresentado poténcia maior do que a do BZN no ensaio
intracelular, foram escolhidos por terem apresentado uma boa atividade, ECso = 3,146 ¢ ECso =
3,467, respectivamente, no ensaio sob as formas tripomastigotas, sendo o primeiro, 1,8 vezes e
o segundo, 1,7 vezes mais potente que o BZN nesse ensaio. O derivado 4 nesse ensaio
apresentou ainda poténcia de 1,1 vezes maior do que os derivados 1 e 24. Essa avaliagdo ¢ muito
importante visto que como discutido anteriormente a cepa Y possui alta viruléncia e resisténcia,
e ¢ um modelo desafiador para a triagem de novas substancias. Dessa forma, esse foi um dos

motivos por esses derivados terem sido selecionados.

Além disso, na avaliagdo cinética na 7cNTR, esses derivados apresentaram alta
atividade, de 134% para o derivado 4 e 121% para o 24, sendo o primeiro convertido 1,3 vezes
mais rapido que o BZN e que o derivado 20, ¢ o segundo, 1,2 vezes mais rapido que o farmaco
de referéncia e 1,1 vezes mais rapido do que 20. Além disso, esses compostos apresentaram
bons resultados na andlise in silico, apresentando uma boa absor¢do gastrointestinal, ndo sendo
capaz de inibir nenhuma forma das CYPs presente na predi¢cao (com excec¢do apena da CYP2C19
pelo derivado 4), e cumprindo assim como os demais, todos os descritores de todas as regras

drug-likeness analisadas na plataforma.

Os derivados mais promissores se encontram na Figura 55.
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Figura 55. Substancias 1, 4, 15, 20 ¢ 24, selecionadas como as mais promissoras em analise
preliminar para o estudo in vivo.

5.5. Avaliacao in vivo dos derivados 1, 4, 15, 20 e 24 contra 7. cruzi

Devido a seus resultados promissores, os derivados 1, 4, 15, 20 e 24 foram avaliados in

vivo em um modelo murino de infec¢do por 7. cruzi. Neste experimento, em cada grupo, cinco
camundongos da linhagem Sui¢o foram infectados com 7. cruzi e, a partir do quinto dia pos-
infeccdo (5 dpi), receberam tratamento oral por gavagem durante cinco dias consecutivos. O
benznidazol foi utilizado como controle positivo nas doses de 10 e 100 mg/kg/dia, enquanto os

compostos testados foram administrados em doses equimolares ao farmaco de referéncia.
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Os principais parametros analisados incluiram a redu¢do da parasitemia, a taxa de
sobrevivéncia dos animais e a comparacao da resposta dos compostos testados em relagdo ao
benznidazol. Este ensaio também foi realizado em colaboragdo com a Dra. Maria de Nazaré
Correia Soeiro do Laboratoério de Biologia Celular do Instituto Oswaldo Cruz - Fundagdo

Oswaldo Cruz (LBC/IOC/FIOCRUZ).

Com base nos dados obtidos, constatou-se que o grupo nao tratado apresentou um pico
de parasitemia no 8° dia, seguido de uma queda progressiva até o final do periodo monitorado.
Como a avalia¢do da parasitemia ¢ realizada por meio da deteccdo de parasitas na corrente
sanguinea, essa redu¢do ao longo dos dias era esperada, visto que o 7. cruzi infecta os tecidos

durante a progressao da infeccdo, migrando da corrente sanguinea para estes.

Entre os compostos avaliados, o derivado 1 apresentou os melhores resultados,
promovendo uma reducdo de 100% na parasitemia na dose de 105,32 mg/kg (mpk) (figura 56)
e garantindo 100% de sobrevivéncia dos animais testados até o fim do experimento (figura 57).
Esse resultado reforga a eficacia deste composto, sendo comparavel a do BZN na dose de 100

mpk tanto na reducdo da parasitemia, como na taxa de sobrevida dos animais.

A menor dose administrada, tanto do composto 1 (10,53 mpk), como do BZN (10 mpk)
nao foi eficaz em controlar a parasitemia (figura 56), sugerindo uma relagdo dose-resposta.
Estes também ndo foram capazes, nessa dose, de manter a sobrevida dos camundongos (figura

57), visto que nenhum animal testado sobreviveu ao experimento.
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Figura 56. Curva de Parasitemia- Evolucao da parasitemia nos camundongos infectados com 7. cruzi
e tratados com diferentes doses de BZN e do composto 1. O tratamento com BZN 100 mg/kge 1 a

105,32 mg/kg resultou em uma redugdo completa da parasitemia.
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Representa o tempo de acompanhamento dos camundongos apés a infecgio.
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propor¢io de animais que nido sobreviveram ao longo do experimento.
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Figura 57. Curva de Mortalidade - Mortalidade dos camundongos infectados com 7. cruzi e tratados
com BZN e derivado 1 em diferentes doses. BZN a 100 mg/kg e o derivado 1 a 105,32 mg/kg

evitaram a morte dos camundongos, resultando em 0% de mortalidade.

Os derivados 4 e 20 também apresentaram redugdes significativas na parasitemia (99%
e 84% em 8 dpi, respectivamente, na figura 58 e figura 60). Porém, é possivel observar, através
dos graficos das figuras 59 e 61, que esses compostos ndo foram capazes de garantir a

sobrevivéncia de todos os animais, com morte de 60% dos camundongos avaliados.
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Curva de parasitemia. Eixo X (horizontal): Dias pos-infeccdo
(DPI). Representa o tempo em dias ap6s a infeccdo dos
camundongos. Eixo Y (vertical): Parasitemia (7. cruzi

parasitas/mL). Indica a concentracdo de parasitas na corrente
sanguinea dos camundongos ao longo do tempo.

Figura 58. Curva de Parasitemia- Evolucao da parasitemia ao longo do tempo nos camundongos
infectados com 7. cruzi e tratados com o derivado 4 em dose equimolar (11,3 e 112,9 mpk), em

comparagdo com o BZN (10 e 100 mpk) e grupo controle.
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Eixo Y (vertical): Percentual de mortalidade dos camundongos. Indica a
proporgio de animais que nido sobreviveram ao longo do experimento.

Figura 59. Curva de Mortalidade - Mortalidade dos camundongos infectados com 7. cruzi e tratados

com o derivado 4 (11,3 e 112,9 mpk), comparada ao BZN (10 e 100 mpk) e grupo controle.
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Figura 60. Curva de Parasitemia- Evolucdo da parasitemia ao longo do tempo nos
camundongos infectados com 7. cruzi e tratados com o derivado 20 em dose equimolar (12,6 e 126,04

mpk), em comparagdo com o BZN (10 e 100 mpk) e grupo controle.
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Curva de mortalidade. Eixo X (horizontal): Dias pos-infecgio (DPI).
Representa o tempo de acompanhamento dos camundongos apos a infecgao.
Eixo Y (vertical): Percentual de mortalidade dos camundongos. Indica a
propor¢ao de animais que nio sobreviveram ao longo do experimento.

Figura 61. Curva de Mortalidade - Mortalidade dos camundongos infectados com 7. cruzi e tratados

com o derivado 20 (12,6 ¢ 126,04 mpk), comparada ao BZN (10 ¢ 100 mpk) e grupo controle.

Os derivados 15 e 24, por outro lado, apresentaram desempenho inferior, com redugdes na
parasitemia de apenas 24% e 28%, respectivamente. Nas figuras 62 e 64, podemos observar que, mesmo
apos o tratamento, os niveis de parasitemia permaneceram elevados nesses grupos, sugerindo uma
eficacia limitada, apesar de suas altas poténcias in vitro. No grafico de curva de sobrevivéncia do
derivado 24 (figura 65), podemos observar que a taxa de sobrevivéncia foi de apenas 40% (em ambas
as doses), enquanto o derivado 15 ndo foi capaz de evitar a mortalidade dos animais em nenhuma das

doses avaliadas (figura 63).

Uma das possibilidades para essa diferenga observada entre os resultados dos testes in vitro € in
vivo para as substancias 4, 15, 20 e 24, pode estar relacionada as questdes de farmacocinética. Apesar
dos dados de ADME in silico terem sido promissores, eles ndo refletem na integra, nem substituem os

dados experimentais. Alguns alertas foram observados para trés desses derivados nos resultados in silico,
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como o caso da inibi¢do de CYP2C19 pelo derivado 4 e 20, este tltimo que também inibiu a isoforma
CYP1A2 e o derivado 24 que foi considerado como substrato de P-gP. A inibi¢do de CYPs no entanto
esta mais relacionada a toxicidade causada por interacoes de substancias administradas
concomitantemente, mas no caso de a substancia atuar como substrato de P-gP, como no caso de 24, ela
pode ser transportada para fora das células, reduzindo sua absor¢ao intestinal e a distribui¢cdo tecidual.

Isso pode comprometer a eficicia terapéutica, ja que uma menor quantidade atinge o alvo terapéutico.

E importante ressaltar também que testes in vitro muitas vezes nao refletem os seus resultados
em um ambiente de alta complexidade, como o de um modelo animal, uma vez que, neste ultimo,
inimeros processos bioquimicos inerentes ocorrem simultaneamente, envolvendo questdes de absorgao,

distribuicdo e metabolismo, as quais ndo sdo consideradas nos ensaios in vitro.
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Curva de parasitemia. Eixo X (horizontal): Dias pos-infecgio
(DPI). Representa o tempo em dias apos a infecgio dos
camundongos. Eixo Y (vertical): Parasitemia (7 cruzi

parasitas/mL). Indica a concentrag@o de parasitas na corrente
sanguinea dos camundongos ao longo do tempo.

Figura 62. Curva de Parasitemia- Evolucdo da parasitemia ao longo do tempo nos
camundongos infectados com 7. cruzi e tratados com o derivado 15 em dose equimolar (11,15 e 111,47

mpk), em comparagdo com o BZN (10 e 100 mpk) e grupo controle.
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Figura 63. Curva de Mortalidade - Mortalidade dos camundongos infectados com 7. cruzi e tratados

com o derivado 15 (11,15 e 111,47 mpk), comparada ao BZN (10 e 100 mpk) e grupo controle.
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Figura 64. Curva de Parasitemia- Evolucdo da parasitemia ao longo do tempo nos
camundongos infectados com 7. cruzi e tratados com o derivado 24 em dose equimolar (12,3 e 123

mpk), em comparagdo com o BZN (10 e 100 mpk) e grupo controle.
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Curva de mortalidade. Eixo X (horizontal): Dias pos-infecc¢ao (DPI).
Representa o tempo de acompanhamento dos camundongos apds a infeccio.
Eixo Y (vertical): Percentual de mortalidade dos camundongos. Indica a
propor¢io de animais que nfo sobreviveram ao longo do experimento.

Figura 65. Curva de Mortalidade - Mortalidade dos camundongos infectados com 7. cruzi e tratados

com o derivado 24 (12,3 e 123 mpk), comparada ao BZN (10 ¢ 100 mpk) e grupo controle.

Assim, os resultados obtidos reforcam que o derivado 1 se destaca como o composto
mais promissor da série, sendo o Uinico a garantir a completa eliminagdo da parasitemia e a total
sobrevivéncia dos animais. A partir dessas observacoes, futuros estudos podem se concentrar
em compreender melhor a farmacologia deste derivado, avaliar sua farmacocinética por via oral
€, caso seja necessario, explorar possiveis otimizagdes estruturais para aumentar ainda mais sua

eficacia terapéutica.

Além disso, esses resultados deverdo ser complementados com as avaliagdes de
seguranga, que envolvem ensaios de toxicidade oral aguda e em doses repetidas, potencial de
mutagenicidade (teste de Ames) e de genotoxicidade (micronucleos), conforme preconizado

pela ANVISA (ANVISA, 2013). Para tal, o presente trabalho foi recentemente contemplado no
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Edital Inova Doengas Determinadas Socialmente — DDS da Fundagdo Oswaldo Cruz, que

fomentara a realizagdo destes ensaios pré-clinicos (FIOCRUZ, 2024).

6. Conclusao

Neste estudo, foram sintetizados e avaliados 27 compostos andlogos do BZN planejados
racionalmente visando a atividade contra Trypanosoma cruzi. Essas substancias foram obtidas
satisfatoriamente através de uma rota sintética com duas etapas simplificadas realizadas one-
pot. Os 27 compostos foram sintetizados, com rendimento global variando entre 27% e 84% e
com pureza relativa acima de 95,5%. Todos os derivados foram avaliados contra 7. cruzi através
de um ensaio intracelular e os que apresentaram atividade < 10 uM, foram também avaliados
contra a forma tripomastigota sanguinea de 7. cruzi cepa Y. Além disso, os 27 derivados também
foram avaliados como substratos da enzima nitroredutase e tiveram sua citotoxicidade

verificada.

Na predi¢ao in silico realizada, os 27 compostos apresentaram bons resultados nos
parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos. Todos apresentaram bons valores de
lipofilicidade, com valores dentro dos filtros de drug-likeness analisados, boa solubilidade
aquosa, sendo considerados soliiveis ou moderadamente soluveis. Todos os derivados
apresentaram um bom perfil de absorcdo no trato gastrointestinal e ndo foram capazes de
atravessar a barreira hematoencefélica. Apenas dois derivados se mostraram como substratos
de Glicoproteina-P e apenas 8 foram considerados inibidores de CYP, nas isoformas CYP2C19,
CYP1A2 e apenas 1 derivado inibiu as isoformas CYP2C9 e CYP3A4, sendo a ultima a
isoforma mais importante no metabolismo de farmacos. Além disso, todos os derivados
desenvolvidos atenderam a todos os descritores de todas as 5 principais regras de drug-likeness,

refor¢ando a viabilidade como candidatos a farmacos.

Dos 27 derivados, 12 apresentaram boa atividade contra 7. cruzi no ensaio intracelular
(<4 uM) e 9 foram mais potentes e seletivos que o BZN (ECso = 2,52+ 0,60 uM, ECqo = 5,40
+ 0,54 uM). Entre esses, os derivados 1 (ECso = 2,52+ 0,60 uM), 15 (ECso = 1,01 £ 0,15 uM)
e 20 (ECso = 1,73 £ 0,11 uM) foram os mais potentes, sendo 2,3, 2,5 e 1,5 vezes,
respectivamente, mais potentes e mais seletivos do que o BZN e apresentaram valores de ECoo
maiores do que o farmaco de referéncia em 2,6, 2,4 e 4,2 vezes, respectivamente. O ensaio de

citotoxicidade foi realizado paralelamente ao intracelular e todos os derivados apresentaram
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LCso > 200 uM, indicando que nenhum deles foi citotoxico mesmo na maior concentragao

testada.

Com base nesses resultados foi realizado um estudo de SAR preliminar com os
compostos das duas séries, onde foi observado que as modificagdes propostas na segunda série
de derivados ndo sdo vantajosas e que os derivados planejados da primeira série que alcancaram
maior poténcia foram aqueles substituidos na posi¢ao orto do anel, enquanto a posi¢ao para do
anel se mostrou a mais prejudicial para a atividade. Além disso, nesse estudo foi possivel
concluir que os grupos metila, metoxi e cloro acrescentaram maior atividade quando comparado

com os demais.

Dos 17 derivados que apresentaram ECso < 10 uM avaliados contra a forma
tripomastigota sanguinea de 7. cruzi cepa Y, 7 foram mais potentes que o BZN (ECso = 5,8 uM).
Dentre esses, os derivados 1 (ECso = 3,509 uM), 4 (ECso = 3,146 uM), 15 (ECso = 2,365 uM),
20 (ECs0=2,683 uM) e 24 (ECso = 3,467 uM), foram os mais potentes, sendo 1,6, 1,8, 2.4, 2,2

e 1,7 vezes mais do que o BZN.

No ensaio de 7cNTR, 9 dos 27 derivados foram considerados como substrato artificial
dessa enzima, sendo biotransformados em até 1,5 vezes mais rapido do que o BZN, que ¢ o
caso dos derivados 1 e 23. O estudo da interacdo com a enzima forneceu insights sobre possiveis
mecanismos de acdo para algumas das moléculas, visto que praticamente todas as que tiveram

maior taxa de conversao, foram também as mais potentes nas avaliagdes anti-7. cruzi.

Devido a todos os dados adquiridos a respeito dos compostos desenvolvidos, os
derivados 1, 4, 15, 20 e 24 que se mostraram mais promissores devido a elevada poténcia, alta
taxa de conversdo pela 7cNTR e excelentes dados preditos nos pardmetros in silico, foram
avaliados in vivo contra T’ cruzi. Dentre esses, o derivado 1 se destacou como o mais promissor,
sendo capaz de promover uma reducdo de 100% na parasitemia e garantindo 100% de

sobrevivéncia dos animais testados.

Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que estes foram favoraveis de maneira
geral e contribuem significativamente para a busca por novos candidatos a terapia da doenca de
Chagas, justificando estudos adicionais. Assim, o derivado 1 foi escolhido para o aumento de
escala e para avangar em estudos pré-clinicos. Ele apresentou vantagens sobre o BZN, pois tem
modificacdo estrutural em potencial sitio de metabolizagdo, o qual pode estar associado a

toxicidade e nos estudos in silico prevé-se maior grau de absor¢ao intestinal (91% versus 67%),
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dada a sua maior lipofilicidade, podendo reduzir doses e efeitos adversos. Além disso, o
derivado 1 reduziu a parasitemia (cepa Y) dos camundongos tratados, mantendo a sobrevida

em 100%.

Considerando esses resultados promissores do derivado 1, o presente trabalho foi
recentemente contemplado no Edital Inova Doengas Determinadas Socialmente — DDS da
Fundagao Oswaldo Cruz, que fomentara a realizacdo dos ensaios pré-clinicos necessarios para
a determinagdo da farmacocinética oral e a seguranca desta nova substancia, conforme

preconizado pela ANVISA.

Finalmente, este trabalho foi realizado com a colaboragdo de trés grupos de pesquisa,
envolvendo profissionais de diferentes areas do conhecimento, como Quimica, Farmacia e
Biologia. Essa abordagem interdisciplinar foi essencial para a sintese, caracterizacdo e
avaliacdo biologica das moléculas, permitindo uma analise mais completa de seu potencial

contra o Trypanosoma cruzi.
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7. Perspectiva

Para que o derivado 1 possa avangar em seu desenvolvimento, sao propostos o aumento
de escala (scale-up); estudo da atividade anti-7. cruzi em sistema tridimensional de esferéides
cardiacos em diferentes DTUs de 7. cruzi; complementagdo da prova de concento in vivo com
a avaliacdo da eficdcia anti-7. cruzi em camundongos infectados com a cepa colombiana
(resistente); determinacgdo in vitro do grau de ligacdo a proteina plasmatica do derivado 1;
avaliacdo in vitro da estabilidade metabdlica em enzimas microssomais do figado e fragdes S9;
analise do perfil farmacocinético de via oral em camundongos; avaliagdo do potencial de
genotoxicidade pelo teste de microntcleos em eritrocitos de mamiferos em BPL (OECD 474);
avaliagdo do potencial de mutagenicidade pelo teste de Ames em BPL (OECD 471);
determinagdo do potencial de toxicidade oral aguda em ratos em BPL (OECD 423).
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8. Parte experimental

8.1. Materiais e métodos

Os solventes e reagentes utilizados foram adquiridos pela Aldrich®, Vetec®, Merck® e
Tedia® com elevado grau de pureza, de forma que foram utilizados sem purificacao adicional.
As cromatografias em camada fina (CCF) foram realizadas utilizando a cromatofolha Merck®
Kieselgel 60 F254 em sistema de eluicao acetato de etila (8) : hexano (2) e acetato de etila (7)
: hexano (3) com revelacao em luz ultravioleta de ondas curtas e longas (254 € 366 nm).

A espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray em modo positivo (EMIES
(+)) foi realizada em equipamento Waters® Micromass. Os valores sdo expressos em relagao
massa/carga (m/z) e sdo equivalentes a massa molecular da substdncia mais um préton ou ion
sodio.

As amostras analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho (IV) foram feitas
por refletancia, diluidas em brometo de potassio (KBr), utilizando o espectrofotdmetro
Shimadzu®, modelo IR Prestige-21. Os valores correspondentes sdo expressos em nimero de
ondas em centimetro reciproco (cm™).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos através de
aparelho Bruker® Avance com frequéncia de 400 MHz para 'H, 100 MHz para *C e 377 MHz
para '°F. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm), as
constantes de acoplamento (J) em hertz (Hz) e as multiplicidades foram designadas do seguinte
modo: s (simpleto), d (dupleto), dd (dupleto de dupletos), t (tripleto), dt (dupleto de tripletos),
td (tripleto de dupletos), ddd (dupleto de dupletos de dupletos), tdd (tripleto de dupletos de
dupletos), q (quarteto), p (pentano), m (multipleto). Nos espectros de 'H e *C foi utilizado o
trimetilsilano como referéncia em 0 ppm. Os espectros foram editados utilizando o programa
MestReNova® versao 14.0.0-23239 (© 2019 Mestrelab Research S. L.). Os solventes utilizados
para diluicdo das amostras foram dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6), e dgua deuterada
(HDO).

Os compostos obtidos que necessitaram de purificagcdo, foram purificados através de
cromatografia em camada delgada (C.C.D.) ou através de recristalizagdo. Para a purificacao dos
produtos através de C.C.D. foi utilizado cromatoplacas com comprimento de 20 x 20 cm com
silica gel 60 F-254, marca Merck, em sistema de eluicdo acetato de etila (4) : hexano (6). A
visualizacdo das substancias em C.C.D. foi realizada em ldmpada de UV (254-366 nm). Para a

purificacdo através de recristalizagdo foi utilizado como solvente etanol ou tetraidrofurano.
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A pureza dos compostos finais foi determinada por HPLC utilizando um dispositivo
Agilent 1100 Series com bomba binaria LC-20ADXR, degaseificador DGU-20AS5R, injetor
automatico CBM-20A, forno de colunas CTO-20AC e detector por arranjo de diodos SPD-
M20A. Aquisi¢ao de dados e controle foi feita pelo software AgilentChemStation 1100 Series.
A fase movel selecionada € composta por 4gua (A) e acetonitrila (B) na propor¢ao de 1:1, tendo
como eluente acetonitrila (B). Foi utilizado o seguinte gradiente: em 0 min - 50% de B e 100%
de A, em 5min 50% de B. Como pré-coluna e coluna foi utilizado LiChrospher® 100 RP-18 (5
um). A temperatura do forno foi de 25 °C e a vazao foi de 1,0 mL/min™'. A detec¢iio por UV foi
efetuada a A= 361 nm e todos os compostos enviados para avaliagdo biologica apresentaram

uma pureza > 95%.

8.2. Sintese dos derivados finais 1-27
8.2.1. Procedimento Geral

A um baldo foram adicionados 200 mg das aminas correspondentes (28-54), 3
equivalentes de carbonato de potassio, juntamente com 3 mL de 4gua e 3mL de acetato de etila.
Em seguida, foi adicionado gota a gota 1,1 equivalentes de cloreto de cloroacetila para as
aminas de 28-53 e para a amina 54, 1,1 equivalentes de cloreto de 3-cloropropanoila. A mistura
se manteu em agitagdo a temperatura ambiente por 10 minutos, tempo necessario para ocorrer
o consumo total das aminas. Apds, sem nenhum tipo de isolamento, foi adicionado ao baldo 1,1
equivalentes de 2-nitroimidazol e 0,2 equivalentes de brometo de tetrabutilamonio. A mistura
foi mantida em agitacdo vigorosa na temperatura de 75 °C por 24 h. Em seguida, o baldo foi
resfriado a temperatura ambiente e levado ao freezer (-20 °C) por 1 hora. Os produtos 1-11, 13-
24 e 27 precipitaram no baldo, e o solido formado foi filtrado a vécuo, lavado com agua
destilada gelada e etanol gelado, com excecao de 10 que foi lavado com diclorometano gelado
ao invés de etanol. J4 os produtos 12, 25 e 26 ndo precipitaram, entdo estes foram vertidos em
acetato de etila e a fase organica foi extraida com agua destilada trés vezes, seca com sulfato de
sodio anidro e concentrada a vacuo. Dezesseis dos derivados (1-7, 9-11, 13, 16-18, 20-21 ¢ 24),
foram obtidos sem a necessidade de posterior purificacdo, os demais foram purificados através
de recristalizagdo ou por cromatografia em camada delgada. Os produtos 8, 12, 14, 15 e 22,
foram purificados através de uma recristalizagdo utilizando como solvente entre 10-60 mL de
etanol (15 e 22 = 10 mL; 8 e 14 = 15 mL; 12 = 60 mL), enquanto para o derivado 19, foi
utilizado15 mL de tetraidrofurano como solvente. O derivado 14 teve que ter o processo de

recristalizacao repetido para alcancgar a pureza necessaria. Os demais produtos (23, 25-27),
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foram purificados por cromatografia em camada delgada utilizando como eluente acetato de

etila (4:6) hexano.

N-(2-metilbenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (1)

14
13 15 8 NO
128N Z5-8 H 7 A /gz i
Ny 10 \H/&N\\/N
CHs O 5=
16

Massa obtida 307 mg / Rendimento 68 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A= 361 nm) tr = 2,59

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 297,1066 / exp. [M+23]": m/z 297,0957.

IV v (cm™)/estiramento: 3.238 (N-H), 1.658 (C=0), 1.530 ¢ 1.357 (N-O).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dp) 6 8,69 (H-8; t; J = 5,6 Hz; 1H), 7,64 (H-5; d; J= 1,1 Hz; 1H),
7,27 — 7,23 (H-15; m; 1H), 7,19 (H-4; d; J= 1,1 Hz; 1H), 7,20 — 7,15 (H-12, H-13, H-14; m;
3H), 5,17 (H-6,6; s; 2H), 4,30 (H-9,9’; d; J= 5,5 Hz; 2H), 2,27 (H-16; s; 3H).

RMN "C (100 MHz, DMSO-ds) 6 165,49 (C-7), 144,98 (C-2), 136,39 (C-10), 135,86 (C-11),
130,01 (C-4), 128,85 (C-5), 127,89 (C-15), 127,49 (C-12), 127,17 (C-13), 125,80 (C-14), 51,56
(C-6), 40,67 (C-9), 18,59 (C-16).

N-(3-metilbenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (2)

13 15 I§| NO,
9 N_7 8 )%
HaC 23710 WN SN
\—/
16 o} A/

Massa obtida 260 mg / Rendimento 57 %

Pureza por CLUE-UV 99,6% (A=361 nm) tr= 1,89

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 297,1066 / exp. [M+23]": m/z 297,0943.
IV v (cm™)/estiramento: 3.266 (N-H), 1.657 (C=0), 1.536 ¢ 1.357 (N-O).
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) 5 8,80 (H-8; t; J= 5,9 Hz; 1H), 7,64 (H-5; d; J= 1,1 Hz; 1H),
7,25 — 7,18 (H-4, H-14; m; 2H), 7,11 — 7,04 (H-11, H-13, H-15; m; 3H), 5,17 (H-6,6"; s; 2H),
4,29 (H-9,9; d; J = 5,9 Hz; 2H), 2,29 (H-16; s; 3H).

RMN C (100 MHz, DMSO-de) 8 165,68 (C-7), 144,98 (C-2), 138,75 (C-10), 137,44 (C-12),
128,86 (C-5), 128,25 (C-4), 127,88 (C-14), 127,54 (C-11, C-13), 124,34 (C-15), 51,63 (C-6),
42,30 (C-9), 21,02 (C-16).

N-(4-metilbenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (3)

14
H3C13 15 8 NO,
e o N, 8 e

1257107 %N ~N

o 5 4

Massa obtida 267 mg / Rendimento 59 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr = 1,88

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 297,1066 / exp. [M+23]": m/z 297,0961.

IV v (cm™)/estiramento: 3.297 (N-H), 1.661 (C=0), 1.536 ¢ 1.365 (N-O).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,77 (H-8; t; J = 5,9 Hz; 1H), 7,63 (H-5; d; J= 1,1 Hz; 1H),
7,19 (H-4; d; J=1,1 Hz; 1H), 7,18 — 7,12 (H-11, H-12, H-14, H-15; m; 4H), 5,15 (H-6,6’; s;
2H), 4,28 (H-9,9’; d; J= 5,8 Hz; 2H), 2,28 (H-16; s; 3H).

RMN C (100 MHz, DMSO-ds) & 165,56 (C-7), 144,94 (C-2), 136,02 (C-10), 135,79 (C-13),
128,84 (C-12, C-14), 128,79 (C-5), 127,45 (C-4), 127,22 (C-11, C-15), 51,57 (C-6), 42,06 (C-
9), 20,64 (C-16).

N-(2-chlorobenzyl)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)acetamide (4)

14
13 15 8 NO,
N

6
12 SY 10 3, WN/@N
cl 0 5=y

Massa obtida 300 mg / Rendimento 72 %
Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr = 1,89
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EMAR-IES(+) calc. [M+1]": m/z 295,0520 / exp. [M+1]": m/z 295,0592. Calc. [M+23]": m/z
317,0520 / exp. [M+23]": m/z 317,0412.

IV v (cm™)/estiramento: 3.236 (N-H), 1.657 (C=0), 1.529 ¢ 1.356 (N-O), 784 (C-CI).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8,87 (H-8; t; J = 5,8 Hz; 1H), 7,64 (H-5; d; J = 1,1 Hz; 1H),
7,45 (H-15; dd; J=7,5; 1,7 Hz; 1H), 7,40 (H-12; dd; J=7,5; 2,0 Hz; 1H), 7,37 — 7,28 (H-13,
H-14; m; 2H), 7,20 (H-4; d; /= 1,0 Hz; 1H), 5,21 (H-6,6’; s; 2H), 4,40 (H-9,9’; d; J= 5,7 Hz;
2H).

RMN C (100 MHz, DMSO-dg) & 165,96 (C-7), 144,95 (C-2), 135,76 (C-10), 132,13 (C-11),
129,18 (C-12), 129,00 (C-13), 128,88 (C-15), 128,84 (C-5), 127,52 (C-4), 127,20 (C-14), 51,57
(C-6).

N-(3-clorobenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (5)

14

13 15 8 NO,
9 H 7 8 )%
CI1257710 WN SN

1109
O 5 4

Massa obtida 188 mg / Rendimento 45 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr= 1,97

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 317,0520 / exp. [M+23]": m/z 317,0418.

IV v (cm™)/estiramento: 3.230 (N-H), 1.655 (C=0), 1.530 e 1.358 (N-0O), 773 (C-CI).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8,88 (H-8; t; J = 5,9 Hz; 1H), 7,64 (H-5; d; J = 1,0 Hz; 1H),
7,41 —17,28 (H-11, H-13, H-14; m; 3H), 7,24 (H-15; dt; /= 17,3, 1,5 Hz; 1H), 7,20 (H-4; d; J =
1,1 Hz; 1H), 5,19 (H-6,6’; s; 2H), 4,34 (H-9,9’; d; J= 6,0 Hz; 2H).

RMN *C (100 MHz, DMSO-dg) & 165,53 (C-7), 144,55 (C-2), 141,16 (C-10), 132,67 (C-12),
129,80 (C-14), 128,44 (C-5), 127,12 (C-4), 126,58 (C-11), 126,49 (C-13), 125,45 (C-15), 51,20
(C-6), 41,33 (C-9).
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N-(4-clorobenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (6)

Cl 14

13 NO

A

15

WAN

Massa obtida 293 mg / Rendimento 70 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A= 361 nm) tr = 1,99

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 317,0520 / exp. [M+23]": m/z 317,0398.

IV v (cm™!)/estiramento: 3.293 (N-H), 1.659 (C=0), 1.529 ¢ 1.357 (N-0O), 780 (C-CI).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8,88 (H-8; t; J = 5,9 Hz; 1H), 7,63 (H-5; d; J = 1,1 Hz; 1H),
7,42 — 7,36 (H-12, H-14; m; 2H), 7,32 — 7,27 (H-11, H-15; m; 2H), 7,19 (H-4; d; J = 1,0 Hz;
1H), 5,17 (H-6,6’; s; 2H), 4,31 (H-9,9’; d; J= 5,8 Hz; 2H).

RMN BC (100 MHz, DMSO-ds) 6 166,28 (C-7), 145,41 (C-2), 138,48 (C-13), 131,97 (C-10),
129,57 (C-11, C-15), 129,29 (C-5), 128,72 (C-12, C-14), 127,97 (C-4), 52,05 (C-6), 42,10 (C-
9).

N-(2-fluorobenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (7)

14
NO,

9N7 N/<2

9'

T oo

Massa obtida 216 mg / Rendimento 49 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr= 1,65

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 301,0815 / exp. [M+23]": m/z 301,0695.

IV v (cm™)/estiramento: 3.264 (N-H), 1.656 (C=0), 1.535 ¢ 1.357 (N-0), 1.233 (C-F).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dp) & 8,84 (H-8; t; J= 5,8 Hz; 1H), 7,63 (H-5; s; 1H), 7,39 — 7,29
(H-13, H-15; m, 2H), 7,23 — 7,15 (H-4, H-12, H-14; m; 3H), 5,17 (H-6,6’; s; 2H), 4,36 (H-9,9’;
d; J=5,8 Hz; 2H).

