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RESUMO

BARROS, Marcus Vinicius de Andrade, M. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, setembro de 2014. Sintese e avaliagao da atividades citotoxica e do
efeito sobre o transporte fotossintético de elétrons de trifluorometil-aril-
amidas Orientador: Robson Ricardo Teixeira. Coorientadores: Gustavo Costa
Bressan e Mayura Marques Magalhaes Rubinger.

O presente trabalho de pesquisa teve por meta a sintese e avaliagao do efeito
de vinte e trés trifluorometil aril amidas sobre o transporte de elétrons da
fotossintese com vistas a possivel obtengdo de novos principios ativos para o
controle de plantas daninhas. Partindo-se da substancia 1-fluoro-2-nitro-4-
(trifluorometil)benzeno, as amidas foram preparadas empregando-se reagdes
de substituicdo nucleofilica aromatica, redugao do grupo nitro com SnCl2/HCl e
processos de acilagcdo. As amidas foram caracterizadas utilizando-se a
espectroscopia no infravermelho (IV) e de ressonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H e de C (1D), bem como espectrometria de massas. As
substancias N-[2-(4-bromofenilamino)-5-(trifluorometil)fenillisonicotinamida
(SRPIN 340#05), 2-cloro-N-[2-(4-bromofenilamino)-5-(trifluorometil)fenil]
nicotinamida (SRPIN 340#11), N-[2-(4-bromofenilamino)-5-(trifluorometil)fenil]
nicotinamida (SRPIN 340#17) e N-[2-(4-bromofenilamino)-5-
(trifluorometil)fenillbenzamida  (SRPIN  340#23) foram aquelas que
apresentaram maior eficiéncia com respeito ao efeito inibitério sobre o
transporte de elétrons na reacdo de Hill e seus respectivos valores de ICso
foram 1,5; 1,2; 4,9 e 1,1 umol L-'. Destaca-se que os valores obtidos sdo
comparaveis aqueles descritos na literatura para herbicidas comerciais e
inibidores da fotossintese. As trifluorometil-aril-amidas também tiveram seus
efeitos citotoxicos avaliados buscando identificar possiveis prototipos que
possam ser desenvolvidos como novos quimioterapicos para o tratamento do
cancer. Realizou-se uma avaliagdo de suas atividades citotoxicas contra as
linhagens de células tumorais HL60 (leucemia mieloide aguda-LMA) e Jurkat
(leucemia linfoblastica aguda T — LLA-T). Dez das amidas avaliadas foram
capazes de inviabilizar o crescimento das células HL60 e/ou Jurkat, apresentando
valores de ICso abaixo de 100 umol L. Os resultados também mostraram que ha
compostos que apresentaram atividade citotoxica mais elevada em relagéo ao
inibidor de quinases SRPKs SRPIN 340, uma das trifluorometil-aril-amidas

XVi



sintetizadas. Tomando-se a linhagem HL60, observou-se que o analogo SRPIN
340#11 ¢é aproximadamente trés vezes mais ativo, enquanto que o SRPIN
340#17 mostrou-se quatro vezes mais ativo; o analogo SRPIN 340#23
apresentou atividade duas vezes superior. Outro resultado importante foi obtido
na avaliacdo da citotoxicidade de nove amidas, as mais ativas, contra culturas
primarias de células brancas periféricas extraidas de pacientes saudaveis
(PBMCs). Os resultados demonstraram que, de modo geral, as amidas foram
mais ativas sobre as linhagens leucémicas do que sobre as PBMCs. Em
termos de estrutura quimica-atividade bioldgica, observou-se que as amidas
que apresentaram os melhores resultados nos ensaios de avaliacido de
atividades biolégicas apresentaram em sua estrutura o grupo 4-bromofenila,

indicando que esse grupo € impactante para a atividade bioldgica.
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ABSTRACT

BARROS, Marcus Vinicius de Andrade, M. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, September, 2014. Synthesis, cytotoxicity and effects on the
photosynthetic electron transport of trifluoromethyl aryl amides. Advisor:
Rébson Ricardo Teixeira. Co-advisors: Gustavo Costa Bressan and Mayura
Marques Magalhdes Rubinger.

It is described in this work the synthesis of twenty tree trifluoromethyl aryl
amides and the evaluation of their effects on the photosynthetic electron
transport.  Starting  with  commercially  available  1-fluoro-2-nitro-4-
(trifluoromethyl)benzene, the preparation of the amides was achieved via a
three step sequence, namely nucleophilic aromatic substitution, reduction with
SnCIl2/HCI and acetylation reactions. The amides were fully characterized by
infrared (IR) and NMR ('H and '3C, one dimension) spectroscopy and mass
spectrometry. The measurement of ferricyanide reduction by functionally intact
spinach chloroplasts showed that several derivatives are capable of inhibiting
the Hill reaction. The most active amides N-[2-(4-bromophenylamino)-5-
(trifluoromethyl)phenyllisonicotinamide (SRPIN 340#05), N-[2-(4-bromophe-
nylamino)-5-(trifluoromethyl)phenyl]-2-chloronicotinamide  (SRPIN  340#11),
N-[2-(4-bromophenylamino)-5-(trifluoromethyl)phenyl]nicotinamide (SRPIN
340#17) and N-[2-(4-bromophenylamino)-5-(trifluoromethyl)phenyl]lbenzamide
(SRPIN 340#23) presented ICso values respectively equal to 1.5, 1.2, 4.9 and
1.1 pumol L. These values are comparable to ICso values presented by
commercial herbicides that act inhibiting the photosynthesis. The cytotoxic
effects of the amides were also evaluated against the cancer cell lines HL60
(human promyelocytic leukemia cells), and Jurkat (acute T cell leukemia). Ten
amides were capable of interfering with cell viability. For these active amides,
the determined ICso values were below 100 umol L. The biological evaluation
revealed that some trifluoromethyl amides present higher cytotoxicity compared
to the SPRKs kinase inhibitor N-[2-(piperidin-1-yl)-5-(trifluoromethyl)
phenyl]isonicotinamide (SRPIN 340) which was also synthesized. Taking into
consideration the cell line HL60, it was found that SRPIN#11, SRPIN#17 and
SRPIN#23 are, respectively, three, four, and two times more potent than SRPIN
340. The evaluation of the nine most active amides against peripheral blood
mononucleated cells (PMBC immune cell lines) showed that, in general, the

Xvili



synthesized compounds presented higher cytotoxicity against cancer cell lines
HL60 and Jukart. In terms of structure- activity relationship, all the biological
assays showed that the most active amides possess as a common structural

feature the presence of a 4-bromo phenyl group.
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CAPITULO 1

APRESENTACAO

1.1 INTRODUGAO

Atualmente a Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU) estima que
existem 7,2 bilhdes de pessoas no mundo e que este numero sera de 8,2
bilhdes em 2025 e de 9,6 bilhdes em 2050. Varios desafios decorrentes desse
aumento populacional terdo de ser enfrentados, sendo um deles o aumento da
produtividade agricola para nutrir de maneira adequada o maior numero de
seres humanos. A disponibilidade de terras araveis € restrita na maioria dos
paises; ao mesmo tempo, € cada vez maior o apelo mundial para a
preservacdo dos recursos naturais. Assim, sera necessario aumentar a
produtividade de alimentos sem aumentos significativos de areas de cultivo
(ANDEF, 2013).

Os defensivos agricolas, os quais sao também conhecidos como
agroquimicos, sao fundamentais para os agricultores melhorarem a
produtividade e a qualidade dos alimentos, fibras e vegetais utilizados como

fontes renovaveis de energia. Portanto, trata-se de uma tecnologia
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imprescindivel para a humanidade superar os desafios socioambientais que se
apresentam (ANDEF, 2013).

Os agroquimicos, de acordo com o Decreto n°® 4074 de 04 de janeiro de
Janeiro de 2002 que regulamenta a lei n°® 7802, de 11 de Julho de 1989, sao
produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao
uso nos setores de produgdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou
plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composig¢ao da flora ou da fauna, a fim
de preserva-las da acado danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como as substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento
(http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/decreto/2002/d4074.htm).