RMN BC (100 MHz, DMSO-ds) 8 165,84 (C-7), 160,09 (C-11; d; J = 244,6 Hz), 144,96 (C-
2), 129,66 (C-15; d; J = 4,3 Hz), 129,19 (C-13; d; J = 8,1 Hz), 128,84 (C-5), 127,51 (C-4),
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125,46 (C-10; d; J = 14,7 Hz), 124,37 (C-14; d; J = 3,5 Hz), 115,15 (C-12; d; J = 21,0 Hz),
51,56 (C-6), 36,26 (C-9; d; J = 4,5 Hz).
RMN °F (377 MHz, DMSO-de) 5 -118,84 (dt, J = 11,8; 6,5 Hz).

N-(3-fluorobenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (8)

13 15 |§| NO,
g N 7.2 X
FA25710 WN—N
O 5 4

Massa obtida 164 mg / Rendimento 37 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A= 361 nm) tr = 1,80

EMAR-IES(+) calc. [M+1]": m/z 279,0815 / exp. [M+1]": m/z 279,0891. Calc. [M+23]": m/z
301,0815 / exp. [M+23]": m/z 301,0720.

IV v (cm™!)/estiramento: 3.285 (N-H), 1.654 (C=0), 1.537 ¢ 1.357 (N-0), 1.251 (C-F).

RMN H (400 MHz, DMSO-dp) 6 8,88 (H-8; t; J= 6,0 Hz; 1H), 7,64 (H-5; s; 1H), 7,39 — 7,35
(H-14; m; 1H), 7,20 (H-4; s; 1H), 7,13 — 7,05 (H-11, H-13, H-15; m; 3H), 5,19 (H-6,6’; s; 2H),
4,35 (H-9,9’; d; J=5,9 Hz; 2H).

RMN BC (100 MHz, DMSO-ds) 8 165,96 (C-7), 162,29 (C-12; d; J = 243,3 Hz), 144,97 (C-
2), 142,00 (C-10; d; J = 7,1 Hz), 130,29 (C-14; d; J = 8,1 Hz), 128,87 (C-5), 127,56 (C-4),
123,16 (C-15; d; J = 2,8 Hz), 113,85 (C-13; d; J = 10,7 Hz), 113,63 (C-11; d; J = 10,0 Hz),
51,63 (C-6), 41,78 (C-9; d; J= 1,8 Hz).

RMN F (377 MHz, DMSO-ds) 6 -113,43 (td; J= 9,6, 6,1 Hz).

N-(4-fluorobenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (9)

F 14

13 NO

A\

15

WAN

Massa obtida 292 mg / Rendimento 66 %
Pureza por CLUE-UV 100% (A= 361 nm) tr = 1,66
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EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 301,0815 / exp. [M+23]": m/z 301,0706.

IV v (cm™)/estiramento: 3.290 (N-H), 1.661 (C=0), 1.536 ¢ 1.365 (N-O), 1.243 (C-F).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dp) & 8,84 (H-8; t; J= 5,9 Hz; 1H), 7,63 (H-5; s; 1H), 7,34 — 7,29
(H-11, H-15; m; 2H), 7,20 — 7,13 (H-4, H-12, H-14; m; 3H), 5,16 (H-6,6’; s; 2H), 4,31 (H-9,9’;
d; J=5,8 Hz; 2H).

RMN BC (100 MHz, DMSO-ds) 8 165,09 (C-7), 160,63 (C-13; d; J = 242,4 Hz), 144,32 (C-
2), 134,48 (C-10; d; J= 3,0 Hz), 128,60 (C-11, C-15; d; J = 8,1 Hz), 128,18 (C-5), 126,86 (C-
4), 114,42 (C-12, C-14; d; J= 21,3 Hz), 50,95 (C-6), 40,97 (C-9).

RMN F (377 MHz, DMSO-ds) 6 -115,93 (tt; J=9,7, 5,5 Hz).

2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(2-nitrobenzil)acetamida (10)

14

13 15 8 NO,
6
12 AN /Q
Ay 10 WN A\
NO, o 5&4

Massa obtida 200 mg / Rendimento 62 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr = 1,61

EMAR-IES(+) calc. [M+1]": m/z 306,0760 / exp. [M+1]": m/z 306,0846. Calc. [M+23]": m/z
328,0760 / exp. [M+23]": m/z 328,0665.

IV v (cm™)/estiramento: 3.265 (N-H), 1.659 (C=0), 1.539 ¢ 1.357 (N-O).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,94 (H-8; t; J = 5,8 Hz; 1H), 8,06 (H-12; dd; J = 8,1, 1,3
Hz; 1H), 7,75 (H-14; td; J=7,6; 1,3 Hz; 1H), 7,64 (H-5; d; J= 1,1 Hz; 1H), 7,61 — 7,53 (H-13,
H-15; m; 1H), 7,20 (H-4; d; J= 1,0 Hz; 1H), 5,22 (H-6,6’; s; 2H), 4,63 (H-9-9’; d; /= 5,7 Hz;
2H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds) 6 166,81 (C-7), 148,33 (C-11), 145,39 (C-2), 134,27 (C-14),
134,14 (C-10), 130,04 (C-15), 129,32 (C-5), 128,98 (C-13), 128,01 (C-4), 125,16 (C-12), 52,03
(C-6).
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2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(3-nitrobenzil)acetamida (11)

8 NO,

9 H\F(e\ \2
O,N12577107y 6N N
11 9 o \ /

13 15

5

N

Massa obtida 153 mg / Rendimento 47 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr= 1,61

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 328,0760 / exp. [M+23]": m/z 328,0642.

IV v (cm™!)/estiramento: 3.289 (N-H), 1.661 (C=0), 1.529 e 1.345 (N-O).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 9,00 (H-8; t; J = 6,0 Hz; 1H), 8,18 — 8,10 (H-11, H-13; m;
2H), 7,74 (H-15; dt; J="7,7, 1,4 Hz; 1H), 7,65 (H-14; t; J= 7,9 Hz; 1H), 7,64 (H-5;d; J=1,1
Hz; 1H), 7,20 (H-4; d; J= 1,1 Hz; 1H), 5,20 (H-6,6’; s; 2H), 4,47 (H-9,9’; d; J = 5,9 Hz; 2H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d) & 166,03 (C-7), 147,73 (C-12), 144,81 (C-2), 141,34 (C-10),
133,83 (C-15), 129,76 (C-14), 128,72 (C-5), 127,42 (C-4), 121,85 (C-13), 121,70 (C-11), 51,49
(C-6), 41,53 (C-9).

2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(4-nitrobenzil)acetamida (12)

14
O2N 15 8 NO,
13 H 6 2

9 70 N
125770 \[@N_N
O 5 4

Massa obtida 195 mg / Rendimento 60 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr= 1,72

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 328,0760 / exp. [M+23]": m/z 328,0667.

IV v (cm™)/estiramento: 3.264 (N-H), 1.679 (C=0), 1.515 e 1.346 (N-O).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5 8,99 (H-8; t, J = 6,0 Hz; 1H), 8,24 — 8,18 (H-12, H-14; m;
2H), 7,64 (H-5;d, J=1,1 Hz; 1H), 7,58 — 7,52 (H-11, H-15; m; 2H), 7,20 (H-4; d; J= 1,1 Hz;
1H), 5,21 (H-6,6’; s; 2H), 4,47 (H-9,9’; d, J= 5,9 Hz; 2H).
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RMN BC (100 MHz, DMSO-ds) 8 166,02 (C-7), 146,95 (C-13), 146,45 (C-10), 144,83 (C-2),
128,73 (C-5), 128,10 (C-11, C-15), 127,44 (C-4), 123,37 (C-12, C-14), 51,47 (C-6), 41,75 (C-

9).

2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(3-(trifluorometil)benzil)acetamida (13)

13 15 8 NO,

9 H\F(es\ \2
FaC1257100 6"N” SN
16 " o) \—/

5

N

Massa obtida 123 mg / Rendimento 33 %

Pureza por CLUE-UV 97,5% (A= 361 nm) tr = 2,28

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 351,0783 / exp. [M+23]": m/z 351,0668.

IV v (cm™!)/estiramento: 3.234 (N-H), 1.659 (C=0), 1.534 ¢ 1.328 (N-0), 1.120 (C-F).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) & 8,94 (H-8; t; J = 6,0 Hz; 1H), 7,66 — 7,56 (H-5, H-11, H-13,
H-14, H-15; m; 5H), 7,20 (H-4; d; J = 1,1 Hz; 1H), 5,20 (H-6,6"; s; 2H), 4,43 (H-9,9"; d; J =

5,9 Hz; 2H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds) & 166,53 (C-7), 145,39 (C-2), 140,96 (C-10), 131,77 (C-14),
129,83 (C-15), 129,61 (C-12; q; J = 31,4 Hz), 129,30 (C-5), 127,99 (C-4), 124,70 (C-16; q; J =

272,4 Hz), 124,39 — 123,76 (C-11, C-13; m), 52,08 (C-6), 42,28 (C-9).
RMN °F (377 MHz, DMSO-ds) 5 -61,06 (F-16).

2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(4-(trifluorometil)benzil)acetamida (14)

Massa obtida 154 mg / Rendimento 41 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr=2,31

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 351,0783 / exp. [M+23]": m/z 351,0690.

IV v (cm™)/estiramento: 3.283 (N-H), 1.679 (C=0), 1.528 e 1.327 (N-0), 1.110 (C-F).
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8,94 (H-8; t; J = 6,0 Hz; 1H), 7,69 (H-12, H-14; d; J = 8,1
Hz; 2H), 7,61 (H-5; d; J = 1,1 Hz; 1H), 7,49 (H-11, H-15; d; J = 8,0 Hz; 2H), 7,19 (H-4; d; J =
1,0 Hz; 1H), 5,18 (H-6,6"; s; 2H), 4,41 (H-9,9°; d; J = 5,9 Hz; 2H).

RMN '3C (100 MHz, DMSO-ds) § 166,20 (C-7), 145,06 (C-2), 143,98 (C-10), 129,00 (C-5),
128,01 (C-11, C-15), 127,82 (C-13; q; J = 31,7 Hz), 127,72 (C-4), 125,35 (C-12, C-14; q; J =
3,8 Hz), 124,47 (C-16; q; J=271,9 Hz), 51,74 (C-6), 42,11 (C-9).

RMN !°F (377 MHz, DMSO-ds) & -60,82 (F-16).

N-(2-metoxibenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (15)

13 15 E' No2
9 N

j?/\N

OCH3

Massa obtida 263 mg / Rendimento 63 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr= 1,83

EMAR-IES(+) cale. [M+1]": m/z 291,1015 / exp. [M+1]": m/z 291,1092. Calc. [M+23]": m/z
313,1015 / exp. [M+23]": m/z 313,0910.

IV v (cm™)/estiramento: 3.219 (N-H), 1.650 (C=0), 1.536 e 1.359 (N-O), 1.159 (C-O).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dp) 6 8,65 (H-8; t; J = 5,8 Hz; 1H), 7,63 (H-5; d; J= 1,1 Hz; 1H),
7,28 — 7,23 (H-13; m; 1H), 7,21 (H-15; dd; J=7.,5, 1,7 Hz; 1H), 7,19 (H-4; d; J= 1,1 Hz; 1H),
6,99 (H-12; dd; J=8.,2, 1,1 Hz; 1H), 6,92 (H-14; td; /= 7,4, 1,1 Hz; 1H), 5,18 (H-6,6; s; 2H),
4,28 (H-9,9’; d; J= 5,7 Hz; 2H), 3,80 (H-16; s; 3H).

RMN BC (100 MHz, DMSO-ds) 6 165,69 (C-7), 156,71 (C-11), 145,00 (C-2), 128,84 (C-5),
128,35 (C-15), 127,91 (C-13), 127,49 (C-4), 126,17 (C-10), 120,15 (C-14), 110,55 (C-12),
55,36 (C-16), 51,62 (C-6), 37,55 (C-9).

N-(3-metoxibenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (16)

14
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Massa obtida 150 mg / Rendimento 35 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr= 1,61

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 313,1015 / exp. [M+23]": m/z 313,0904.

IV v (cm)/estiramento: 3.283 (N-H), 1.656 (C=0), 1.543 ¢ 1.359 (N-0), 1.157 (C-O).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8,82 (H-8; t; J = 5,9 Hz; 1H), 7,64 (H-5; d; J = 1,1 Hz; 1H),
7,24 (H-14; t; J= 8,0 Hz; 1H), 7,20 (H-4; d; J = 1,1 Hz; 1H), 6,87 — 6,80 (H-11, H-13, H-15;
m; 3H), 5,18 (H-6,6’; s; 2H), 4,31 (H-9,9’; d; J= 5,9 Hz; 2H), 3,75 (H-16; s; 3H).

RMN BC (100 MHz, DMSO-ds) 165,73 (C-7), 159,38 (C-12), 144,97 (C-2), 140,52 (C-10),
129,39 (C-14), 128,86 (C-5), 127,52 (C-4), 119,35 (C-15), 112,57 (C-11, C-13), 54,98 (C-16),
51,64 (C-6), 42,23 (C-9).

N-(4-metoxibenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (17)

Haco % o
16 13 H
N

'y
6 2
1257710 s, %N SN

O 5 4

Massa obtida 356 mg / Rendimento 84 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr = 1,58

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 313,1015 / exp. [M+23]": m/z 313,0902.

IV v (cm™)/estiramento: 3.258 (N-H), 1.653 (C=0), 1.530 e 1.353 (N-0), 1.157 (C-O).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8,75 (H-8; t; J = 5,8 Hz; 1H), 7,63 (H-5; s; 1H), 7,23 - 7,16
(H-4, H-11, H-15; m; 3H), 6,93 — 6,85 (H-12, H-14; m; 2H), 5,14 (H-6,6’; s; 2H), 4,25 (H-9,9’;
d; J=5,8 Hz; 2H), 3,73 (H-16; s; 3H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds) & 165,49 (C-7), 158,34 (C-13), 144,97 (C-2), 130,78 (C-10),
128,81 (C-5), 128,63 (C-11, C-15), 127,47 (C-4), 113,73 (C-12, C-14), 55,09 (C-16), 51,59 (C-
6), 41,80 (C-9).
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2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(4-(trifluorometoxi)benzil)acetamida (18)

14

F;CO 5 8 NO
N

1210 s %N SN

11 '
O 5 4

Massa obtida 165 mg / Rendimento 46 %

Pureza por CLUE-UV 99,2 % (A= 361 nm) tr = 2,43

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 367,0732 / exp. [M+23]": m/z 367,0637.

IV v (cm™)/estiramento: 3.289 (N-H), 1.660 (C=0), 1.536 ¢ 1.367 (N-O), 1.219 (C-F), 1.156
(C-0).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dp) 6 8,88 (H-8; t; J= 5,9 Hz; 1H), 7,63 (H-5; d; J= 1,1 Hz; 1H),
7,43 — 7,38 (H-11, H-15; m; 2H), 7,37 — 7,30 (H-12, H-14; m; 2H), 7,20 (H-4; d; J= 1,1 Hz;
1H), 5,18 (H-6,6’; s; 2H), 4,36 (H-9,9’; d; J=5,9 Hz; 2H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds) 8 165,75 (C-7), 147,19 (C-13; q; J = 1,8 Hz), 144,85 (C-2),
138,40 (C-10), 129,00 (C-11, C-15), 128,73 (C-5), 127,42 (C-4), 120,91 (C-12, C-14), 120,00
(C-16; q; J=256,0 Hz), 51,48 (C-6), 41,52 (C-9).

RMN "°F (377 MHz, DMSO-dp) & -56,86 (F-16).

N-([1,1'-bifenil]-4-ilmetil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (19)

A

Massa obtida 197 mg / Rendimento 54 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr= 3,16

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 359,1222 / exp. [M+23]": m/z 359,1104.

IV v (cm™)/estiramento: 3.291 (N-H), 1.661 (C=0), 1.531 e 1.359 (N-O).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,87 (H-8; t; J = 5,9 Hz; 1H), 7,69 — 7,61 (H-5, H-12, H-14,
H-17, H-21; m; 5H), 7,46 (H-18, H-20; t; J = 7,6 Hz; 2H), 7,41 — 7,32 (H-11, H-15, H-19; m;
3H), 7,21 (H-4; s; 1H), 5,20 (H-6,6; s; 2H), 4,38 (H-9,9’; d; J= 5,8 Hz; 2H).
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RMN 3C (100 MHz, DMSO-de) § 165,71 (C-7), 144,97 (C-2), 139,87 (C-16), 138,90 (C-10),
138,11 (C-13), 128,93 (C-18, C-20), 128,83 (C-5), 127,89 (C-11, C-15), 127,50 (C-4), 127,37
(C-19), 126,61 (C-12, C-14, C-17, C-21), 51,61 (C-6), 42,04 (C-9).

N-(2,4-diclorobenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (20)

14
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Massa obtida 235 mg / Rendimento 62 %

Pureza por CLUE-UV 99,4% (A= 361 nm) tr = 1,83

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 351,0130 / exp. [M+23]": m/z 351,0016.

IV v (cm™)/estiramento: 3.255 (N-H), 1.663 (C=0), 1.531 ¢ 1.359 (N-0), 775 (C-CI).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d) 6 8,89 (H-8; t; J = 5,8 Hz; 1H), 7,62 (H-5; d; J= 1,2 Hz; 1H),
7,61 (H-12; d; J=2,0 Hz; 1H), 7,43 (H-14; dd; J = 8,3, 2,0 Hz; 1H), 7,39 (H-15; d; J= 8,4 Hz;
1H), 7,19 (H-4; d; J= 1,1 Hz; 1H), 5,19 (H-6,6’; s; 2H), 4,36 (H-9,9’; d; J = 5,7 Hz; 2H).
RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds) 8 166,52 (C-7), 145,37 (C-2), 135,50 (C-10), 133,56 (C-11),
132,96 (C-13), 130,85 (C-15), 129,29 (C-5), 129,11 (C-12), 128,00 (C-4), 127,76 (C-14), 79,61
(C-6), 52,00 (C-9).

N-(2,4-difluorobenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (21)

Fas 14
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Massa obtida 165 mg / Rendimento 46 %

Pureza por CLUE-UV 100 % (A=361 nm) tr = 1,78

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 319,0721/ exp. [M+23]": m/z 319,0601.

IV v (cm™)/estiramento: 3.243 (N-H), 1.656 (C=0), 1.530 e 1.359 (N-O), 1.262 (C-F).
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) & 8,84 (H-8; t; J= 5,8 Hz; 1H), 7,62 (H-5; d; J= 1,1 Hz; 1H),
7,40 (H-15; td; J = 8,7, 6,6 Hz; 1H), 7,23 (H-12; ddd; J = 10,4, 9,3, 2,5 Hz; 1H), 7,19 (H-4; d;
J=1,1 Hz, 1H), 7,08 (H-14; tdd; J = 8.6, 2,6, 1,1 Hz; 1H), 5,15 (H-6,6’; s; 2H), 4,33 (H-9,9’;
d; J=5,7 Hz; 2H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-de) & 165,86 (C-7), 162,04 (C-11; dd; J = 146,8, 12,3 Hz), 159,59
(C-13; dd; J = 148,9, 12,4 Hz), 144,94 (C-2), 130,96 (C-15; dd; J=9.9, 5,9 Hz), 128,83 (C-5),
127,52 (C-4), 121,90 (C-10; dd; J = 15,1, 3,7 Hz), 111,33 (C-14; dd; J = 21,1, 3,7 Hz), 103,74
(C-12; t; J= 25,8 Hz), 51,54 (C-6), 35,90 (C-9; d; J = 3,8 Hz).

RMN °F (377 MHz, DMSO-de) 8 -111,65 — -111,78 (F-16; m), -114,21 — -114,34 (F-17; m).

N-(3,5-bis(trifluorometil)benzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (22)
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Massa obtida 136 mg / Rendimento 42 %

Pureza por CLUE-UV 100 % (A= 361 nm) tr = 3,70

EMAR-IES(+) calc. [M+1]": m/z 397,0657 / exp. [M+1]": m/z 397,0726. Calc. [M+23]": m/z
419,0657 / exp. [M+23]": m/z 419,0542.

IV v (cm™)/estiramento: 3.342 (N-H), 1.676 (C=0), 1.544 ¢ 1.376 (N-0O), 1.287 (C-F).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 9,02 (H-8; t; J= 6,0 Hz; 1H), 7,98 (H-13; s; 1H), 7,95 (H-
11, H-15; s; 2H), 7,62 (H-5; d; J= 1,0 Hz; 1H), 7,19 (H-4; d; J= 1,1 Hz; 1H), 5,20 (H-6,6’; s;
2H), 4,52 (H-9,9’; d; J= 5,9 Hz; 2H).

RMN BC (100 MHz, DMSO-ds) 8 166,93 (C-7), 145,30 (C-2), 143,11 (C-10), 130,70 (C-12,
C-14; q; J=32,8 Hz), 129,32 (C-5), 128,29 (C-11, C-15; q; J = 3,8 Hz), 128,04 (C-4), 123,80
(C-16,C-17; q; J=272,8 Hz), 121,12 (C-13; p; J=3,9 Hz), 52,11 (C-6), 41,96 (C-9).

RMN "F (377 MHz, DMSO-ds) 6 -61,34 (F-16, F-17).
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N-(3,4-dimetoxibenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (23)
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Massa obtida 95 mg / Rendimento 27 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr = 1,49

EMAR-IES(+) calc. [M+1]": m/z 321,1121 / exp. [M+1]": m/z 321,1199. Calc. [M+23]": m/z
343,1121 / exp. [M+23]": m/z 343,1016.

IV v (cm™!)/estiramento: 3.272 (N-H), 1.655 (C=0), 1.550 e 1.351 (N-O), 1.145 (C-O).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dc) 6 8,76 (H-8; t; J = 5,8 Hz; 1H), 7,63 (H-5; d; J= 1,1 Hz; 1H),
7,20 (H-4; d; J= 1,1 Hz; 1H), 6,90 (H-14; d; J= 8,2 Hz; 1H), 6,87 (H-11; d; J=2,0 Hz; 1H),
6,79 (H-15; dd; J= 8,2, 2,0 Hz; 1H), 5,15 (H-6,6’; s; 2H), 4,26 (H-9,9’; d; J= 5,8 Hz; 2H), 3,75
(H-17; s; 3H), 3,73 (H-16; s; 3H).

RMN BC (100 MHz, DMSO-ds) 8 165,44 (C-7), 148,59 (C-12), 147,74 (C-13), 144,84 (C-2),
131,20 (C-10), 128,72 (C-5), 127,38 (C-4), 119,21 (C-15), 111,54 (C-14), 111,03 (C-11), 55,46
(C-16), 55,22 (C-17), 51,53 (C-6), 41,93 (C-9).

N-(2,4-dimetoxibenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (24)
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Massa obtida 187 mg / Rendimento 49 %

Pureza por CLUE-UV 97,8% (A=361 nm) tr = 1,81

EMAR-IES(+) calc. [M+1]": m/z 321,1121 / exp. [M+1]": m/z 321,1199. Calc. [M+23]": m/z
343,1121 / exp. [M+23]": m/z 343,1017.

IV v (cm™)/estiramento: 3.264 (N-H), 1.647 (C=0), 1.536 ¢ 1.361 (N-O), 1.156 (C-O).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8,55 (H-8; t; J = 5,7 Hz; 1H), 7,62 (H-5; d; J = 1,1 Hz; 1H),

7,18 (H-4; d; J= 1,1 Hz; 1H), 7,11 (H-15; d; J = 8,3 Hz; 1H), 6,55 (H-12; d; J= 2,4 Hz; 1H),
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6,48 (H-14; dd; /=83, 2,4 Hz; 1H), 5,14 (H-6,6’; s; 2H), 4,19 (H-9,9’; d; J = 5,6 Hz; 2H), 3,79
(H-16; s; 3H), 3,75 (H-17; s; 3H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds) 6 165,33 (C-7), 159,78 (C-13), 157,64 (C-11), 144,87 (C-2),
128,91 (C-15), 128,67 (C-5), 127,32 (C-4), 118,24 (C-10), 104,18 (C-14), 98,13 (C-12), 55,31
(C-17), 55,12 (C-16), 51,46 (C-6), 37,12 (C-9).

2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(1-feniletil)acetamida (25)
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Massa obtida 177 mg / Rendimento 39 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr= 1,77

EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 297,1066 / exp. [M+23]": m/z 297,0973.

IV v (cm™)/estiramento: 3.224 (N-H), 1.672 (C=0), 1.544 ¢ 1.360 (N-O).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,80 (H-8; d; J= 7,9 Hz; 1H), 7,61 (H-5; d; J= 1,1 Hz; 1H),
7,35 -7,32 (H-11, H-12, H-14, H-15; m; 4H), 7,28 — 7,21 (H-13; m; 1H), 7,17 (H-4; d; /= 1,0
Hz; 1H), 5,14 (H-6,6’; s; 2H), 4,92 (H-9; p; J=7,1 Hz; 1H), 1,39 (H-16; d; J= 7,0 Hz; 3H).
RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds) 6 164,59 (C-7), 144,82 (C-2), 143,88 (C-10), 128,71 (C-5),
128,19 (C-12, C-14), 127,30 (C-4), 126,70 (C-13), 125,84 (C-11, C-15), 51,49 (C-6), 48,18 (C-
9), 22,34 (C-16).

N-benzil-N-metil-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (26)
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Massa obtida 255 mg / Rendimento 58 %
Pureza por CLUE-UV 95,5% (A=361 nm) tr = 1,95
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EMAR-IES(+) calc. [M+23]": m/z 297,1066 / exp. [M+23]": m/z 297,0957.

IV v (cm™!)/estiramento: 1.655 (C=0), 1.537 e 1.359 (N-0), 1.292 (C-N).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 7,57 (H-5; d; J = 1,1 Hz; 1H), 7,46 — 7,40, 7,37 — 7,32 (H-
11, H-13, H-15; m; 3H), 7,30 — 7,26, 7,26 — 7,21 (H-12, H-14; m; 2H), 7,19, 7,18 (H-4; d; J =
1,1 Hz; 1H), 5,50 (H-6,6’; s; 1H), 4,64, 4,54 (H-9,9’; s; 2H), 3,00, 2,82 (H-8; s; 2H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds) 6 165,69, 165,42 (C-7), 145,10 (C-2), 136,84, 136,25 (C-10),
128,71, 128,50 (C-5); 128,41, 128,32 (C-11, C-15), 127,49, 127,43 (C-4), 127,40, 127,34 (C-
12, C-14), 127,15, 126,84 (C-13), 51,37, 50,32 (C-9), 51,11, 50,96 (C-6), 33,64, 33,37 (C-8).

2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-fenetilacetamida (27)
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Massa obtida 182 mg / Rendimento 40 %

Pureza por CLUE-UV 100% (A=361 nm) tr= 1,75

EMAR-IES(+4) calc. [M+23]": m/z 297,1066 / exp. [M+23]": m/z 297,0957.

IV v (cm™)/estiramento: 3.290 (N-H), 1.681 (C=0), 1.528 e 1.358 (N-O).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dc) 6 8,41 (H-8; t; J = 5,6 Hz; 1H), 7,58 (H-5; d; J= 1,1 Hz; 1H),
7,32 -17,26 (H-13, H-15; m; 2H), 7,23 — 7,19 (H-12, H-14, H-16; m; 3H), 7,18 (H-4; d; J= 1,1
Hz; 1H), 5,06 (H-6,6’; s; 2H), 3,31 (H-9,9°; td; J= 7,3, 5,7 Hz; 2H), 2,71 (H-10,10’; t; J=7.,3
Hz; 2H).

RMN BC (100 MHz, DMSO-ds) 6 165,70 (C-7), 145,07 (C-2), 139,36 (C-11), 128,95 (C-5),
128,81 (C-12, C-16), 128,54 (C-13, C-15), 127,62 (C-4), 126,35 (C-14), 51,72 (C-6), 40,68 (C-
9), 35,15 (C-10).

8.3. Ensaios de atividade enzimatica (7cNTR)

Para os testes de atividade da 7cNTR, foi utilizado o ensaio espectrofotométrico
continuo, que monitorou a redu¢io do NADH em 340 nm (£=6.220 M 'cm™), por um periodo
de 120 s a 25°C, no leitor de microplacas SpectraMax 384 Plus. A reagdo enzimatica foi
realizada em 190 pL do meio reacional (tampao Tris 50 mM, pH 7,5, 0,1% Triton X-100 e 50
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uM NADH ) contendo os compostos a 50 uM. Iniciou-se o ensaio com a adi¢do de 10 uL da
solugdo de proteina, na concentragdo de 200 pg/mL, preparada em 50 mM Tris, pH 8,5, 300
mM NaCl, e 0,1% de Triton X-100, para chegar a concentracdo final de proteina no meio de 10
pug/mL (~376 nM). Os ensaios foram feitos em triplicata para cada um dos compostos testados
e, em cada medida, somente o meio reacional, sem a adi¢do de enzima, foi utilizado como
branco. A % de atividade foi calculada considerando a atividade para o BZN como sendo 100,

nas mesmas condigdes e concentragdes.

8.4. Avaliacao anti-T. cruzi in vitro em modelo intracelular contra a cepa Tulahuen

Para este bioensaio, foi utilizada a cepa Tulahuen do Trypanosoma cruzi que expressa o
gene [-galactosidase de Escherichia coli (BUCKNER et al., 1996). Para obter formas
tripomastigotas infecciosas, o parasita foi cultivado em monocamadas de fibroblastos de
camundongos 1.929, em meio RPMI-1640 (pH 7,2-7,4), livre de vermelho de fenol (Gibco
BRL), com 10% de soro fetal bovino e 2 mM de glutamina. Para o bioensaio, foram adicionadas
4.000 células L929 em 80 pL de meio suplementado a cada pogo de uma placa de microtitulacao
de 96 pocos. Apds uma incubagdo noturna, acrescentou-se 40.000 tripomastigotas em 20 pL as
células que foram encubadas por 2 h. O meio contendo parasitas que nao penetram nas células
¢ substituido por 200 puL de meio fresco, e a placa foi incubada por mais 48 h para estabelecer
a infec¢do. Em seguida, o meio foi substituido por solugdes de compostos a 1,0 pg/mL em 200
pL de meio fresco, e a placa incubada por 96 h a 37 °C. Apds esse periodo, foi adicionado 50
pL de vermelho de clorofenol D-galactopirandsido (500 uM) em 0,5% de Nonidet P40 a cada
poco, ¢ a placa foi incubada por 18 h a 37 °C. Em seguida, a absorbancia ¢ medida a 570 nm.
Controles com células nio infectadas e células infectadas tratadas com benznidazol sdo
realizados simultaneamente. Os resultados sdo expressos como a porcentagem de inibicdo do
crescimento do 7. cruzi nas células testadas com o composto em relagdo as células infectadas e

nao tratadas. Os ensaios sdo conduzidos em triplicata.

8.5. Avaliacao de citotoxicidade in vitro em células 1.929

Neste bioensaio, 4.000 células de mamiferos em 200 uL de meio RPMI-1640 (pH 7,2-
7,4) (Gibco BRL) mais 10% de soro fetal bovino e glutamina 2 mM foram adicionados a cada

poco de uma placa de microtitulacdo de 96 pocos que incubada durante trés dias a 37 °C. O
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meio foi substituido por solugdes dos compostos (diluidos em 200 puLL de meio suplementado
sem vermelho de fenol), em concentragdes 50 vezes superiores ao ECso encontrado no ensaio
de atividade anti-T. cruzi, e a placa foi incubada por mais quatro dias a 37 °C. Foi adicionado
apos esse periodo, 20 pL de AlamarBlue™ a cada pogo, € a placa foi incubada por mais 4-6 h.
A absorbancia foi medida em seguida a 570 nm. Controles com células ndo tratadas e tratadas
com BZN foram realizados simultaneamente, sendo as triplicatas executadas no mesmo prato.
Os resultados sdo expressos como a diferenca percentual na redugdo entre as células tratadas

(CT) e as células nao tratadas (UT).

8.6. Avaliacio da atividade in vitro contra a forma tripomastigota sanguinea da cepa 'Y

Para este bioensaio, foi utilizada a cepa Y de T. cruzi. Formas tripomastigotas foram
obtidas de camundongos albinos Swiss infectados no pico da parasitemia (7° dias pos-infecc¢ao).
Uma soluc¢do estoque de cada composto a ser testado foi preparada em DMSO, na concentragao
de 100 mM. Os ensaios com tripomastiogotas foram realizados em placas de 96 pogos, em
concentragdes dos compostos variando entre 500 a 3,9 uM e com uma concentracdo final de
5x106 parasitos/mL em meio RPMI por 24 h a 4°C na presenga de 5% de sangue e a 37 °C na
auséncia de sangue. A atividade foi expressa pelo parametro ECso. Foram realizados pelo menos
trés experimentos independentes e calculada a média e o desvio padrio (SALOMAO et al.,

2013).