No Brasil, os herbicidas correspondem a uma das classes de
agroquimicos mais consumidas. Tendo como finalidade controlar plantas
daninhas, nas ultimas duas décadas a utilizagdo dos herbicidas vem crescendo
continuamente na agricultura. A utilizagdo dessa classe de agroquimicos pode
ser justificada pelo fato de que, se ndo mantidas sob controle, as plantas
daninhas competem com as culturas por nutrientes, agua e luz culminando em
perda significativa da produtividade. As plantas daninhas sdo responsaveis em
média pela perda de 34% da produtividade agricola em todo o mundo. S6 nos
EUA o custo anual de perdas de safras devido as plantas daninhas € superior a
26 bilhdes de délares (DELYE, et al., 2013). Salienta-se, ainda, que o emprego
de herbicidas na agricultura apresenta como aspecto positivo a diminuigao dos
custos de producéo.

Dentre os diferentes tipos de herbicidas, existem aqueles que atuam
inibindo o transporte de elétrons da fotossintese. A grande maioria desses
compostos inibe o fluxo de elétrons no fotossistema Il. Exemplos de inibidores
do fotossistema Il sdo o propanil, o bentazon, o diuron, o linuron e o tebuthiuron
(Figura 1, pg. 3). Todos esses ingredientes ativos possuem como caracteristica
comum a presenca do grupamento amida em suas estruturas (SILVA e SILVA,
2007).
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Figura 1- Estruturas quimicas de herbicidas inibidores do fotossistema II.

Certos agroquimicos ou analogos de uma classe quimica particular de
agroquimicos podem também apresentar aplicagbes como farmacos. Em
alguns casos, inclusive os sitios moleculares de atuagao de um farmaco e de
um agroquimico podem ser os mesmos e, em outros, eles sdo diferentes. Por
exemplo, a tricetona nitisinona (NTBC) é estruturalmente semelhante ao
herbicida mesotriona (Figura 2, pg. 4). As atividades bioldgicas descritas para
essas substancias resultam de sua atuacdo sobre a enzima p-
hidroxifenilpiruvato-dioxigenase (HPPD), embora a enzima possua fungdes
metabdlicas muito diferentes em plantas e seres humanos. As aplicacbes
farmacéuticas das tricetonas, como a nitisinona, foram revisadas por
Beaudegnies e colaboradores (BEAUDEGNIES et al., 2009).
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Figura 2 - Exemplos de semelhancas na estrutura quimica de farmacos e

agroquimicos.

Outro exemplo de compostos que atuam sobre um mesmo alvo
molecular sdo o herbicida asulam e o antibiético sulfanilamida (Figura 2), que
atuam inibindo a 7,8-diidropteroato sintase, acarretando a n&do formacao do
folato, uma substancia essencial no metabolismo de plantas e micrébios
(DUKE, 2010). Fungicidas azolicos (ex. fluconazol e azaconazol, Figura 2) séo
utilizados tanto como farmacos quanto como fungicidas agricolas e atuam
inibindo a sintese de esterdides em fungos. O fluconazol, um produto
farmacéutico, foi patenteado primeiramente para uso agricola (DELANEY et al.,
2006).

Em outros casos de semelhangas estruturais, tais como as
sulfoniluréias, os alvos moleculares associados a acado dos farmacos e
agroquimicos sao bastante diferentes. Por exemplo, herbicidas pertencentes a
classe das sulfoniluréias atuam na inibicdo da enzima aceto-lactato sintase.
Essa inibicdo interrompe a sintese protéica, que por sua vez, interfere na
sintese do DNA e no crecimento celular. As plantas sofrem clorose, definham e

morrem em até duas semanas (SILVA e SILVA, 2007). Certas sulfoniluréias



também tém sido usadas no tratamento de diabetes do tipo Il. Elas atuam no

pancreas estimulando o aumento da secregéo de insulina (DUKE, 2010).

Dentro desse contexto, tem-se observardo que o uso de compostos
contendo o grupamento amida nao esta restrito a aplicagdes na agroquimica,
de modo que muitos medicamentos disponiveis comercialmente e com

diferentes aplicagdes também pertencem a classe das amidas (Figura 3).
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Figura 3 - Exemplos de farmacos contendo o grupo funcional amida.

Considerando: i) que compostos com aplicagbes como farmacos
também podem apresentar propriedades uteis para o desenvolvimento de
novos agroquimicos; ii) a necessidade constante de inovagdo tanto no
desenvolvimento de farmacos como agroquimicos, buscou-se neste trabalho a
sintese, caracterizagao estrutural e avaliacdo da atividade citotoxica e do efeito
sobre o transporte de elétrons fotossintético de 23 amidas (nicotinamidas,
isonicotinamidas e benzamidas). As estruturas de todas as substancias alvos
de estudo deste trabalho estdo apresentadas na Figura 4, pg. 6. Os cddigos
(SRPIN) apresentados junto as estruturas das amidas serédo aqueles utilizados
para identificar estas substancias ao longo da descricao deste trabalho de

dissertagao.
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1.2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Apesar de haver no mercado um grande numero de compostos para
controlar os mais diversos tipos de plantas daninhas, existe uma demanda
crescente por novos produtos, uma vez que essas, assim como outros
organismos, desenvolvem resisténcia a tais compostos apds certo tempo de
contato. Com isso, estes passam a ser menos efetivos e muitas das vezes
perdem totalmente a atividade. Outro aspecto importante a considerar € o
surgimento de novas espécies de plantas daninhas, o que também aumenta a
demanda por novos herbicidas. A crescente regulacdo imposta por 6rgaos
governamentais no tocante aos herbicidas (e demais agroquimicos) demanda o
desenvolvimento de produtos que sejam ativos em concentragbes cada vez
menores e com elevada especificidade, além de serem ambientalmente
benignos.

De acordo com os dados divulgados pelo Sindiveg (Sindicato Nacional
da Industria de Produtos para Defesa Vegetal), as vendas de agroquimicos
chegaram a R$ 1,799 milhdes em julho de 2013, registrando um aumento de
42% em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior. Durante os primeiros sete
meses de 2013, as vendas aumentaram 34%, somando R$ 8,435 milhdes.
Desse total, os herbicidas responderam por 38% das vendas, com R$ 3,196
milhées (AGOPECUARIA PARCERIA, 2013).

Dentro desse contexto, uma meta do presente projeto de pesquisa foi
avaliar o efeito de um grupo de trifluorometil aril amidas sobre o transporte de
elétrons da fotossintese com vistas a possivel obtencdo de novos principios
ativos para o controle de plantas daninhas. Assim, a descoberta de um novo
herbicida comercial podera ter um impacto socioeconédmico, uma vez que o
Brasil é bastante dependente da importacdo dos agroquimicos aqui
comercializados.

As trifluorometil aril amidas também tiveram seus efeitos citotdxicos
avaliados buscando identificar possiveis protoétipos que possam ser
desenvolvidos como novos quimioterapicos. Segundo um estudo realizado pela
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC, na sigla em inglés) e
publicado na Revista The Lancet Oncology em 2012, o numero de casos de

cancer no mundo devera aumentar em 75% até 2030 (BRAY et al., 2012). Além
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dessa patologia atingir milhdes de pessoas em todo o mundo, os
quimioterapicos atualmente disponiveis para o seu tratamento sao,
frequentemente, citotdxicos e ndo especificos. E importante destacar que o
tratamento quimioterapico contra o cancer apresenta diversos problemas
dentre os quais se destacam os efeitos colaterais como diarréia, vomito,
fraqueza, queda de cabelo, tonteiras e etc. Assim, € de relevancia a busca por
novos agentes terapéuticos contra o cancer que apresentam maior
especificidade e que sejam capazes de mitigar ou até mesmo eliminar os

efeitos colaterais dos farmacos atualmente utilizados no tratamento do cancer.
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CAPITULO 2

SINTESE DE TRIFLUOROMETIL-ARIL-AMIDAS

2.1 INTRODUGAO

O grupamento amida ocupa papel de destaque na quimica e na
bioquimica. Diversos séo os exemplos de substancias contendo o grupo amida
que sao comercializados pelas industrias farmacéutica, alimenticia, téxtil e
agroquimica. A atorvastatina é o farmaco mais vendido em todo o mundo
desde 2003 e utilizado no controle dos niveis de colesterol no sangue. A amida
ciclica dialtiazem bloqueia o canal de calcio sendo empregada no tratamento
da hipertensdo (VALEUR e BRADLEY, 2009). O (S,S)-aspartame é um dos
adocantes mais usados no mundo inteiro e é cerca de 180 vezes mais doce
que a sacarose. O nylon, uma poliamida, é amplamente utilizado na confecgao
de roupas. O herbicida nicosufuron, o fungicida metalaxil-M e o inseticida

indoxacarbe sdo importantes agroquimicos comerciais (Figura 1, pg. 11).
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Figura 1 - Exemplos de compostos contendo grupamento amida e de

importancia nas industrias farmacéutica, alimenticia, téxtil e agroquimica.