8.7. Ensaios in vivo em modelo de infec¢cio aguda por Tc cepa’Y

Os testes in vivo foram conduzidos em camundongos Swiss machos infectados com
Trypanosoma cruzi cepa Y (10* tripomastigotas, via intraperitoneal). Todos os procedimentos
envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob o
numero de protocolo L-038/2017-A4. O sangue dos animais foi colhido no pico de parasitemia
através do plexo venoso retro-orbital, com uso de microcapilares de vidro, em animais
previamente submetidos a narcose induzida pela inalacdo de didxido de carbono em camara
apropriada. O sangue coletado de animais infectados foi diluido em citrato de sddio 3,8% (1:3
v/v) e injetado intraperitonealmente nos camundongos na dose de 10.000 tripomastigotas

sanguineos por animal.
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O tratamento foi iniciado no 5° dia pos-infec¢ao (dpi), quando a parasitemia se tornou
detectavel. Foi utilizado como controle o benznidazol (fairmaco padrdo), numa dose de
100mg/kg/dia, e para os compostos avaliados, foram utilizadas doses equimolares. O

tratamento foi realizado por via oral, através de gavagem durante cinco dias consecutivos.

O nivel de parasitemia foi monitorado em diferentes dias pds-infec¢do de acordo com a
metodologia descrita por Brener (1962). Esta técnica consiste na retirada de 5 puL de sangue da
cauda do animal e a visualizagdo do sangue entre lamina (26 x 76 mm) e laminula (22 x 22
mm). Foi realizada a leitura de 50 campos em microscopio Optico (Zeiss®), com objetiva de
40X, ocular de 10X e fator de corre¢do 106. A parasitemia corresponde ao numero de parasitos

visualizados em 50 campos, multiplicado pelo fator de corre¢ao do microscopio.

A sobrevivéncia de animais tratados com as diferentes amostras-teste, bem como dos
respectivos controles, foi acompanhada diariamente através da inspecdo das gaiolas e serad
descrita cumulativamente num certo periodo de tempo. As mortes foram anotadas e,

posteriormente, calculado o percentual de sobreviventes.
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Abstrack Chagas disease (CD), which is caused by Trypanosoma ouzi and was discoversd more
than 100 years ago, remaing the keading cause of death from parasitic diseases in the Americas. As
a curakive beahnenl:i&r:udy available for the a-n.ﬂi:!haﬂ of CD), the search for new I‘limpéuli:
options is urgent. In this study, nitreazele and azole compounds were synthesized and underwent
milecular modeling, anti-T. ouzl evaluations and nitromeductase ereymatic assays. The compounds
were designed as possible inhibitors of ergosterol biosynthesis and/ or as substrates of nitroredactase
enzymes. The in vitro evaluation against T. ouzi clearly showed that nitrotriazole compounds are
significantly more potent than nitroimidazoles and triazoles. When their carbonyls wene educed
to hydroxy ] growps, the compounds showed a significant increase in activity. In addition, these
substances showed potential for action via nitroreductase activation, as the substanes wene metabo-
lized at higher rates than benenidazole (BN, a eference drug against CT). Among the compounds,
1~z A-difluoropheny -2 {Fnitro-1H-1,2 4-triazob I-ylethanol (8) is the most potent and selective
of the series, with an ICg of 039 uM and salectivity index of 307; companed to BZN, 8 is d-fold
miore potent and 2-fold more selective. Moreover, this compound was not mutagenic at any of the
concentrations evaluated, exhibited a favorable in gilico ADMET profile and showed a low potential
for hepatotoxicity as evidenced by the high vahses of OCg in HepG2 cells. Furthermone, companed
to BZN, derivative 8 showed a higher rate of comversion by nitromductase and was metabolized
three times mone quickly when both compounds wen ested at a concentration of 50 pM. The msulis
obtained by the enzymatic evaluation and molecular docking studies suggest that, as planned, ni-
troazok: derivatives may utilize the nitromductase metabolism pathway as their main mechanism of
action against Trypanosoms cuzi In summary, we have sucessfully identified and characerized new
nitrotriazok: analogs, demonstrating their potential a8 promising candidates for the development of
Chagas disease drug candidates that function via nitroreductase activation, ame considerably s lective
and show no mutagenic potential
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CADERNO DE ESPECTROS



N-(2-metilbenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (1)



+MS, 0.1-0.4min #6-26

Intens. +MS, 0.1-0.4min #6-26
%108 ]
297.0057
= NO,
3 i N
;[\/ " \H/\NJ\\N
CH, 0 =y
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1 -
2751138
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140.0682 3-55.:3832
'E' — T T - T T T T T =ty iy L T T T L ety L T ey ™ T T | S R T T e Y T
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Meas. miz # lon Formula miz e [ppm) Mean err rdb N-Rule & Conf mSigma Std | Std Mean miz Std | VarNorm Std miz Diff Sid Comib
[ppm] Dew
207 095878 1 C13H14MN4MNa03 297005611 0.4 0985 ok even 26 4.4 n.a. na. na. n.a.
2C12H1BNaOT  297.084474 -4.1 3035 ok even 16.5 27.5 n.a. na. na. n.a.

Espectro 1: Espectro de massas de alta resolu¢do do derivado 1.
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Espectro 3 Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 1.
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Espectro 4: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-de) do derivado 1.
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Espectro 6: Espectro de RMN !*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 1.
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Chromatogram
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Peak Table
PDA Ch1 361nm
Feak#Ret. Time Mame Area Area% [Theoretical Plates/meter{USP)|Tailing Facton Resolution(USP)|Capacity Factor(k")
1 259 580166| 100,0 20656 1,316 = -
Total 580166 100,0

Cromatograma 1: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 1.



N-(3-metilbenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (2)

N
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’ r\:/



+MS, 0.5min #28

Intens. +M3, 0.5min #28|
%1081
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2 COH10N10NaO 297.093126 4.0 -h795 ok even 173340 na. na. na. n.a.
3CA2H18Na0T  297.094474 0.6 1535 ok even 17.8 29.7 n.a. na. n.a. n.a.

Espectro 11: Espectro de massas de alta resolu¢éo do derivado 2.
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Espectro 18: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 2.
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Espectro 19: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 2.
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Espectro 20: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 2.
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Peak Table
PDA Ch1 361nm
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1 1,60 2798 04 12999 1,750 - -
2 1,89 754654 99,6 14857 1,444 1,892 0,180
Total 757452 100,0

Cromatograma 2: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 2.



N-(4-metilbenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (3)
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x106
6 [ ] 297.0961
H . . =S i NO,
5 L N A
=SS
O j—)
4 2741086 gimol
3
2
i 163.0591
2751142 466.2470
. 141._0??1 . 317._0415 365.0839 408.3088 ) i |
100 150 200 250 " 300 350 400 450 miz
Meas. m/z # lon Formula miz err [ppm] Mean emr rdb N-Rule & Conf mSigma Std | Std Mean miz Std | Varlorm Std miz Diff Std Comb
[ppm] Dev
2751142351 C13H15N403  275.113867 13 -1285  okeven 08 18 n.a. na. n.a. na.
297.096077 1 C13H14N4Na03 297095811 08 0385  okeven 24 37 n.a. na. n.a. na.

Espectro 21: Espectro de massas de alta resolucéo do derivado 3.



¢8'6ELL
906511
BE PGCI
Z0'G6Z1
. g0 LEElL P
————— ey L4 B _
. rZ8BY¥L
n”||‘!‘!I|’/| ___r_m.d.m@.—fjunrNN sl
26°1991

H,C

1000

1500

2000

2500

3000

3500

IUBPILUSUEBL] 9%

55

Wavenumbers (cm-1)

Espectro de infravermelho do derivado 3.

Espectro 22



2000°0-—

664C°C
OSWa scer'c
OSIWa 046+°C
OSWQa £10S°C
OSWQ §90S5'¢C
OSWA TTISC
OCH +9SE°€—

169C°t
LE8T'Y
ETAI
| TAWA
PBET'L
LSPT°L
8€EST'L
909T°L
069T°L
SPLT'L
$681°L
0Z6T°L
Nmmm.m\
8T€9°L
0654'8
omnn.ww
€884'8

—00°€

-00Z |

=00'C

00'v

00°T |

~00'T

=00'T

15

f1 (ppm)

Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-de) do derivado 3.

Espectro 23



mwo ® o
® M & - o
D N L0 M A
NN N © Vv
o 0 NN
V1 N
5.87 1.07
5.87
18 14
15 B NO
12 8 ~
0 \KG\N_N
54
H-8(t) H -5 (d)
8.77 7.63

)—l_q PT‘*
S S
4 i

—2.2799

H- 16 (s)
2.28

oOoT oW ON T T n [
NOOST OO MWL o m o
aaoOoONVOUINTMAN N 0 WO
oA — NN
L I N N B I N B n <+ <
N\ |l
1.05 5.84
H-11, H- 12, H- 14, H - 15 (m)
7.16
H-4 (d) H-6,6' (s) H-9,9'(d)
7.19 5.15 4.28
|
(1 |
= —
o o
o <
o o~
T

- 3.00-] L‘
r/'

885 880 875 770 7.65 7.60725 7.20

715 710525 520 5.15
fl (ppm)

5.18.35 430 425 4.20

Espectro 24: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 3.
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Espectro 25: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 3.
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Espectro 26: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 3.
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Espectro 27: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 3.
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Espectro 28: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 3.



Chromatogram
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0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4.0 4.5
min
Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)(Tailing Factor Resolution(USP)|Capacity Factor(k')
1 1,88 655380| 100,0 14736 1,471 - -
Total 655380| 100,0

Cromatograma 3: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 3.




N-(2-clorobenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (4)

Y NO,
NjﬁN)%N
\—/

Cl O —



+M3, 0.1-0.5min #3-31

Intens.
%108

1

163.0589

ey

o0 150 200

Meas. miz # lon Formula miz err [ppm]

205.059228 1 C12H120IN403 295055244 01
317.041158 1 C12HTICINGNE03 317.041180 01

+MS, 0.1-0.5min #3-31
370412
NO,
H
Q\’N\(\NA‘P
Cl (o] —
294,0520 g/mol
|
2950092
it 385.0286
e . - N i | P P PR P SO, . i P
250 300 350 400 450 miz
Mean err rdb N-Rule @ Conf mSigma Std | Std Mean Sid | 54d miz Diff Std Comb
[ppm] miz  Warhomm Dev
-44 B5 ok even 281 406 na. na. na. na.
0385 ok ewven 31 43 na. na. na. na.

Espectro 29: Espectro de massas de alta resolucdo do derivado 4.
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Espectro 31. Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 4.



owm— [eo ] nmomuum OOMONNNOT MOS0 T T 0O (ol en) O
n O w mm =N MOTOWOUWNOT OWT Lo 0 WO o
[vo R T < T QWOTY O WOTITMNO—HO O O g
0 0 0 09 TETST STEMmMmMmmMammme o = o~
00 CO 00 ™~ ™~ PSSP PSS PSS PSS ISP PSS ™~~~ wn
A Sk SN A2 NN NN Ao N |

13 15 8 NO.
12 9 n 7 2 Azz
NN TENN H-6,6 (5
| o= 5.21

—4,4023
—4.3879

574

H-8(t) H-5(d) H-15(dd)| |H-12(dd)| [H-13H-14(m) H-4(d) H-9,9'(d)
8.87 7.64 745 7.40 7.33 7.20 4.40
|
1)
" BTt | T I = T E
8 8 8 8 8 S S 8
— 5 — i — — [} = - v—c' e lN e 'N' - -
892 88 88 7.66  7.62 746 742 738 734 730 726 720 7.6 522 518 44 438 43

f1 (ppm)
Espectro 32. Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 4.
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Espectro 33: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 4.
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Espectro 34: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 4.
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Espectro 35: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 4.
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Espectro 36: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 4.
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Espectro 37: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 4.
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min
Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter{USP)|Tailing Factor Resolution|USP) |Capacity Factor(k')
1 1,90 528966| 100,0 14653 1459 — —

Total 528966( 1000

Cromatograma 4: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 4.



N-(3-clorobenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (5)

N X
Cl N N
70



+MS, 0.1-0.9min #5-54

Intens. +MS, 0.1-0.5min #5-54|
%108
MToMe
2.‘} /@\/H j‘oz
cl NN
N
294,0520 g/mol
1.5
1.0
05
385.0285 4851065
242.I2$45- .I.l | ||| | | |. 528.0811
0.0 ; , = - =
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 miz
Meas. miz # lon Formula miz e [ppm] Mean e rdb M-Rule & Conf mSigma Std | Std Mean Sid | Sid miz Dif  Std Comb
[ppm] miz  \VarMorm Dev
317.041823 1 C12H11CINGN=03 317041189 =20 -1.9 85 ok even 36 55 n.a. na. n.a. n.a.

Espectro 38: Espectro de massas de alta resolucdo do derivado 5.
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Espectro 39: Espectro de infravermelho do derivado 5.
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Espectro 40



Ih3 o8 BEBGYSRAEN ARH2cRoNE = oD
B% 8 %3 BRAMAREARR KBILAZNRS Q L9
[eal ol M~ [ L I L R e T T | S o R T T T [Tyl T
o SN I = N N | [
593 1.04 731 110 557
E53 151
151
14 .
15 NO.
13 H\ﬁ/ﬁ\ J\zz
Cli2~70 5NN
11
o] 5\=‘{1
H-8(8 H-5(d) H-11, H- 13, H- 14 (m} H-15(dt) ||H -4 (d) H- 66 (s) H- 0,0 (d)
8.88 754 734 7.24 7.20 510 434

8

b — g e p———
S 3 3 8 8 8
— " — — ™ ™
890 886 B88F68 764 760 740 736 732 728 724 720 716 5.225205.18516 436 432
fl (ppm)

Espectro 41: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 5.
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Espectro 42: Espectro de RMN '*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 5.

fl (ppm)



: " s 8 0§  §EE g g i
Lri th — = £ ¥ o L = a L]
L — -l = LT — —
g 3 5 & & 8 5 88 & = T
| | | | | | | ¥4 |
14 8
13 15 N02
e N7 5 e
CI-i2~"10 NN
1n'’g .
5 4
Coty
12658
c=7 | C2 C-10 [ c-12 C-14 C-5 C-4 C-13m| c-15 c:6 c-o |
16553 14455 141.16 13267 129.80 12844 | | 127.12 12649 | 12545 5120 4133

R | HiNE

T Ld T T T

165.0145.0 144.0 1405 133.0

132.0130.0 129.0 128.0 127.0 126.0 125.0 51.551.0505 41.0405

fl (ppm)

166.0

Espectro 43: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 5.
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Espectro 44: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 5.
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Espectro 45: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 5.
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min
Peak Table
POACh1 361nm
Peak#{Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meten|LISP)|Tailing Facton Resolution(USF) (Capacity Factor(k’)
1 1,97 705253 100,0 165638 1,442 - —
Total 705253 1000

Cromatograma 5: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 5.



N-(4-clorobenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (6)

C|\©\/H NO,
RS
o) \—/



+MS, 0.3min #16

+MS, 0.3min #16

Intens.
x108
370398
cl
3 \Q\/H j'\oz
YN
o =/
294,0520 g/mol
2
1
351.0667 91,1223
242 2827 295.0577 ! :
n. " i i 1, I
100 150 200 250 300 50 400 miz
Meas. miz # lon Formula miz err [ppm] Mean err rdb N-Rule & Conf mSigma Std | Std Mean Sid | 5td méz Diff  5id Comb
[ppm] miz  \arhorm Dev
317038763 1 C1ZH11CINGNaD3 317041189 4.5 4.7 8.5 ok even 33 43 na. na. na. na.
2 CBHTCIN1ONaD  317.038503 4.0 -53 45 ok even 143 233 na. na. na. na.
3 C11H15CINaDT 317.039851 03 14 35 ok even 151 226 na na. na. na

Espectro 46: Espectro de massas de alta resolu¢ao do derivado 6.
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Espectro 49: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 6.
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Espectro 51: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 6.
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Espectro 52: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 6.
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Espectro 53: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 6.
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Espectro 54: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 6.
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Espectro 55: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 6.



Chromatogram

mAU )
i . PDA Multi 1 361nhm,4nm
] =%
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1 X
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50+ || ||
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- | |
| \
0 — L
T T | | T T T T | T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
0,0 0,5 1,0 1,5 2.0 25 30 35 4,0 45
min
Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)|Tailing Factor Resolution(USP)|Capacity Factor(k')
1 1,99 985367 | 100,0 14683 1,173 - -
Total 985367 | 100,0

Cromatograma 6: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 6.




N-(2-fluorobenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (7)

. NO,
e
—

F O —



+MS, 0.2-1.0min #9-58

Intens. +MS, 0.2-1.0min #9-58
x108
301.0695
5.
- le]
DY ..
S T N. \.N
4 O
278,0815 gimal
3
2.
1
319.0798
279.0878 | 359.1100
o - o —— i . P & O S | RS 1L N S i | A TR P e —
?OG 150 200 250 300 350 400 m/z
Meas. miz # lon Formula miZ e [ppm] Mean err rdb N-Rule e~ Conf mSigma Std | Std Mean miz Std | Std mi'z Diff 5td Comb
[ppm] WVarNorm Dev
301.069519 1 C12H11FN4Na0O3 301.070739 4.1 4885 ok even 26 42 n.a. na. n.a. n.a.
2C11H15FNa0yT  301.069402 0.4 0935 ok even 16.527.7 n.a. n.a. n.a. n.a.

Espectro 56: Espectro de massas de alta resolu¢éo do derivado 7.
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Espectro 57: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 7.
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Espectro 58: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 7.
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Espectro 60: Espectro de RMN !*C (100 MHz; DMSO-de)) do derivado 7.



9C/8'8T1-
0558°8TT-
ZTIp8°811-
C9¢8'81T-
1608'8T1-

\

/

nwz_ 2
NI?A\H

Z 0

woTZ

S =001

-130

70 80 -9  -100 -110  -120

-60

f1 (ppm)

-50
Espectro de RMN '°F (377 MHz; DMSO-ds)) do derivado 7.

20 30 -40

-10

Espectro 61



P N WO NO (o)
(o)) O N v N o
=) N M SN ~
@ Q@@ x© @
& fBE38 =
I 2128 |
14
'3#‘/\}\ 15 8 N02
12' a9 n 7R S é
nr 10y 6N \91
5\‘='a
F (m)
-118.84
T
3
8.62 -118.66 -118.70 -118.74 -118.78 -118.82 -118.86 -118.90 -118.94 -118.98 -119.02 -119.06 -119.
f1 (ppm)

Espectro 62: Espectro de RMN °F (377 MHz; DMSO-ds)) do derivado 7.
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Espectro 63: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 7.



H-6.6'
H-13, H-15

H-4,H-12, H-14 H-3,9'
H-5

s - Lm

4.5

B
:

manguinhos

H-5,5' ——J

e
1 |
o

H-6,6'

A
@

- 6.0

6.5

H-1, H-12, H-14 £ 133070008 ¥
H-13, H-15 1 o -
7.5 v 100053 use

H-5

- 8.0

-8.5 anb. 2eumoas s

H-8 —= e e -
9.0 B 1.4

90 85 80 75 7T0O 65 60 55 50 45 ppm

Espectro 64: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 7.



Chromatogram
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Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)(Tailing Factorl Resolution(USP)|Capacity Factor(k')
1 1,65 684542 | 100,0 12927 1,514 - -
Total 684542 100,0

Cromatograma 7: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 7.



N-(3-fluorobenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (8)

N N
F N N
o



+MS, 0.1-0.6min #5-33

Intens. +MS, 0.1-0.6min #5-33
X107+
301.0720
1.0+
T N
F -~ L\_‘:—;-L‘._',H "'\N/’-'-‘.- N
08 T "2
2780815 gimol
0.6+
0.4+
0.21
J19.0812
279.0891
0.0 ..:.,......r.,r...:..|l1...1..1....,....
100 150 200 250 300 350 400 450 mfz
Meas. miz # lon Formula miz e [ppm] Mean err rdb N-Rule & Conf mSigma Stdl  Std Mean Std | Std miz Diff  Std Comb
[ppm] miz  VarNom Dev
301.071994 1 C12H11FN4NaO3 301.070739 4.2 -14 85 ok even 105.3 169.0 n.a. na. n.a. n.a.

Espectro 65: Espectro de massas de alta resolu¢ao do derivado 8.
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Espectro 67: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 8.
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Espectro 69: Espectro de RMN !*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 8.
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Espectro 70: Espectro de RMN '°F (377 MHz; DMSO-ds)) do derivado 8.
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Espectro 71: Espectro de RMN °F (377 MHz; DMSO-ds)) do derivado 8.
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Espectro 72: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 8.
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Espectro 73: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 8.
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Espectro 74: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 8.




Chromatogram
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0 | i ___/ \
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0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 40 4.5
min
Peak Table

PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)[Tailing Factor Resolution(USP)|Capacity Factor(k')
1 1,80 1713939| 100,0 12234 0,897 - -

Total 1713938| 100,0

Cromatograma 8: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 8.



N-(4-fluorobenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (9)

F
NO
Y ONCN

0 \—/



+MS, 0.1-0.4min #4-23

Intens.
x108
g M
DY PN
P \_H, NN
a -
2780815 g/mal
6
4
2
100 150 200
Meas. miz # lon Formula miz err [ppm]

301.070560 1 C12H11FN4Na03 301.070739 0.6

2 C11H15FNaO7

301.069402 -38

1685
2235

ok even
ok even

3010706

.36'0 —l

Mean err rdb N-Rule & Conf mSigma Std | Std Mean m/z

31 48
169 282

Espectro 75: Espectro de massas de alta resolugdo do derivado 9.
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Espectro 76: Espectro de infravermelho do derivado 9.
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Espectro 77: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 9.
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Espectro 78: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 9.
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Espectro 79: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 9.
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Espectro 80: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 9.
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Espectro 83: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 9.
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Espectro 84: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 9.
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min
Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)[Tailing Factor Resolution(USP) (Capacity Factor(k')
1 1,66 699608| 100,0 12408 1,526 - -
Total 699608| 100,0

Cromatograma 9: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 9.



2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(2-nitrobenzil)acetamida (10)



+MS, 0.1min #4

Intens. +MS, 0.1 min #4
x108
" NO, 328.0665
RS
3’ NOZ \:!‘
305,0760 g/mol
2
1 30608465
163.0601
1410778 | 1791180 | | 306 0544 4’35.?43
0L i | ) P ey T SR I PPN LIPS S Ll 0 e nl P
100 150 200 250 300 350 400 450 miz
Meas. m/z # lon Formula miz e [ppm] Mean er rdb M-Rulee Conf mSigma Sid | Std Mean miz Sid | Sid mfz Diff Sid Comb
[ppm] VarMorm Dev
306084844 1C1ZH12NS0S 306083205 -4.4 40 95 ok Bven 1.8 29 na. n.a. na. n.a.
2 CA13HENDO 306.084632 -0.0 0.314.5 ok even 12.0 19.7 na. na. n.a. na.
328066538 1 C12H11NSMals 328 065239 -4.0 4.0 95 ok even 40 73 na. n.a. na. na.
2C13HTNGNAD  328.066577 (iR ] 0.614.5 ok even 99 156 n.a. n.a. na na.

Espectro 85: Espectro de massas de alta resolucdo do derivado 10.
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Espectro 87: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 10.
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Espectro 90: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-de)) do derivado 10.
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Espectro 91: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 10.
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Espectro 93: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 10.
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Espectro 94: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 10.



Chromatogram
mALU

. T PDA Multi 1 361Tnm_ 4nm
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0,0 0,5 10 15 20 25 3.0 3.5 40 45
min
Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time MName Araa Area% |Theoretical Plates/meter{lUSP)|Tailing Factor Resolution(USP) |Capacity Factor(k')
1 1,61 888230| 100,0 11643 1,535 - —
Total 888230| 100,0

Cromatograma 10: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 10.



2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(3-nitrobenzil)acetamida (11)

N N
O,N NN
) WO”\_,



+M3, 0.2-0.9min #12-55

Intens. +MS, 0.2-0 8min #12-55
%108
328.0642
4 -
N
@\/H )\02
OzN NN
\—/
3 305,0760 g/mol
2_
1 -
408.3069
D T L T T T T T T L T T T L 'I T T L T T L) T T T II T ! L - T l' T T T T L T T T N T L] T T T T
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 miz
Meas. m/z # lon Formula miz e [ppm] Mean errrdb M-Rule 8 Conf mSigma Std | Std Mean miz Std | VarNorm Std miz Diff Sid Comb
[ppm] Dev
328.064187 1 C12H11M5Ma0S5 328 065239 3z 3595 ok even 29 54 n.a. n.a. na. na.
2C1TH15MNa09 328 063002 -0.9 0045 ok even 16.7 28.5 n.a. na. na. n.a.

Espectro 95: Espectro de massas de alta resolucao do derivado 11.
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Espectro 98: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 11.
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Espectro 99: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 11.
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Espectro 100: Espectro de RMN !*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 11.
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Espectro 101: Espectro de RMN !*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 11.
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Espectro 102: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 11.
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Espectro 103: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 11.
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Espectro 104: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 11.



Chromatogram
mAU
I T PDA Multi 1 361nm_4nm
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150~ 1
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0 LN
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
0,0 0,5 1,0 1,9 20 25 3,0 3,5 40 45
min
Peak Table
POA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter|{USP)(Tailing Facton Resolution(USF) |Capacity Factor(k’)
1 1,61 916348 100,0 1772 1,529 - —
Total 916348 1000

Cromatograma 11: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 11.



2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(4-nitrobenzil)acetamida (12)
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+MS, 0.3-0.86min #15-32

Intens. | +MS, 0.3-0.6min #15-32
x108
1.24 3280667
ON NO,
1.04 H
NN
] o =/
305,0760 g/mol
0.8+
0.6+
0.4+
0,24
441.2986
2269523 293.2094 L l l i 55”'55292
D.ﬂ' T S i by gk R ek md e | — T T .7 T |LII T T T -'L =y -I' "l'l Ly i '|"r'rh'- LI |"|I'|L e g ol
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 miz
Meas. miz # lon Formula miz e [ppm] Mean e rdb N-Rulee Conf mSigma Sed | Std Mean miz Sid | Sid m'z Diff 5Sid Comb
[ppm] Varhorm Dev
328066603 1 C12H1INSMNaDs 328 065239 -4.4 43 95 ok even 1.9 34 n.a. n.a. n.a. n.a.
2C13HTHENAD 328 088577 -0.4 09145 ok even 120 19.3 n.a. n.a. n.a. na.

Espectro 105: Espectro de massas de alta resolug@o do derivado 12.
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Espectro de infravermelho do derivado 12.
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Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 12.
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Espectro 108: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-de) do derivado 12.
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Espectro 109: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 12.
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Espectro 110: Espectro de RMN '*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 12.
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Espectro 111: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 12.
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Espectro 112: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 12.
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Chromatogram

mAU _
1000 ﬁ- PDA Multi 1 316nm,4nm
i /|
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0,0 0,5 1,0 1,9 2,0 25 3,0 3,5 40 45
min
Peak Table
PDA Ch1 316nm
Peak#Ret. Time MName Area Area% (Theoretical Plates/meter|{USP)|Tailing Factor Resolution(USP) [Capacity Factor(k')
1 1,72 8276034 100,0 6308 0,959 - —~
Total 8276034 100,0

Cromatograma 12: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 12.



2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(3-(trifluorometil) benzil)acetamida (13)

FsC NjﬁN)“N

o \—/



+MS, 0.1-0.7min #8-40

Intens_| +MS, 0.1-0.7min #8-40
x108
351.0668
- NO
TN &
-y A
6- F,.C7 = -4 ‘” N‘_N
328,0783 g/mol
4-
2_
; 226 9509 . Ate. 00
100 150 200 250 ‘300 350 400 450 's00 550  miz
Meas. m/z # lon Formula miz err [ppm] Mean err rdb N-Rule e~ Conf mSigma Stdl  Sid Mean Std I Std miz Diff Std Comb
[ppm] miz  WarNorm Dev
351.066765 1 C13H11F3N4Na03 351.067546 22 19 85 ok even 39 78 na. na. na. na.
2 C12H15F3Na0O7  351.066208 -16 -14 35 ok even 17.3 301 na. na. n.a. n.a.

Espectro 113: Espectro de massas de alta resolugdo do derivado 13.
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Espectro 116: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 13.
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Espectro 118: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-de)) do derivado 13.
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Espectro 119: Espectro de RMN F (377 MHz; DMSO-ds)) do derivado 13.
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Espectro 120: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 13.
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Espectro 121: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 13.
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Espectro 122: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 13.



Chromatogram
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min
Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)Tailing Factorn Resolution(USP) |Capacity Factor(k')
1 1,14 14386 22 6554 1,228 -- --
2 2,04 1897 0,3 8100 -- 4716 0,783
3 2,28 643121 97.5 17945 1,371 1,185 0,996
Total 659404 | 100,0

Cromatograma 13: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 13.



2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(4-(trifluorometil) benzil)acetamida (14)

F3C\©\/ N02

H

RS
D =



+MS, 0.2-0.7min #10-42

Intens. +M3, 0.2-0.7min #10-42
x106
351.0690
] FsC
g
L P
T «,fo.vH"“\NI- “.\N
o =
328,0783 g/mol
E_
4_
2_
242.2848 ] l 419.?554 4BB.0737
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 miz
Meas. miz # lon Formula miz err [ppm] Mean err rdb N-Rule e~ Conf mSigma Std | Sid Mean Std | 5td miz Diff  Std Comb
[Dpm] miz  VarNorm Dev
351.069048 1 C13HT1F3N4NaO3 351.067546 4.3 4385 ok even 6.3 123 n.a. n.a. n.a. n.a.

Espectro 123: Espectro de massas de alta resolucao do derivado 14.
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Espectro 126: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 14.
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Espectro 128: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-de)) do derivado 14.
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Espectro 129: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-de)) do derivado 14.
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Espectro 130: Espectro de RMN °F (377 MHz; DMSO-ds)) do derivado 14.
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Espectro 131: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 14.
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Espectro 132: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 14.
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Espectro 133: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 14.
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Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)Tailing Factor Resolution(USP) (Capacity Factor(k')
1 2,31 2777886 100,0 16739 1,136 - -
Total 2777886| 100,0

Cromatograma 14: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 14.



N-(2-metoxibenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (15)
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Meas. miz # lon Formula miz err [ppm] Mean err rdb N-Rule e Conf mSigma Std | Std Mean miz 5td | Std mfz Diff Std Comb
[ppm] WarMorm Dev
313.081015 1 C13H14N4Na04 313.090726 049 03 85 ok even 29 51 n.a. n.a. n.a. n.a.
2C14H10ONBNa  313.092063 33 331356 ok even 108 174 n.a. n.a. n.a. n.a.

Espectro 134: Espectro de massas de alta resolu¢do do derivado 15.
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Espectro de infravermelho do derivado 15.
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Espectro 137: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 15.



TISS'LE
OSINQ ££68'8E
OSINa 0Z0T°6€
OSIa LTTE'6E
0OSINQ 0025°6€
OSINa T6TL'6E
OSIQ 64£6'6E
0OSa 69¢T°0p

8129'1S—

029€'SS—

1805011 —
p1ST'02T
S891'92T
Nwmv.nw.ﬁ./
NmamNN.ﬁ

PISE'8CT 7
ZSE8'8TT

9000°SHT—

T60L'9ST—

<989'S9T —

NO,
: 2
6°N \N

5

o)

15
10 2
P

OCH,

15 8
| H
o N_7
11
16

13
12

lj

T

40

-10

T T T T T T T
80 70 60 50 30 20 10

90

T
100
fi (ppm)

120 110
Espectro de RMN '*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 15.

130

140

200 190 180 170 160 150
Espectro 138

210




%] & 8 AINg 8 X b 5 o a

o o o M~ 0 wn - R0} ~ un

o ~ S @O AT - i @ © i

wn 0 wn @IS 0 o o wn - ~

w wn < NN NN ~N o~ - wn wn [}

i i -~ v i -~ -~

| | IR |

14 "
13 15
12 T~
1] 0 9 | &N N
CH, O s/
16 4
C-15 C-4
128.35 127.49
c-7 c-11 c-2 C-5 c-13 C-14 C-12 C-16 C-6 c-9
165.69 156.71 145.00 128.84 127.91 120,15 110.55 55.36 51.62 37.55
c-10
126.17
]
1
k ___JL_JUL _JL L Jt ,JL —
T Ll T T T T T 1 T 1 L4 T T T T T L4 T 1 T T T T T v T T T T T T | 4 ll T T I F
58 167 166 165 158 157 156 146 145 144 143 129 128 127 126 125 121 120 119 112 111 110 109 56 55 54 53 52 51 50 38 37 36 35

f1 (ppm)

Espectro 139: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-de)) do derivado 15.
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Espectro 141: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 15.
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Espectro 142: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 15.
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Espectro 143: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 15.
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Chromatogram
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Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Mame Area  Area% |Theoretical Plates/meter{USP)Tailing Factor Resolution(USF ) Capacity Factor(k')
[ 1 1,83 2205834 100,0 12251 0,208 -1
Tota 2205834 1000

Cromatograma 15: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 15.