Determinadas moléculas apresentam n&o apenas um, mas dezenas de
grupamentos amidas, como é o caso do enfuvirtide (Figura 2, pg. 12), o
primeiro antirretroviral aprovado para inibicao da fusao extracelular do HIV-1.
(MATTHEWS et al., 2004). Salienta-se ainda que uma analise profunda de
dados da Comprehensive Medicinal Chemistry revelou que o grupo
carboxamida aparece em mais que 25% dos farmacos (MONTALBETTI e
FALQUE, 2005).
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Figura 2 - Estrutura do agente antirretroviral enfuvirtide.

Nos sistemas bioldgicos, o grupamento amida é parte integrante das
estruturas das proteinas. Essas macromoléculas sao sintetizadas, aminoacido
por aminoacido, nos ribossomos utilizando um eficiente processo de amidacao
entre mondmeros de aminoacidos (esferas azuis, AAXx, Figura 3). Tal processo
envolve ainda o acido ribonucléico (RNA). Um aminoacilo-RNAt se liga ao sitio
A (cinza, a direita, Figura 3). Em seguida, ocorre transferéncia da cadeia
polipetidica crescente do RNAt no sitio P (cinza, esquerda) para o RNAt no
sito A pela formacdo de uma ligagdo pepitidica (ligagcdo amida)
(PATTABIRAMAN e BODE, 2011).

Sintese de proteina ribossdmica

Subunidade
ricossomal
maier

7 o

sam R [
RNAM Subunidade
ribossomal

menor

Figura 3 - Representacdo simplificada da sintese de proteinas pelos
ribossomos (PATTABIRAMAN e BODE, 2011).
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Em funcao da importancia desta funcionalidade, diferentes metodologias
vém sendo desenvolvidas para preparacdo de amidas. Algumas dessas
metodologias serdo brevemente descritas a seguir.

As amidas podem ser sintetizadas a partir da unido de acidos
carboxilicos e aminas. No entanto, a reacdo entre estes substratos requer a
eliminacdo de agua e elevadas temperaturas (por exemplo, 200 °C), condi¢des
estas tipicamente prejudiciais a integridade dos substratos. Por esta razéo, é
normalmente necessario primeiro ativar o acido carboxilico, um processo que
usualmente ocorre convertendo-se grupo OH do acido carboxilico em um bom
grupo de saida, antes do tratamento com a amina (VALEUR e BRADLEY,
2009). No Esquema 1 a seguir (A") representa um agente capaz de promover o

acoplamento entre o acido e a amina.

0 0
H Reagente de
+ /.N . acoplamento - R
R OH R’ R" 5 > R N
- . . ase, _
Acido carboxilico Amina solvente Amida il
_ . -
+ A* J\K H - OA*
Z N
R oA’ R g

Esquema 1 - Método convencional de formagao de amidas. Envolve a ativagao
do acido carboxilico por um grupo ativante (A*), seguido de um ataque
nucleofilico da amina gerando uma ligagdo amida na presenga de um reagente
acoplante, base e solvente (PATTABIRAMAN e BODE, 2011).

Na auséncia de um agente capaz de realizar o acoplamento, o acido
carboxilico e a amina reagem entre si resultando simplesmente na formacao de
sal (um carboxilato de amoénio), ao invés de uma amida como produto, devido a
termodindmica desfavoravel da reacao de formagao de amida. Salienta-se que
a acilagdo de aminas com acidos carboxilicos ativados é a reagao mais
frequentemente utilizada na sintese de produtos farmacéuticos modernos,

respondendo por 16% de todas as reacdes, de acordo com uma recente
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andlise de um conjunto dados de quimica medicinal (PATTABIRAMAN e
BODE, 2011).

Carbodiimidas foram os primeiros reagentes de acoplamento a serem
utilizados em reagdes de formacado de amidas a partir de acidos carboxilicos e
aminas. A dicicloexilcarbodiimida (DCC) é utilizada na formagdo de amidas
desde 1955 e o mecanismo para a transformagao € apresentada no Esquema
2, pg. 15 (VALEUR e BRADLEY, 2009).

O primeiro passo envolve a reagao do acido carboxilico com DCC para
formar a O-aciluréia. Este intermediario, entdo, pode produzir um numero de
diferentes produtos:

i) Uma amida via acoplamento direto com aminas (um produto
formado, a dicicloexiluréia (DCU) é geralmente insoluvel no solvente
de reacgao e pode ser removida por filtracéo);

i) Formacéao da N-acilureia como subproduto;

iii) Formacao do anidrido de acido carboxilico que subsequentemente,
produz a amida por reagdo com a amina (este processo consome

dois equivalentes do acido carboxilico).
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Esquema 2 - Acoplamento usando DCC (VALEUR e BRADLEY, 2009).

Outra maneira de se ativar um acido carboxilico em processos que
visem a preparagao de amidas consiste em reagi-lo com cloreto cianurico
(RAYLE e FELLMETH, 1999). Assim, conforme apresentado no Esquema 3
(pg. 16), a reacdo do carboxilato do &acido carboxilico com o heterociclo
nitrogenado resulta na formagao de um éster que, quando tratado com aminas,
leva a formacgao de amidas com bons rendimentos. Os carboxilatos podem ser
gerados in situ a partir de bases organicas (como a N-metilmorfolina) ou
inorganicas (como hidréxido de sddio ou potassio). E possivel também realizar
a reagao tendo como material de partida o carboxilato (em outras palavras, néo

se utiliza uma base para geragao do carboxilato in situ).
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Esquema 3 - Esquema geral para a reacdo de amidagdo de um acido

carboxilico com cloreto cianurico.

Um exemplo de aplicagdo dessa metodologia € a preparagdo do
herbicida propizamida em 69% de acordo com a sequéncia de reacdes

mostrada no Esquema 4.

0O 0o
cl 1) N-metilmorfolina, cloreto cl
OH ciandrico N
H

Cl 2) HzN& ,230C, 1h Cl

Esquema 4 - Sintese do herbicida propizamida via processo de amidagao de

acido carboxilico com cloreto cianurico.

Um método classico de conversdo de acidos carboxilicos em amidas
envolve haletos de acila como intermediarios. O processo envolve inicialmente
a conversao do acido no respectivo haleto, seguida da reagcado do haleto com
uma amina (MONTALBETTI e FALQUE, 2005). Tipicamente, um &cido
carboxilico € convertido no correspondente haleto de acila via tratamento com

cloreto de tionila ou cloreto de oxalila (Esquema 5).

(0] (@) 0
Cloreto de tionila
ou oxalila Amina P R"
? —_—
R OH Refluxo R cl Base, R N
solvente _
Acido Cloreto Amida g
carboxilico de acila

Esquema 5 - Conversao de acido carboxilico no seu respectivo cloreto de acila,

seguido da reacao deste com aminas para formar amidas.