N-(3-metoxibenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (16)

H5CO N\”AN\:\/N
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313.090358 1 C13H14N4Na04 313.090726 1.1 1685 ok even 32 54 na na. na. na.

Espectro 144: Espectro de massas de alta resolugdo do derivado 16.
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Espectro de infravermelho do derivado 16.
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Espectro 146: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 16.
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Espectro 147: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 16.
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Espectro 148: Espectro de RMN '*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 16.



Espectro 149: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 16.
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Espectro 150: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 16.
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Espectro 151: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 16.
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Espectro 152: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 16.
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Espectro 153: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 16.
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Espectro 154: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 16.



Chromatogram

mAU
. F_ PDA Multi 1 361nm,4nm
] |
] I
150~ |
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50 || |
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7 [
i I\
0 — A —
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T 1 | T T T T | T T T T |
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 3,5 40 45
min
Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)[Tailing Factor Resolution(USP)|Capacity Factor(k')
1 1,61 982802| 100,0 12207 1,524 - -
Total 982802| 100,0

Cromatograma 16: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 16.



N-(4-metoxibenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (17)

H
N
O \:/



+MS, 0.1-0.5min #7-27

Intens, +MS, 0.1-0.5min #7-27
x108
R 313.0902
3 e NQ;
| il
L\;*_,- H--.n./"-N. - \\‘N
(e} s
6 290,1015 g/mol
4.
2
121.0643 242.2838 381.0776
0 . [T . —— . e LT ey — e —
100 150 200 250 300 350 400 miz
Meas. m/z # lon Formula miz err [ppm] Mean e rdb N-Rule & Conf mSigma Std | Std Mean miz Std | VarNorm Std myz Diff Std Comb
[ppm] Dev
313.090188 1 C13H14N4Na04 313.090726 17 2485 ok even 39 67 n.a. na. n.a. n.a.
2C12H18Na08  313.089388 26 1435 ok even 17.7 297 n.a. na. n.a. n.a.

Espectro 155: Espectro de massas de alta resolugdo do derivado 17.
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Espectro 158: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 17.
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Espectro 159: Espectro de RMN !*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 17.
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Espectro 160: Espectro de RMN '*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 17.
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Espectro 161: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 17.
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Espectro 162: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 17.
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Espectro 163: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 17.

4.5 ppm

@rorguinhos

IETI_0041 |
s FA PR E
4
IS0
ks 1
SWH
]
E THCN
13 3
18 .
D




Chromatogram

mAU
1 - PDA Multi 1 361nm,4nm
| |III
100 |'|
i ‘ |
] |
. |
] | |I
50 |
i |
‘ |
o |
|
— I|| II|
O__ - o o / . _
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
0,0 0,5 1.0 15 20 25 3.0 35 4,0 45
min
Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)Tailing Factor| Resolution(USP)|Capacity Factor(k')
1 1,58 602964 | 100,0 11847 1,532 - -
Total 602964 | 100,0

Cromatograma 17: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 17.




2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(4-(trifluorometoxi) benzil)acetamida (18)

N \
N N
T(\ \—/

@)



+MS, 0.1-0.5min #6-29

Intens. +MS, 0.1-0.5min #6-29
%1064
1 367.0617
5 FEC'D"] y i TD?
1 . - gN\F"
1 344,0732 gimol
4_
3_
2_
1 242.2838
1 297.0955
0' 175.?362 314.!}60’9 | I L 435.|04EE
100.‘r.1é0. .r.260...12é0.1..360....Séor.r.460r...4é0. r1||'na'z
Meas. miz # lon Formula miz err [ppm] Mean err rdbh N-Rule & Conf mSigma Std | Std Mean Std | Std m/z Diff Std Comb
[ppm] m'z YVarNom Dev
367.061656 1 C13H11F3IN4NaO4 367.062460 22 08 85 ok even 25 51 na. na. n.a. na.
2 C12H15F3Na08 367.061123 -15 24 35 ok even 159 274 na. na. n.a. n.a.

Espectro 164: Espectro de massas de alta resolu¢éo do derivado 18.
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Espectro 165: Espectro de infravermelho do derivado 18.
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Espectro 167: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 18.
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Espectro 169: Espectro de RMN '*C (100 MHz; DMSO-de)) do derivado 18.
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Espectro 170: Espectro de RMN !*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 18.
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Espectro 171: Espectro de RMN °F (377 MHz; DMSO-ds)) do derivado 18.
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Espectro 172: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 18.
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Espectro 173: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 18.
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Espectro 174: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 18.



Chromatogram
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0,0 0,5 1,0 15 2.0 25 3,0 3,5 4,0 45
min
Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)Tailing Facton Resolution(USP) [Capacity Factor(k')
1 1,29 5104 0,8 4244 1,035 - =
2 2,43 668280 99,2 17430 0,689 5,787 0,885
Total 673383 100,0

Cromatograma 18: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 18.



N-([1,1'-bifenil]-4-ilmetil)-2-(2-nitro-1 H-imidazol-1-il)acetamida (19)



+MS, 0.0-0.2min #2-9

Intens. +MS, 0.0-0.2min #2-9
x106
3591104
L;-H:,.--I--,__..u'tq., % NO,
15 N \,T,---. NN
o} \ef
336,1222 gimal
1.0
0.5
313.0897
o 157.9931 2422833 | | 375.0840 427.0976
. by —— — O — R —— - P— = — L Lo B | —_— b b ey
100 150 200 250 300 350 400 miz
Meas. miz # lon Formula miz err [ppm] Mean err rdb N-Rule & Conf mSigma Std 1 Std Mean miz Std | Std mfz Diff Std Comb
[ppm] WVarNorm Dev
359.110371 1 C18H16N4Na03 359111461 30 24125 ok even 44 77 na. na. na. n.a.
2C1TH20NaOT7  359.110124 07 10 75 ok even 17.9 286 na. na. n.a. n.a.

Espectro 175: Espectro de massas de alta resolu¢éo do derivado 19.
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Espectro de infravermelho do derivado 19.

Espectro 176
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Espectro 177
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5.89 7.56 5.79
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H-18, H-20 (t)
7.46

H-8(t) H-5, H-12, H-14, H-17, H-21 (m) H-11, H-15, H-19 (m) H-4(s) H- 6,6 (s) H-9,9'(d)
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f1 (ppm)

Espectro 178: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 19.



OSIiQ T6S8'8E
OSWQa T690°6E
OSIQ 89LT°6E
0Osla 6v8b'6€

[FSISRT- eI 033

-10

OSWa LTTIT'0p
[44 44
S909'15S—

osa Amom.mm\

£885°921
£829'921
£TLE°LTT
TL6b°LTT
8168°£ZT
0628'82T
1826'821
$80T'8ET~.
2206'8E1 -7
£2(8'6€ET
pL96'bHT

8PTL'S9T —

90

1
100
f1 (ppm)

Espectro de RMN !*C (100 MHz; DMSO-de)) do derivado 19.

T

110

|l

120

130

140

150

160

170

l léO
Espectro 179

190

200

T

210




@ Ry 2 I8} S B & ® R 28 8 a
— O ~ o o ~N o o0 N~ o~ o T
~ @ @ & = & @ 90 & i ] S
8 b & ] 3 a8 N AN <8 n g

| | | | \/ | \ \/

C-12, C-14, C-17, C-21
126.61
C-18, C-20 c-111,2<7:-81;5
128.93 :
c-4
127.50
Eit £ c-16 c-10 c-13 c-5 c-19 C5‘1661 C4'2904
165.71 144,97 139.87 138.90 || 138.11 128.83 127.37 . :
1
| J‘ I | 1
1 ]
|
T T o T T o T T » T v T T b T 4 T T i T T T v T AT | L4 . T T T
166.0 1655 1650 1450 1445 1400 1395 139.0 1385 138.0 129.0 1285 1280 127.5 127.0 1265 12600 515 51.0 42.0 415-19.5
f1 (ppm)

Espectro 180: Espectro de RMN '*C (100 MHz; DMSO-de)) do derivado 19.
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Espectro 181: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 19.
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Instituto de Tecnalogia em Fdrmacos

Current Data P maters
NAME 511009210290
EXPNO 14
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20210830

FIDRES 7.025630

AQ 0.1423360

RG 206.8

oW 139.000 usec
DE 12.00 usec
TE 296.0 X
CNST2 145. 0000000

Do 0.00000300 sac
D1 1.42156196 sec
D4 0.00172414 sec
D11 0.03000000 sec
16 0.00020000 sec
INO 0.00002260 sec
TDav 1
ZGOPTNS

SFO1 400.2622111 MHz
NUC1 1H

Pl 12.40 usec
P2 24.80 usec
P28 G usec

PLW1 7.80320015 ¥
SFO2 100. 6529637 MHz
NUC2 13C
CPDPRG[2Z garp

P3 11.2

P4

BCPD2

PLN2

PLWN1Z

GENAM[1]

GPZ1 60.00 %
GENAM[2] SM5010.100

GPZ2 20.10 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
1D
SFO1
FIDRES
=W
FnMODE

F2 - Processing parameters
S1 1024

SF 400. 2600013 Mz
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Espectro 182: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 19.
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manguinhos

Institto de Tecnologla em Farmacos

NAME E

EXPNO 12

PROCNO 1
F2 - Acquiszition Parameters

Date_ 20210930

i 9.59 h

spect

7122623_0041 (

cosygpppat

2048

DMSO

32

8
4B07.652 Hz
4.695012 Hz

0.2129920 =zec
66.74

coocoonND

1
400.2622014 MHz
1H
12.40 uszec
12.40 us=ec
2500.00 usec
7.90320015 W
5 &

3
usec

Fl - Acquizition parameters
™ 128

SFO1 400.2622 MHz
FIDRES 75.120193 Hz
SK 12.011 ppm
FnMODE QF

F2 - Processing parameters
SI
SF
WO
S8
LB

PC

Fl - Processing parameters
sI 1024
MC2 QF
F 400.2599994 MHz
WON QSINE
ssB 0

LB 0 Hz

ca 0



Chromatogram
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0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4.0 45
min
Peak Table
PDA Ch2 316nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)[Tailing Factor Resolution(USP) |[Capacity Factor(k')
1 3,186 4871863| 100,0 21545 1,002 = -
Total 4871863| 100,0

Cromatograma 19: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 19.



N-(2,4-diclorobenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (20)

o] ] NO,
e
\—/

Cl O —



+MS, 0.1-0.7min #7-42

Intens - +MS, 0.1-0.7min #7-42
%108
351.0016
J NOZ
2.54 T 1 N
11/\“
i _,r
g 323.0130 glmnl
2.04
1.54
1.04
0.54
313.0902
] 242.2839 J 418.9889 |\ o o0y
0 S AN DU ST 0 TR U —
100 150 200 250 300 3350 400 450 500 550 miz
Meas. miz # lon Formula miz err [ppm] Mean err rdb N-Rule e~ Conf mSigma Std | Std Mean Std | Std miz Diff  Std Comb
[pPpm] miz  VarNorm Dev
351.001575 1 C12H10CIZN4NaO3 351.002216 18 1.7 85 ok even 44 65 n.a. n.a. n.a. n.a.
2 C11H14CI2ZNaOT  351.000879 -20 -1.2 35 ok even 15.7 231 n.a. n.a. n.a. n.a.

Espectro 183: Espectro de massas de alta resolu¢éo do derivado 20.
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Espectro 184
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Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 20.
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Espectro 186: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 20.



OSWQa 7e68'8E
OSWQ 0Z0T'6€
OSINQ 60TE6E
OSIWA 00T5°6€
OSIWQ 98¢L'6E
OSWQA £9€6°6€

OSWQ 8LLE'6E

OSWa +9p1°0b

OSWQ 0661°0F
r09'1S —

€60C°6L—

£80£'8T1
6068'8ZT
OLLH0ST—
85SZET \
60ST'€ET
£560'SET
OTL6'bHT—

S09€°LCT
€€65°LCT W

p611'99T —

2

N

NO,
N ,Q
5 4

\?I/s\-

14
Cl.a3s 15 8
125 A ON
1
1 0 o
Cl

-

T T T T T T T T T
80 70 60 50 40 30 20 10 -10

90

T
100
f1 (ppm)

120 110
Espectro de RMN !*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 20.

130

140

200 190 180 170 160 150
Espectro 187

210




& 2 ] 2 & R S5 M3 & S
= 3 3 - 7 3 &R R S 3
8 ¥ ] ] 5 Q SRt ISR R b
| | | | [ I [
14
Cl.y3 15 8 NO,
9 “ 7 2 /l\2
N0y T ENTN
cl o =
c-13 c12 Cc-14
132.56 128.71 127.36
-7 c2 c-10 c-11 c-15 c5 c-4 c6 c-9
166.12 144.97 135.10 133.16 130.45 128.89 127.59 79.21 51.60
I
I
)| N l‘
T - T . A4 T T T A T T o T }s | Kl T T T T T T T T T T T T T T v L £4
166.5 16955 1445 1355 134.5133.5 133.0 132.5 132.0031.0 130.5 130.0 129.5 129.0 128.5 128.0 127.5 127.0 79.5 79.0 78.5 51.5 50.¢

f1 (ppm)

Espectro 188: Espectro de RMN '*C (100 MHz; DMSO-de)) do derivado 20.
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Espectro 189: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 20.
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Current Data Parameters

NAME 51111210382
EXPNO 12
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20211123

Time 20.08 h
INSTRUM spect
PROBHD 2122623 _0041 (
PULPROG hsgcetgp

TD 1024
SOLVENT DMSO

NS 32

DS 16

SWH 3401.361 Hz
FIDRES 6.643282 Hz
AQ 0.1505280 sec
RG 206.8

DW 147.000 usec
DE 12.00 usec
TE 298.0 K
CNST2 145.0000000

Do 0.00000300 sec
D1 1.41337001 sec
D4 0.00172414 sec
D11 0.03000000 sec
D16 0.00020000 sec
INO 0.00002260 sec
TDav 1
ZGOPTNS

SFO1 400.2623191 MHz
NUC1 1H

Pl 12.40 usec
P2 24.80 usec
p28 0 usec

PLW1 7.90320015 W
SFO2 100.6529637 MHz
NuC2 13C
CPDPRG[2 garp

P3 11.25 usec
p4 22.50 usec
PCPD2 80.00 usec
PIN2 35.18500137 W
PLN12 0.69580001 W
GPNAM[1] SMSQ10.100

GPZ1 80.00 %
GPNAM[2] SMsQ10.100

GPz2 20.10 %
P16 1000.00 usec

Fl - Acquisition parameters
TD 256

SFO1 100.653 MHz
FIDRES 172.842926 Hz
SW 219.804 ppm

FnMODE Echo-Antiecho

F2 - Processing parameters
SI 1024
SF 400.2600000 MHz
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Espectro 190: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 20.
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Espectro 191: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 20.
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nt Data Paramet
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F2 - Acquisition P
202

7122623 0
cosygpppal
2048

GPNAM[1]

GPZ1

P16

F1 Acquisition parameters
™ 28
SFO1 400.2622 MHz
FIDRES 75.120193 Hz
SW 12.011 ppm
PnMODE QF

F2 - Processing parametsrs

SI 1024
sF 400.25983581 MHz
" QSINE
0
0 Hz
0
PC 1.40

- Processing parameters
1024

400

ooo
m
N
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PROCNO

FZ - Acquiszition Parameters
Date_ 20 5

Time :
[ INSTROM =
- 2.5 - 2122623_004

PLN1

- - L PLN10
3 CPNAM[1]
1] —4.5 cenl
L P16

H89' e

ol@)e

Fl - Acquisition pa
™

L SFO1
FIDRES
— SK
| 5.0 FrMODE
—% c] § 3 2 - Processing paramete
L SI 1024
SF 400.2599951 MHz
r WOW QSINE
- SSB 0
5.5 = 0 B
r Ga 0
L PC 1.40
I Fl - Processing parameters
- 1024
77— ———-6.0 400259950 5y
QSINE
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 ppm B =
0

Espectro 192: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 20.



Chromatogram

mAU
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0,0 0,5 1,0 1,5 2.0 25 3,0 3,5 4,0 45
min
Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)(Tailing Facton Resolution(USP) |Capacity Factor(k'),
1 1,60 3879 0,5 8012 - -- --
2 1,84 764585 99 4 14684 1,471 1,366 0,148
3 2,25 1033 0,1 29182 1,345 2,819 0,403
Total 769498 | 100,0

Cromatograma 20: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 20.



N-(2,4-difluorobenzil)-2-(2-nitro-1 H-imidazol-1-il)acetamida (21)



+MS, 0.1-0.8min #8-49

Intens. | +M3, 0.1-0.8min #8-49
%108
319.0601
1 F-._ ey
e NO.
g
i Hi:; e 'H”/'”'*-Nl"x‘lN
—
296,0721 g/mol
2.04
1.54
1.04
0.5
242 2833
1 |_ |_ I ll [ 532.1422
0.0+ttt L e b
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 miz
Meas. m/z # lon Formula miz err [ppm] Mean err rdb N-Rule &~ Conf mSigma Std1  Std Mean Std | Std mfz Dif  Std Comb
[ppm] miz  VarNorm Dev
319.060120 1 C12H10F2N4Na03 319.061317 38 3885 ok even 42 77 n.a. na. n.a. n.a.
2 C11H14F2NaO7  319.059980 -0.4 0.2 35 ok even 179 310 n.a. na. n.a. n.a.

Espectro 193: Espectro de massas de alta resolugdo do derivado 21.
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Espectro 202: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 21.
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Espectro 203: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 21.



Chromatogram
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0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 3,5 4.0 45
min
Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)Tailing Facton Resolution(USP) |Capacity Factor(k')
1 1,78 1490909| 100,0 14651 1,469 -
Total 1490909| 100,0

Cromatograma 21: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 21.



N-(3,5-bis(trifluorometil) benzil)-2-(2-nitro-1 H-imidazol-1-il)acetamida (22)

CF3
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N
FaC N/\QN

Y



+MS, 0.2-0.6min #11-33

Intens. | +MS, 0.2-0.6min #11-33
%108 |
J 4190542
1 CF;
4 A
(L n . 2>
| F,C7 ™ g ke N
L::-_;’
i 396,0657 gimol
3_
2_
1 -
1 397.0726
1 242 2842 h
0 T T T T T T T T T T T ¥ T 1' T T ¥ T Bl T T T T Tt T L— T ¥ — T t T T |-
100 150 200 250 300 350 400 450 mfz
Meas. miz # lon Formula miz err [ppm] Mean e rdb N-Rule e~ Conf mSigma Std1  Std Mean Std | Std m/z Diff  Std Comb
[ppm] miz YariNorm Dev
397072578 1 C14H11FEN403 397 072986 10 1185 ok even 04 08 na. na. n.a. n.a.
2 C13H15FB0OT 397 071649 23 -19 35 ok even 14.1 234 na. na. n.a. n.a.
419.054193 1 C14H10FEN4Na0O3 419.054930 138 14 85 ok even 32 68 n.a. n.a. n.a. n.a.
2 C13H14F6Na07  419.053593 -14 -14 35 ok even 114177 na. na. na. na.

Espectro 204: Espectro de massas de alta resolugdo do derivado 22.
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Espectro 207: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 22.
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Espectro 209: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-dy)) do derivado 22.
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Espectro 210: Espectro de RMN !*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 22.
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Espectro 211: Espectro de RMN °F (377 MHz; DMSO-ds)) do derivado 22.
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Espectro 212: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 22.
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Espectro 213: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 22.
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Espectro 214: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 22.



Chromatogram
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min
Peak Table

PDA Ch1 361nm

Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)Tailing Factor Resolution(USP) |Capacity Factor(k')
1 3,70 1495720| 100,0 25090 1,048 - -
Total 1495720| 100,0

Cromatograma 22: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 22.



N-(3,4-dimetoxibenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (23)

H,CO
D\/H L
H,CO NjﬁN/\kN
O —

l~/



+MS, 0.1-0.3min #4-20

Intens - +MS, 0.1-0.2min #4-20|
%106
3431016
] H, GO
51 11 H ., J%
H GO~ ™ i N
o I-'—_.-’
3201121 gimol
4..
3_
2_
1 ]
] 151 0757 321 .|1 199 411.0889 478.1059
1 N | M S
100 150 200 250 300 350 400 450 miz
Meas. m/z # lon Formula mfz err [ppm] Mean err rdb N-Rule e~ Conf mSigma Std | Std Mean miz Std | Std mv'z Diff Std Comb
[ppm] Warhorm Dev
343101609 1 C14H16N4Na05 343.101290 0.9 -1.0 85 ok even 53100 n.a. na. n.a. n.a.
2 C15H1ZNBNa0 343102628 30 24135 ok even 90133 na. na. n.a. n.a.

Espectro 215: Espectro de massas de alta resolugdo do derivado 23.



1000

1500

2000

2500

3000

3500

SoUBRILUSUE | 9

—_— €1 885
1 9€9
—— 0€459 pggyy
99VEL  ¥E69L
grozg 1°0 84
) ——__90'8V8
— #5896 .
05 V66 £6°%201
R 1 1801
— 9b'SELL
—_ mm.m_.mmt?E
———— .
e : T LB1GEL
=0 "z zchl 050
——— . ! .
v0BIGL oe’levi
= 9F 0551 _
68 7651
#G'G50L
g E.
~
Nl-L
{
=0
=
7N
w||m
Q O
Q 9Q
= i o
——————— e e
Tp] (] L = L =] uy (=] Ty]
(=] [=7] [='s] [='s] [ = (=] [{=] My}

Wavenumbers (cm-1)

Espectro de infravermelho do derivado 23.

Espectro 216



T000°0-—

OSa 8iet'e
OSIQ S96t'C
OSWa 0105°¢
OSINa £505°C

0OSINa $015°C
OZH ££25°C

162L°€
wmwn.mv.
8LbT'Y
MNwN.vV

PIST'S
n.—wn.w./
£98L°9
208’9
TL08'9
14989
02489
19889
9906'9
9P6T'L
mnmﬂ.n.wv
0€€E9°L
LSEY'L

9sbL'8
ﬂown.wv
8YLL'B

|

(

Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 23.

h

|

00T
00'T
00'T
00'T
oot

=00'T

f1 (ppm)

14 13 12 11 10

15

16

Espectro 217



3R G& ng BBRR SABES X qR R a
INE Q38 ag SRR 88RR 9 S PN
@ W o ~ I~ ~ (R RV R RCNY) w < )
115 N/ \Y4 I SNI NV | [ Il
5.85 » 1.09 1.07 4519.97 8.18 5.81
5.85 1.98
H-11(d) H - 16 (s)
6.87 3.73
H-8(t) H-5(d) H-4(d) H- 14 (d) H - 15 (dd) H-6,6"(s) H-9,9(d) H-17(s)
8.76 7.63 7.20 6.90 6.79 5.15 4.26 3,75
17
14
H,CO_13
neaNY,
2
H,CO™1? 5 10 Z, N 6N N
16 5\\\"4/
]
1 |
| |
|
| iy 1
AW
—F 5 = Lo L B o = i
o o o o o o o o oo
e S < e 9 < < e e Q
i i -~ i i i ~ ~ m ™M
T T T T T T T T T T T T T T 1
8.80 8.75 7.65 7.60 7.20 6.90 6.85 6.80 6.75 5.15 4.25 4.20 3.75 3.70 3.
f1 (ppm)

Espectro 218: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 23.
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f1 (ppm)



manguinhos
Instituto de Tecnoiogia em Férmaces

H-6,6' H-17 H-16

Parameters
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13

i ) -

¢y — -42

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220603
Time 11.10 n
™ spect
2122623 0041 (

—44

0.1064260

206.8
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12.00 v

—46

.00020000
-D0002610 se

4

[} se
1. se;
0.00172414 se
0.03000000 se
a se
Q se:

—48

400. 2620013 MHz
1H

12.40 use
24.80 use

nn

~50

c6 —-<—°

52

5.
0.
Sk
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C-17
16— Fé - Acquisition parameters

1 256
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3 .664749 Hz
190.325 ppm
FMODE Echo-Antiecho

T T T T T T T T T T T T T T T T T 52 - Processing par.arggeers

400.25
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Espectro 221: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 23.



H-14 H-11

110

C-11 —d
c-14 ——

112

114

116

118

120

122

124

126

—128

c5 —a

17 7.6 15 7.4 7:3 7.2 e | 7.0 6.9 6.8

ppm

Espectro 222: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 23.
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EXPNO 13
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12.00 usec

298.
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1.43385005 sec
0.00172414 c
0.03000000 sec
0.00020000 sec
0.00002610 sec

400. 2620013 MHZ

w

0.69580001 W
M5010.100

5.18500137 W
s

GPZ1 B0.00 %
GPNAM[2] SMSQ10.100
GPZ2 20.10 %
P16 1000.00 usec
F1 - Acquisition parameters
1D 256

SFO1 100.6545 MHZ
FIDRES 149. 664749 Hz
W 190.325 ppa
FnMODE Echo-Antiecho

F2 - Processing parameters
1024

SE 400. 2599995 Mz
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E QF
E 8 F2 - Processing
E SI
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F Fl - Processing parameters
10 SI 1024
E MC2 13
R R L B A A L B i;ru w,J;;s\Ei MHz
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Espectro 223: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 23.
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Espectro 224: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 23.



Chromatogram

mAU
i T PDA Multi 1 316nm,4nm
] III
300 i
] 1
] [
| | |
200 ||
i | ||
i || '|
100 I
. || |II
i [
|
0__ - N
T T T | | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 40 45
min
Peak Table
PDA Ch1 316nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)[Tailing Facton Resolution(USP)|Capacity Factor(k')
1 1,49 2460174 100,0 5832 1,178 - -
Total 2460174 100,0

Cromatograma 23: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 23.




N-(2,4-dimetoxibenzil)-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (24)

H5CO



+MS, 0.1-0.3min #5-17

Intens. | +MS, 0.1-0.3min #5-17
x108
3431017
Hi €O~
B P
!,,/ . \?rmN A
OcH, 0 |=r
I 320,121 g/mol
4
2_
321.1199
151.0757
411.0891
100 150 200 250 300 350 400 450 miz
Meas. miz # lon Formula miz err [ppm] Mean err rdb N-Rule e~ Conf mSigma Std | Std Mean m/z Std | Std m/fz Diff Std Comb
[ppm] WVarMorm Dev
343 101659 1 C14H16N4Na05 343 101290 -11 -11 85 ok even 52 98 na. na. na. na.
2 C15H12NSBNaD 343102628 28 23135 ok even 94138 na. na n.a. na.

Espectro 225: Espectro de massas de alta resolugdo do derivado 24.
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Espectro 228: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 24.
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Espectro 230: Espectro de RMN !*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 24.



manguinhos
Instituto de?n nologia em Fdrmaocos
H-16 H-17

.
H-8,9' Current Data Pa
NAME

4z 51102220051
EXPNO 14
JL PROCNO 1

F2 - I\CQZIE[LXG.‘Z Parameters
Date_ 20220208
9.50' h
spect
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.—25 Z122€23_0041 (
30

0. XZCQAED
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c-9

— L a0
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12.
”98 0 X

145. 0000000

0.00000300 sec
1.43896997 sec
0172414 sec
3000000 sec
0020000 sec
0002260 sec

45

a.0
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g.0

c-6 9 50

C-16, C-17 “. L 55
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T
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Espectro 231: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 24.
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Espectro 232: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 24.
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0 u
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B16 1000.00 usec

F1 - Acquisitlon parameters
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Espectro 233: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 24.
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Chromatogram

PDA Multi 1 361nm 4nm

o
O e — S
T T | T T T | T T T T | T T T | T T T T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2.5 3,0 3,5 40 45
min
Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)[Tailing Facton Resolution(USP) [Capacity Factor(k")
1 0,71 11571 1,6 4986 1,321 -- --
2 1,21 4033 0.6 2711 -4 2,869 0,691
3 1,81 697855 97.8 12142 0,895 2,972 1,544
Total 713459| 100,0

Cromatograma 24: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 24.



2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(1-feniletil)acetamida (25)

' NO,
NjﬁN)*N
\—/

CH; O



+MS, 0.9min #55

Intens. +MS, 0.9min #55
x106
a_
297.0973
“,- \:1\ H ) ng
T v -\.I_r P N" Y|
| 0 |
6 274,1066 g/mol
4
2_
571.2049
466.2486
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] Mean err rdb N-Rule e~ Conf mSigma Std | Std Mean miz Std | VarlNorm Std miz Diff Std Comb
[ppm] Dev
297 097337 1 C13H14N4Na03 297 095811 51 4785 ok even 28 42 na. na na. na.

Espectro 234: Espectro de massas de alta resolugdo do derivado 25.
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Espectro 237: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 25.
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Espectro 238: Espectro de RMN !*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 25.
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Espectro 239: Espectro de RMN *C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 25.
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Espectro 240: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 25.
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Espectro 241: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 25.
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Espectro 242: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 25.
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Espectro 243: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 25.



Chromatogram

mAU
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0,0 0,5 1,0 1,5 20 25 3,0 3,5 4.0 45
min
Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)(Tailing Factorl Resolution(USP)|Capacity Factor(k')
1 1,76 2650028 | 100,0 13390 1,218 - -
Total 2650028 | 100,0

Cromatograma 25: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 25.




N-benzil-N-metil-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (26)



+MS, 0.2-0.5min #10-29

Intens. +MS, 0.2-0.5min #10-29
%108
297.0957
- H. NG
81 1%
R N "",h-‘h{. N
O e
274,1066 gfmol
6_
4
2_
134.0964
‘ “ 365.0831
4] ¥ T T T T T T T T T - S I| Ll T T T T L T T T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 400 450 miz
Meas. m/z # lon Formula miz err [ppm] Mean e rdb N-Rule & Conf mSigma Std | Std Mean miz Std | VarNorm Std miz Diff Std Comb
[ppm] Dev
297.095710 1 C13H14N4Na03 297 095811 03 1385 ok even 49 78 n.a. na. na.

Espectro 244: Espectro de massas de alta resolucao do derivado 26.
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Espectro 247: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 26. Temperatura: 328 K.
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Espectro 249: Espectro de RMN '*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 26.
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Espectro 250: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 26.
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Espectro 251: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 26.
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Espectro 252: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 26.
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Espectro 253: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 26.
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Espectro 254: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 26.
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Chromatogram
mAU

N PDA Multi 1 361nm,4nm

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4.0 45
min
Peak Table

PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter{USP)|Tailing Facton Resolution(USP) [(Capacity Factor(k')
1 1,29 41512 4.4 7574 1,523 - -
2 1,95 898931 95,6 13983 0,817 4,059 0,508

Total 940443| 100,0

Cromatograma 26: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 26.



2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-fenetilacetamida (27)

@\AHLN?N

NO,



+MS, 0.1-0.4min #8-22

Intens. +MS, 0.1-0.4min #8-22
%108
' 297.0955
Q ==
LN
NN
H NO,
2741066 gimol
5_
4
2_
275.1137
— . .
100 150 200 250 300 350 400 450 miz
Meas. m/z # lon Formula mfz err [ppm] Mean e rdb N-Rule &~ Conf mSigma Std | Std Mean miz Std | VarMorm Std miz Diff Std Comb
[ppm] Dev
207.095538 1 C13H14N4NaO3 257.095811 09 17485 ok even 29 44 n.a. n.a. n.a. n.a.
2 C12H18Na07 207094474 -36 2235 ok even 166 273 na. na. na. na.

Espectro 255: Espectro de massas de alta resolugdo do derivado 27.
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Espectro 256
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Espectro 258: Espectro de RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) do derivado 27.
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Espectro 259: Espectro de RMN '*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 27.
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Espectro 260: Espectro de RMN !*C (100 MHz; DMSO-ds)) do derivado 27.




H-6,6'

H-10,10'

s

C-10 ——

o]

C-6 —

1
5.0

= = L
4.8 4.6 4.4

T T T T T T T T 1
4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 pPpm

Espectro 261: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 27.
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Espectro 262: Espectro de RMN bidimensional HSQC do derivado 27.
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Espectro 263: Espectro de RMN bidimensional COSY do derivado 27.
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min
Peak Table
PDA Ch1 361nm
Peak#Ret. Time Name Area Area% |Theoretical Plates/meter(USP)[Tailing Factor Resolution(USP)|Capacity Factor(k')
1 1,75 2159716| 100,0 13398 1,209 - -
Total 2159716| 100.,0

Cromatograma 27: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE-UV do derivado 27.
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