Nos ultimos anos diferentes metodologias que ndo envolvem o uso de
reagentes de acoplamento para formagcao de amidas tém sido descritas na
literatura (PATTABIRAMAN e BODE, 2011). Dois exemplos serao
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apresentados a seguir. Gunanathan e colaboradores (2007) descreveram a
sintese de amidas a partir de alcoois e aminas (Esquema 6). Tal processo

envolve liberagao de gas hidrogénio e é catalisado por um complexo de ruténio.

cat.(0,1 mol%) Ri-C

R'-CH,0OH + R2- N
CH,0 RE-NH, Tolueno, refluxo NHR2

s
cat. = /\F'{u/ j<
" o

Esquema 6 - Sintese de amidas a partir de alcoois e aminas.

Na presengca do acido 3,4,5-trifluorobenzeno bordnico, acidos
carboxilicos podem ser convertidos em amidas em elevados rendimentos
(ISHIHARA et al., 1996). As reacdes podem ser conduzidas em tolueno, xileno
ou mesitileno. Tipicamente, 1 mol% de catalisador € necessario neste processo
de amidacdo (Esquema 7, pg. 18). No Esquema 7 é ainda apresentado um
ciclo catalitico que procura racionalizar a formacédo da amida a partir do acido

borénico.
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cat. (1 mol%) ,0
OH solvente, refluxo NHR2
(-H20)
B(OH),
cat. =
F F
F
!I\r
RCOzH
He0 00 2
A2 0B
A
RCO,H

b
N
ArB(OH), \ H)LO,BW
2

152
HNR'R?  Col
R2

Esquema 7 - Reacdo de amidacido tendo o acido 3,4,5-trifluorobenzeno

borénico como catalisador e ciclo catalitico proposto para explicar a formagao
das amidas.

No Esquema 8 esta representado um exemplo de formagdo de amida
empregando-se o processo de amidagao catalisado por acido borénico.

o)
COyH cat. (1 mol%)
O/ +  Ph NH,

NH—
xileno, refluxo, 18 h

Ph
96%
B(OH),
cat. =

F

Esquema 8 - Exemplo de formagéo de amida via catalise com acido borénico.

Descreve-se neste capitulo a sintese de 23 trifluorometil-aril-amidas, as

quais foram obtidas empregando-se como etapa chave a reagéo de haletos de
acila com diferentes aminas.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Generalidades

Na sintese dos compostos foram utilizados reagentes de grau P. A.

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas empregando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas
sobre aluminio (espessura de 250 um). As separagdes em colunas foram feitas
utilizando-se silica-gel (70 - 230 mesh) como fase estacionaria. Os solventes
utilizados como eluentes foram usados sem prévia purificagao.

1-Fluoro-2-nitro-4-(trifluorometil)benzeno, os cloridratos dos cloretos de
isonicotinoila, nicotinoila e 2-cloronicotinoila, o cloreto de benzoila e a 4-
bromoanilina foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, Estados
Unidos). A piperidina, a cicloexilamina, a pirrolidina, a dietilamina, a morfolina, o
cloreto de estanho(ll) anidro, o acido cloridrico, 0 metanol, o diclorometano e a
trietilamina foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

As placas de CCD apés eluicao foram observadas em camara de luz
ultravioleta, ndo sendo necessario o uso de agentes reveladores.

As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho MQAPF-302
e nado foram corrigidas.

Os espectros no infravermelho (IV) foram adquiridos empregando-se a
técnica reflectancia total atenuada (ATR) em equipamento Varian 660-IR com
acessorio GladiATR ou por meio de pastilhas de KBr, em espectrofotometro
PERKIN ELMER SPECTRUM 1000 (Departamento de Quimica - UFV).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H, 300 MHz) e de carbono (RMN de 'C, 75 MHz) foram obtidos em
espectrometros VARIAN MERCURY 300 (Departamento de Quimica - UFV).
Para a aquisi¢cao dos espectros, foram utilizados como solventes cloroférmio
(CDCls) e metanol (CD3OD) deuterados. As constantes de acoplamento escalar

(J) foram expressas em Hertz (Hz).
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2.2.2 Procedimentos sintéticos

2.2.2.1 Sintese da 1-[2-nitro-4-(trifluorometil)fenil]piperidina

(2a)

A um baldo de fundo redondo (100 mL) foram adicionados 8,6 mL (88,2
mmol) de piperidina, 4,14 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) e 4,2 mL (28,7
mmol) de 1-fluoro-2-nitro-4-(trifluorometil)benzeno (1) a 0 °C. A mistura de
reacdo foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 1,5
hora. Apds este periodo, adicionou-se a mistura 25,0 mL de agua destilada e a
mistura resultante foi transferida para um funil de separacao. A fase aquosa foi
extraida com acetato de etila (4x80,0 mL). Os extratos organicos foram
combinados e a fase orgéanica foi lavada com uma solugdo saturada de cloreto
de sddio, seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada sob pressao
reduzida. O sélido resultante foi purificado por recristalizacdo empregando-se
metanol como solvente, resultando na obtengao da substancia 2a em 91% de

rendimento (7,15 g; 26,1 mmol).
Caracteristica: sélido alaranjado.
CCD: Rf= 0,40 (hexano-acetato de etila 16:1 v/v).

T = 50,1-50,7 °C (Ttiiteratura: 48,0-49,5 °C, HAGIWARA et al., 2009).

IV (ATR) vmax (cm™'): 2938, 2867, 2827, 1621, 1560, 1528, 1493, 1449, 1386,
1323, 1297, 1260, 1233, 1211, 1149, 1115, 1080, 1064, 1021, 974, 929, 906,
882, 856, 832, 789, 760, 724, 678, 629, 528. O espectro é apresentado na
Figura 4, pg. 70.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,61-1,75 (m, 6H, H-3'/H-5" e H-4"); 3,12 (t,
4H, J = 5,3 Hz, H-2/H-6); 7,14 (d, 1H, J = 8,7 Hz, H-6); 7,60 (dd, 1H, J = 2,3 Hz
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e J=38,7 Hz, H-5°); 8,03 (d, 1H, J = 2,3 Hz, H-3’). O espectro € apresentado na
Figura 5, pg. 71.

RMN de '3C (75 MHz, CDCIs) 6: 24,0 (C-47); 25,8 (C-3°/C-57); 52,3 (C-2°/C-6");
120,6 (C-6); 120,9 (q, Jcr = 34,1 Hz, C-4); 123,7 (q, Jcr = 269,6 Hz; CF3);
124,6 (q, Jcr = 4,0 Hz, C-3’); 130,1 (q, Jc-r = 3,4 Hz, C-5°); 139,8 (C-1); 148,8
(C-2). O espectro é apresentado na Figura 6, pg. 72.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z (M+H*):
Calculado para C12H14F3N20,, 275,1070; encontrado: 275,0926.

Os compostos 2b-2f foram sintetizados empregando-se a mesma
metodologia descrita para a preparagdo do composto 2a. Na Tabela 1 (pg. 22)
estao descritas as informacoes relativas as reacdes que foram realizadas para

a preparacao dos nitrocompostos 2b-2f.
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Tabela 1 - Informagdes sobre as reag¢des conduzidas para preparacdo dos compostos 2b-2f

CF3 CF;
Amina, DMF -
NO, 0°C—t.a. NO,
F R’
(1) (2b-2f)
Composto R Volume de 1 Amina/ Volume de Tempo de “g?_zzzge Rendimento
i - ~ o
(mL) Quantidade utilizada DMF (mL) reacao (h) obtida (g) (%)
2b ( wt 402 cicloexilamina/ 9,20 mL 21,0 1,0 6,39 81
2c CN-é- 4,18 pirrolidina/ 7,00 mL 8,0 4,0 7,21 97
2d :\N-é— 4,18 dietilamina/ 6,60 mL 12,0 2,0 7,37 98
2e o N¥ 4,18 morfolina/ 5,15 mL 12,0 4,5 7,69 97
__/
2f or—( )Rt 2,10 4-bromo anilina/ 5,45 g 7.5 4,0 4,83 93
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As estruturas dos compostos 2b-2f sdo suportadas pelos dados apresentados

a seqguir.

N-cicloexil-2-nitro-4-(trifluorometil)anilina

(2b)

Caracteristica: solido amarelo purificado via recristalizagdo empregando

metanol como solvente.
CCD: Rs= 0,10 (hexano).
Te = 79,3-80,2 °C (Ttiiteratura: 80,0-81,5 °C, SCHELTZ e ROTZLER,1983).

IV (ATR) Vmax (cm™): 3365, 3114, 2931, 2861, 1634, 1572, 1529, 1436, 1411,
1324, 1260, 1244, 1227, 1187, 1152, 1112, 1063, 976, 912, 899, 831, 763, 694,

642. O espectro € apresentado na Figura 1 do Anexo, pg. 116.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,30-2,07 (m, 10H, H-2/H-6", H-3"/H-5" e H-
4'); 3,51-3,61 (m, 1H, H-1"): 6,95 (d, 1H, J = 9,3 Hz, H-6); 7,56 (dd, 1H, J = 2,1
Hz e J = 9,3 Hz, H-5); 8,34 (dI, 1H, J = 6,3 Hz, NH); 8,45 (dI, 1H, J = 2,1 Hz, H-

3). O espectro é apresentado na Figura 2 do Anexo, pg. 117.

RMN de '3C (75 MHz, CDCls) 6: 24,6 (C-3/C-5’); 25,6 (C-4’); 32,7 (C-2'/C-6’);
51,5 (C-1°); 115,0 (C-6); 117,0 (q, Jc-r = 34,1 Hz, C-4); 123,9 (q, Jer = 269,0
Hz, CF3); 1254 (q, J = 4,2 Hz, C-3); 132,1 (q, J = 3,0 Hz, C-5); 130,7 (C-1);
146,2 (C-3). O espectro é apresentado na Figura 3 do Anexo, pg. 118.
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1-[2-nitro-4-(trifluorometil)fenil]pirrolidina

(2c)

Caracteristica: sélido alaranjado purificado por cromatografia em coluna de

silica gel eluida com hexano-acetato de etila (5:1 v/v).
CCD: R = 0,45 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).
T = 52,3-53,8 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 2975, 2871, 1622, 1554, 1504, 1428, 1388, 1322, 1268,
1150, 1103, 1074, 884, 808, 781, 719, 688, 634. O espectro € apresentado na
Figura 4 do Anexo, pg. 119.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,98-2,03 (m, 4H, H-3/H-4); 3,23-327 (m, 4H,
H-2/H-5); 6,95 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-6’); 7,53 (dd, 1H, J=2,4 Hz e J = 9,0 Hz,
H-5’); 7,99 (sl, 1H, H-3’). O espectro é apresentado na Figura 5 do Anexo, pg.
120.

RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) &: 25,8 (C-3/C-4); 50,8 (C-2/C-5); 116,4 (C-6');
117,1 (q, Jor = 34,2 Hz, C-4'); 124,0 (q, Jor = 269,1 Hz, CFa); 124,7 (q, Jor =
4,0 Hz, C-3'); 1294 (q, Jor = 3,2 Hz, C-5); 1358 (C-1'); 144,4 (C-2’). O

espectro € apresentado na Figura 6 do Anexo, pg. 121.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLU(;AO m/z (M+H*):
Calculado para C11H12F3N20-, 261,0851; encontrado: 261,0770.
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N,N-dietil-2-nitro-4-(trifluorometil)anilina

™

(2d)

Caracteristica: oleo alaranjado purificado por cromatografia em coluna de

silica gel eluida com hexano-acetato de etila (8:1 v/v).

CCD: Rs= 0,55 (hexano-acetato de etila 8:1 v/v).

IV (ATR) vmax (cm™): 2979, 2939, 2877, 1621, 1531, 1322, 1258, 1114, 1083,
903, 877, 816, 784, 717, 669, 601. O espectro € apresentado na Figura 7 do
Anexo, pg. 122.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,16 (t, 6H, J = 7,1 Hz, 2CH3); 3,26 (q, 4H, J =
7,1 Hz, 2CH2); 7,14(d, 1H, J = 9,0 Hz, H-6’); 7,58 (dd, 1H, J=2,3 Hze J= 8,9
Hz, H-5’); 7,96 (sl, 1H, H-3’). O espectro é apresentado na Figura 8 do Anexo,
pg. 123.

RMN de 13C (75 MHz, CDCls) &: 12,6 (2CH3); 46,1 (2CH2); 119,9 (q, Jor = 34,0
Hz, C-4’); 120,6 (C-6'); 123,8 (q, Jor = 269,3 Hz, CF3,); 124,5 (q, Jor = 4,0 Hz,
C-3'); 129,4 (q, Jer = 3,3 Hz, C-5'); 139,8 (C-1'); 146,6 (C-2’). O espectro &

apresentado na Figura 9 do Anexo, pg. 124.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLU(;AO m/z (M+H*):
Calculado para C11H14F3N202, 263,1007; encontrado: 263,0944.
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4-[2-nitro-4-(trifluorometil)fenillmorfolina

(2e)

Caracteristica: 6leo alaranjado purificado por cromatografia em coluna de

silica gel eluida com hexano-acetato de etila (3:1 v/v).

CCD: Rf = 0,27 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).

IV (ATR) vmax (cm™): 2967, 2858, 1713, 1622, 1532, 1322, 1275, 1252, 1235,
1168, 1110, 1083, 1044, 938, 884, 824, 789, 720, 678, 640, 526. O espectro &
apresentado na Figura 10 do Anexo, pg. 125.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 6: 3,13 (t, 4H, J = 4,7 Hz, H-3/H-5); 3,84 (t, 4H, J
= 4,7 Hz, H-2/H-6); 7,16 (d, 1H, J= 8,7 Hz, H-6’); 7,68 (dd, 1H, J=2,3Hze J=
8,7 Hz, H-5’); 8,05 (sl, 1H, H-3’). O espectro é apresentado na Figura 11 do
Anexo, pg. 126.

RMN de '3C (75 MHz, CDCls) &: 51,4 (C-3/C-5); 66,6 (C-2/C-6); 120,6 (C-6);
123,4 (q, Jor = 269,9 Hz, CF3); 122,9 (q, Jor = 34,1 Hz, C-4); 124,4 (q, Jor =
3,9 Hz, C-3'); 130,5 (q, Jor = 3,3 Hz, C-5); 141,0 (C-2’), 148,1 (C-1’). O

espectro € apresentado na Figura 12 do Anexo, pg. 127.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+H"):
Calculado para C11H12F3N203, 277,0800; encontrado: 277,0727.
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N-(4-bromofenil)-2-nitro-4-(trifluorometil)anilina

(2f)

Caracteristica: sélido alaranjado purificado por cromatografia em coluna de

silica gel eluida com hexano-acetato de etila (5:1 v/v).
CCD: Rf= 0,78 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).
Ts = 89,5-89,9 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3347, 3102, 1636, 1571, 1528, 1486, 1430, 1319, 1250,

1147, 1070, 1011, 909, 841, 805, 693, 632. O espectro € apresentado na
Figura 13 do Anexo, pg. 128.

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) &: 7,15-7,26 (m, 3H, H-2'/H-6’, H-6); 7,54-7,60
(m, 3H, H-5 e H-3'/H-5’); 8,50 (sl, 1H, H-3); 9,63 (sl, 1H, NH). O espectro é
apresentado na Figura 14 do Anexo, pg. 129.

RMN de '3C (75 MHz, CDCIs) &: 116,8 (C-4'); 120,1(q, Jc-r = 34,1 Hz, C-4);
120,2 (C-6); 123,5 (q, Jc-r = 269,5 Hz, CF3,); 125,0 (q, Jcr = 4,2 Hz, C-3);
126,8 (C-2’/C-6); 132,1 (q, JcF = 3,2 Hz, C-5); 132,4 (C-2); 133,3 (C-3'/C-5);
136,8 (C-1°); 144,9 (C-1). O espectro € apresentado na Figura 15 do Anexo, pg.
130.
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2.2.2.2 Sintese da 2-(piperidin-1-il)-5-(trifluorometil)anilina

CF;
5
4 6
3 1
2 NHy
¥
N
"

6' N
5

—

(3a)

A um balado de fundo redondo (50 mL) foram adicionados 10,8 mL (129,6
mmol) de acido cloridrico concentrado, 6,71 g (35,4 mmol) de cloreto de
estanho anidro, 20,0 mL de metanol e 1,50 g (5,47 mmol) de 1-[2-nitro-4-
(trifluorometil)Jfenil]piperidina (2a) a 0 °C. A mistura resultante foi mantida sob
agitagdo magneética a temperatura ambiente por 42 horas. Apos este periodo, a
mistura foi neutralizada com solugdo de NaOH até pH aproximadamente igual a
10 e transferida para um funil de separacdo. A fase aquosa foi extraida com
acetato de etila (4x80,0 mL). Os extratos organicos foram combinados e a fase
organica resultante foi lavada com solugéo saturada de cloreto de sodio, seca
com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O
material resultante foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
eluida com hexano-acetato de etila (11:1 v/v), obtendo-se a substancia 3a, em
78% de rendimento (1,34 g; 5,49 mmol).

Caracteristica: soélido branco.
CCD: Rf= 0,48 (hexano-acetato de etila 11:1 v/v).
Tt = 50,0-50,5 °C (Ttiiteratura: 49,5-50,5 °C, HAGIWARA et al., 2009).

IV (ATR) vmax (cm™): 3452, 3355, 2950, 2865, 2805, 1611, 1589, 1512, 1469,
1439, 1379, 1328, 1288, 1256, 1227, 1205, 1160, 1104, 1064, 936, 892, 860,
810, 745, 722, 663, 643. O espectro é apresentado na Figura 7, pg. 74.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 1,60-1,75 (m, 6H, H-3/H-5" e H-4"); 2,88 (s,
4H, H-2/H-6); 4,11 (sl, 2H, NH2); 6,93-7,03 (m, 3H, H-3, H-4 e H-6). O

espectro é apresentado na Figura 8, pg. 75.
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RMN de "3C (75 MHz, CDCls) &: 24,4 (C-4’); 26,8 (C-3'/C-5'); 52,4 (C-4’); 111,5
(0, Jo.r = 3,5 Hz, C-6); 115,5 (q, Jo.r = 4,1 Hz, C-4); 119,7 (C-3); 124,7 (q, Jor
= 270,0 Hz, CFa); 126,1 (q, Jor = 31,9 Hz, C-5); 141,7 (C-2); 143,4 (C-1). O

espectro é apresentado na Figura 9, pg. 76.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUC}AO m/z (M+H):
Calculado para Ci2H1sF3N2, 245,1266; encontrado: 245,1182.

As substancias 3b-3f foram sintetizados empregando-se a mesma
metodologia descrita para a preparagao do composto 3a. Na Tabela 2 (pg. 30)
estdo descritas as informacgdes relativas as reagdes que foram realizadas para

a preparacao dos compostos 3b-3f.
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Tabela 2 - Informacdes sobre as reag¢des conduzidas para preparagao dos compostos 3b-3f

CF3 CF3

SnCl,, HCI (conc.)

-
o

NO, 0°C—ta. NH,
R’ R
(2b-2f) (3b-3f)
Composto R 'r\lnit?oscgr:podsti Massa de ::Igl:gen(:fal-:jcol Volumede Tempode Massade Rendimento
2b-2f (g) SnClz (g) (mL) metanol (mL) reagédo (h) produto (g) (%)
3b QNH'? 255 11,25 210 200 42 143 56
3c CN'E' 1,50 3,83 6,8 10,0 7 1,02 77
A\
3d _ NE 2,21 9,59 20,0 20,0 24 1,32 67
3e o Nt 1,82 8,95 15,0 20,0 42 1,58 94
H

3f o ) 1,60 7,23 14,5 22,0 46 1,16 79
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As estruturas dos compostos 3b-3f sdo suportadas pelos dados apresentados

a seqguir.

1-N-cicloexil-4-(trifluorometil)benzeno-1,2-diamina

CF;

(3b)

Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (14:1 v/v).
CCD: Rf= 0,25 (hexano-acetato de etila 14:1 v/v).
Te=71,6-72,0 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3421, 3350, 2928, 2855, 1625, 1601, 1528, 1470, 1440,
1362, 1324, 1300, 1240, 1217, 1146, 1107, 1084, 1055, 913, 885, 863, 808,
737,668, 635. O espectro € apresentado na Figura 16 do Anexo, pg. 131.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,17-2,15 (m, 10H, H-2°/H-6", H-3'/H-5'e H-
4"); 3,37-3,25 (m, 4H, NH2 e NH, H-1’); 6,65 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-6); 6,93 (dI,
1H, J = 1,8 Hz, H-3); 7,08 (dd, 1H, J = 1,8 Hz e J = 8,4 Hz, H-5). O espectro é
apresentado na Figura 17 do Anexo, pg. 132.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 25,1 (C-3'/C-5’); 26,0 (C-4"); 33,4 (C-2'/C-6’);
51,8 (C-1"); 110,9 (C-6); 113,9 (q, Je-r = 3,7 Hz, C-3); 118,6 (q, Jc-r = 4,1 Hz; C-
5); 119,3 (q, Jcr = 32,1, C-4); 125,2 (q, Jc-F = 268,8 Hz, CF3); 133,2 (C-2);
139,9 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 18 do Anexo, pg. 133.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z (M+H"):
Calculado para C13H1gF3N2, 259,1422; encontrado: 259,1341.
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2-(pirrolidin-1-il)-5-(trifluorometil)anilina

(3¢)

Caracteristica: 6leo violaceo purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (12:1 v/v).
CCD: R = 0,68 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).

IV (ATR) vmax (cm™): 3440, 3355, 2969, 2877, 2823, 1711, 1618, 1516, 1439,
1328, 1244, 1148, 1105, 954, 903, 866, 808, 661. O espectro € apresentado na
Figura 19 do Anexo, pg. 134.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,91-1,97 (m, 4H, H-3'/H-4’); 3,09-3,13 (m,
4H, H-2'/H-5'); 3,92 (s, 1H, NH); 6,92-6,98 (m, 3H, J = 1,2 Hz, H-3, H-4 e H-6).

O espectro é apresentado na Figura 20 do Anexo, pg. 135.

RMN de '3C (75 MHz, CDCIs) o: 24,3 (C-3'/C-4’); 50,6 (C-2'/C-5’); 112,1 (q, Jc-r
= 3,8 Hz, C-6); 115,8 (q, Jc-F = 4,1 Hz, C-4); 117,8 (C-3); 124,8 (q, Jcr = 269,6
Hz, CF3); 124,8 (q, Jcr = 31,8 Hz, C-5); 140,8 (C-1 e C-2). O espectro é

apresentado na Figura 21 do Anexo, pg. 136.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+H"):
Calculado para C11H14F3N2, 231,1109; encontrado: 231,1026.
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N,N-dietil-4-(trifluorometil)benzeno-1,2-diamina

™

(3d)

Caracteristica: 6leo amarelo purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (12:1 v/v).

CCD: Rf = 0,22 (hexano-acetato de etila 30:1 v/v).

IV (ATR) vmax(cm'): 3469, 3362, 2973, 2933, 2870, 2826, 1615, 1593, 1514,
1441, 1384, 1335, 1294, 1260, 1232, 1163, 1120, 928, 867, 817, 745, 666. O

espectro € apresentado na Figura 22, pg. 137.

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) 6: 0, 99 (t, 6H, J = 7,1 Hz, 2CHs); 2,99 (q, 4H, J
= 7,1 Hz, 2CH2); 4,19 (sl, 2H, NH2); 6,94-6,97 (m, 2H, H-3’ e H-5’); 7,05 (d, 1H,
J=8,7 Hz, H-6’). O espectro é apresentado na Figura 23 do Anexo, pg. 138.

RMN de '3C (75 MHz, CDCIs) &: 12,3 (2CHa); 46,6 (2CHz2); 111,3 (q, Jcr = 3,7
Hz, C-3’); 114,6 (q, Jc-r = 3,9 Hz, C-5'); 122,5 (C-6’); 124,4 (q, Jc-Fr = 270,0 Hz,
CF3); 126,3 (q, Jcr = 31,8 Hz, C-4’); 139,9 (C-1’); 143,7 (C-2’). O espectro é
apresentado na Figura 24 do Anexo, pg.139.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+H?*):
Calculado para C11H1sF3N2, 233,1266; encontrado: 233,1211.
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2-morfolino-5-(trifluorometil)anilina

(3e)

Caracteristica: solido branco obtido sem necessidade de posterior purificagéo.
CCD: Rf = 0,48 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).
Ts=130,6-131,1 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3430, 3338, 2827, 2823, 1620, 1515, 1448, 1331, 1256,
1217, 1153, 1099, 938, 897, 860, 818, 651. O espectro é apresentado na
Figura 25 do Anexo, pg. 140.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 2,95 (t, 4H, J = 4,7 Hz, H-3'/H-5'); 3,87 (t, 4H,
J = 4,7 Hz, H-2/H-6'); 6,96 (sl, 1H, H-6); 6,96-7,05 (m, 2H, H-3/H-4). O

espectro € apresentado na Figura 26 do Anexo, pg. 141.

RMN de '3C (75 MHz, CDCIs) &: 51,2 (C-2'/C-6’); 67,6 (C-3'/C-5'); 111,9 (q, Jc-r
= 3,7 Hz, C-6); 115,7 (q, JcF = 4,0 Hz, C-4); 119,7 (C-3); 124,6 (q, Jc.r = 270,0
Hz, CF3); 126,9 (q, Jcr = 32,0 Hz, C-5); 141,7 (C-1 e C-2). O espectro é
apresentado na Figura 27 do Anexo, pg. 142.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLU(;AO m/z (M+H*):
Calculado para C11H14F3N20, 247,1058; encontrado: 247,0956.
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N-4-(bromofenil)-4-(trifluorometil)benzeno-1,2-diamina

(3f)

Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (5:1 v/v).
CCD: Rf = 0,25 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).
Tr=123,5-123,8 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3469, 3384, 1591, 1518, 1485, 1436, 1385, 1334, 1249,
1154, 1106, 928, 868, 820. O espectro é apresentado na Figura 28 do Anexo,
pg. 143.

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) &: 3,73 (sl, 2H, NH2), 5,39 (sl, 1H, NH), 6,72 (d,
2H, J = 9,0 Hz, H-2'/H-6"); 6,97-7,91 (m, 2H, H-3 e H-5); 7,16 (d, 1H, J = 8,1
Hz, H-6); 7,34 (d, 2H, J = 9,0 Hz, H-3'/H-5"). O espectro é apresentado na
Figura 29 do Anexo, pg. 144.

RMN de 3C (75 MHz, CDCIs) &: 113,0 (C-4’); 113,6 (q, Jcr = 3,7 Hz, C-3);
117,0 (q, Jcr = 3,9 Hz, C-5); 118,6 (C-2'/C-6"); 121,9 (C-6); 124,4 (q, JcF =
270,3 Hz, CF3); 126,7 (q, Jc-r = 32,3 Hz, C-4); 132,5 (C-3'/C-5"); 132,6 (C-2);
139,5 (C-1); 142,7 (C-1’). O espectro é apresentado na Figura 30 do anexo, pg.
145.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+HY):
Calculado para C13H11BrFsN2, 331,0058; encontrado: 330,9987.
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2223 Sintese da N-[2-(piperidin-1-il)-5-(trifluorometil)fenil)]

isonicotinamida

(SRPIN 340)
A um balédo de fundo redondo (25 mL) foram adicionados 0,629 g (3,38

mmol) de cloridrato do cloreto de isonicotinoila, 0,80 mL de trietilamina, 8,0 mL
de diclorometano e 0,400g (1,64 mmol) de 2-(piperidin-1-il)-5-
(trifluorometil)anilina (3a) a 0 °C. A mistura de reacao foi mantida sob agitacao
magnética a temperatura ambiente por 3 horas. Apds este periodo
adicionaram-se a mistura 10,0 mL de agua destilada. A mistura resultante foi
transferida para um funil de separacédo e a fase aquosa extraida com acetato
de etila (4x30,0 mL). Os extratos organicos foram combinados e a fase
organica resultante foi lavada com solugdo saturada de cloreto de sddio,
secada com sulfato de sdodio anidro, filtrada e concentrada sob presséao
reduzida. O material resultante foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel eluida com hexano-acetato de etila (3:1 v/v). O sdlido resultante foi
recristalizado empregando-se acetona. O procedimento descrito resultou na
obtencdo da substadncia SRPIN 340 em rendimento de 75% (430 mg; 1,23

mmol).

Caracteristica: sélido branco.

CCD: Rf= 0,13 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).

Ti = 95,9-96,7 °C (Ttiiteratura: 97,0-98,5 °C, HAGIWARA et al., 2009).

IV (ATR) vmax (cm™): 3347, 2945, 2917, 2811, 1679, 1611, 1587, 1556, 1527,
1455, 1434, 1380, 1334, 1308, 1239, 1165, 1107, 1093, 1061, 1022, 915, 895,
878, 839, 826, 751, 728, 681, 662, 644. O espectro é apresentado na Figura
10, pg. 78.
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RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,67-1,81 (m, 3H, H-4", H-3" e H-5"); 2,86 (t,
4H, J = 5,1 Hz, H-2"/H-6"); 7,28 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3’); 7,37 (dd, 1H, J=1.,8
Hz e J = 8,4 Hz, H-4’); 7,76 (dd, 2H, J = 4,5 Hz e J = 1,5 Hz, H-2/H6); 8,83-
8,85 (m, 3H, H-3/H-5 e H-6’); 9,55 (s, 1H, NH). O espectro é apresentado na
Figura 11, pg. 79.

RMN de '3C (75 MHz, CDClIs) &: 24,0 (C-4"); 27,1 (C-3"/C-5"); 53,8 (C-2"/C-
6”); 116,6 (C-3’); 120,9 (C-1’); 121,1 (C-2/C-6); 121,6 (q, Jcr = 3,7 Hz, C-6');
124,2 (q, Jcr = 270,5 Hz, CF3); 127,5 (q, Jcr = 32,3 Hz, C-5’); 133,4 (C-4’);
141,8 (C-1); 1459 (C-2’); 151,17 (C-3/C-5), 163,0 (C=0). O espectro é
apresentado na Figura 12, pg. 80.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLU(}AO m/z (M+H*):
Calculado para C1gH1sF3N3O, 350,1480; encontrado: 350,1420.

As amidas SRPIN340#01 a SRPIN 340#06 ¢ SRPIN340#08 a SRPIN
340#23 foram sintetizados empregando-se a mesma metodologia descrita para
a preparagao do composto SRPIN 340. Na Tabela 3 (pg. 38) estdo descritas as
informacdes relativas as reagdes que foram realizadas para a preparagédo dos
compostos SRPIN340#01 a SRPIN 340#06 ¢ SRPIN340#08 a SRPIN 340#23.
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Tabela 3 - Informacbes sobre as reagdes conduzidas para preparacao das amidas SRPIN340#01 a SRPIN 340#06 ¢ SRPIN340#08 a
SRPIN 340#08 ¢ SRPIN340#23.

CF3 o Fs
R?" “CI 0
NH,  EtN: CHC NJ\R1
R 0°C—ta g N
(3a-f) (SRPINSs)
Massa de
Volume Massa de .
Massade haleto Volume de Tempo de f Rendimento
1 2
Composto R R amina de acila (g) de EE3N CH:Cl2 (mL) reacao (h) produto obtida (%)
3b-3f (g) (mL) (9)
SRPIN 340#01 <:>7NH'§‘ N/ \ g— 0,340 0,368 0,60 7,0 6 0,393 82
4 7N\
SRPIN 34002 N N, )% 0200 0,461 0,60 7,0 5 0,203 70
— M\
N-¢- N - 0,250 0,571 0,80 8,0 2 0,309 85
SRPIN 340#03 Y, § L §
& 7\
o] N-s- N - 0,300 0,681 0,80 10,0 49 0,335 78
SRPIN 340#04 N § o §
H
SRPIN 340#05 Br@“’g’ N/ \ §— 0,200 0,321 0,50 7,0 5 0,212 81
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Tabela 3 - cont.

Massa de

Volume Massa de .
Massade haleto Volume de Tempo de . Rendimento
1 2
Composto R R amina (g) de acila (g) d‘(*rflf;N CH:Cl; (mL) reacdo (h) pr°d“t;)°b"da (%)
e CpF
SRPIN 340#06 N o 0,200 0,380 0,70 7,0 21 0,245 78
CN-g- C
SRPIN 340#08 N o 0,200 0,440 0,72 7,0 21 0,255 79
_\N'é' \_/ E_
SRPIN 340#09 _/ N o 0,200 0,399 0,72 7,0 24 0,189 59
o N¥- )
SRPIN 340#10 __/ N o 0,200 0,376 0,67 7,0 24 0,285 91
H —
o YNt ()t
SRPIN 340#11 N /CI 0,200 0,278 0,50 7,0 24 0,103 37
SRPIN 340#12 < :N'E' @5- 0,200 0,435 0,68 7,0 20 0,185 65
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Tabela 3 - cont.

Massa de

Volume Massa de .
Composto R R2 Ma_ssa de hal e to de Et:N Volume de Tem[Jo de produto obtida Rendmlento
amina (g) de acila (g) (mL) CH:Cl; (mL) reacgao (h) @) (%)
SRPIN 340#13 QNHE— @%— 0,200 0,411 0,64 7,0 21 0,148 53
SRPIN 340#14 CN'é‘ N e 0,200 0,462 0,72 7,0 20 0,212 73
SRPIN 340#15  —\ =
JN'§' N/ : 0,200 0,456 0,72 7,0 42 0,253 87
SRPIN 340#16  / \ @%—
o Ni N/ 0,200 0,430 0,67 7,0 41 0,209 74
SRPIN 340#17 Q Hy —\ s
° VR 0,200 0,318 0,50 7,0 21 0,078 30
SRPIN 340#18 C n _
v @E 0,250 121* 0,41 7,0 18 0,313 88
SRPIN 340#19
QNH'? @E‘ 0,250 116* 0,39 7,0 25 0,192 55
SRPIN 340#20 _
B 0,250 129* 0,44 7,0 43 0,291 80
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Tabela 3 — cont.

Massa de

Volume Massa de .
Composto R R2 Ma_ssa de hal e to de Et:N Volume de Tem|30 de produto obtida Rendmlento
amina (g) de acila (g) (mL) CH:Cl; (mL) reacéao (h) @) (%)
SRPIN 340#21 \ _
JN'é' @E 0,250 128* 0,43 7,0 23 0,305 84
SRPIN 340#22 / N\ _
o] N'§‘ @E 0,250 120* 0,41 7,0 54 0,270 78
__/
SRPIN 340#23 N _
o O v @E 0,250 90* 0,30 7,0 65 0,185 58

* (valor apresentado em pLitros).
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As estruturas dos compostos SRPIN340#01 a SRPIN340#06 ¢ SRPIN 340#08
SRPIN 340#23 s&o suportadas pelos dados apresentados a seguir.

N-[2-(cicloexilamino)-5-(trifluorometil)fenil]isonicotinamida

(SRPIN 340#01)

Caracteristica: solido branco purificado por recristalizagdo empregando-se

acetato de etila como solvente.
CCD: Rf= 0,33 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Ts=159,9-160,2 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3262, 2931, 2851, 1657, 1617, 1543, 1510, 1485, 1441,
1324, 1205, 1254, 1238, 1147, 1133, 1103, 1069, 998, 931, 880, 841, 806, 754,
709, 687, 637. O espectro € apresentado na Figura 31 do Anexo, pg. 146.

RMN de 'H (300 MHz, MeOH-dy) &: 1,10-2,20 (m, 10H, H-2"/H-6", H-3"/H-5" e
H-4"); 3,30 (quint, 1H, J = 1,8 Hz, H-1"); 3,32-3,43 (m, 1H, NH); 6,87 (d, 1H, J =
8,7 Hz, H-3%); 7,40 (dd, 1H, J=1,7 Hz e J = 8,7 Hz, H-4’); 7,47-7,46 (m, 1H, H-
6’); 7,93 (dd, 2H, J=1,8 Hz e J = 4,7 Hz, H-3/H-5); 8,73 (dd, 2H, J=1,7 Hze J
=4,7 Hz, H-2/H-6). O espectro é apresentado na Figura 32 do Anexo, pg. 147.

RMN de '3C (75MHz, MeOH-dy) &: 24,9 (C-3"/C-5"); 25,7 (C-4”); 32,6 (C-2”/C-
6”); 51,3 (C-1"); 11,2 (C-3’); 116,9 (q, Jer = 32,7 Hz, C-5’); 121,6 (C-1'); 122,1
(C-2/C-6); 124,6 (q, J = 3,8 Hz, C-6'); 125,1 (q, Jcr = 3,9 Hz, C-4’); 125,1 (q, J
= 267,7 Hz, CF3); 142,4 (C-2’); 145,8 (C-1); 149,7 (C-3/C-5); 165,9 (C=0). O
espectro € apresentado na Figura 33 do Anexo, pg. 148.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z (M+H"):
Calculado para C1gH21F3N3O, 364,1637; encontrado: 364,1556.
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N-[2-(pirrolidin-1-il)-5-(trifluorometil)fenil]lisonicotinamida

(SRPIN 340#02)

Caracteristica: soélido branco purificado por recristalizagdo utilizando-se

acetona como solvente.
CCD: Rf = 0,24 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Ts = 110,0-110,6 °C (Ttiiteratura: 134-135 °C, HAGIWARA et al., 2009).

IV (ATR) vmax (cm™): 3242, 2976, 2872, 1654, 1613, 1538, 1512, 1489, 1436,
1409, 1370, 1327, 1291, 1152, 1093, 929, 901, 849, 816, 755, 656. O espectro

€ apresentado na Figura 34 do Anexo, pg. 149.

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs3) &: 1,94-1,98 (m, 4H, H-3"/H-4"); 3,13-3,17 (m,
4H, H-2”/H-5"), 7,10 (d, 1H, J = 8,7 Hz, H-3’); 7,35 (dd, 1H, J=1,8 Hze J= 8,7
Hz, H-4’); 7,71-7,73 (m, 2H, H-2/H6); 8,31 (sl, 1H, H-6’); 8,77 (sl, 2H, H-3/H-5);
8,97 (sl, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 35 do Anexo, pg. 150.

RMN de '3C (75 MHz, CDCIs) &: 25,0 (C-3"/C-4"); 52,0 (C-2"/C-5"); 118,4(C-
6’); 120,6 (C-3’); 121,1(C-2/C-6); 123,0 (q, Jcr = 3,6 Hz, C-4’); 124,4 (q, Jcr =
269,9 Hz, CF3); 124,3 (q, JcF = 32,6 Hz, C-5°); 129,4 (C-1’); 141,8 (C-1); 1451
(C-2°); 150,9 (C-3/C-5), 163,6 (C=0). O espectro € apresentado na Figura 36
do Anexo, pg. 151.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLU(;AO m/z (M+H"):
Calculado para C17H17F3N30, 336,1324; encontrado: 336,1282.
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N-[2-(dietilamino)-5-(trifluorometil)fenillisonicotinamida

3" & 1 A
B
AN

> N
N H 6
) :

(SRPIN 340#03)

Caracteristica: solido branco purifica por cromatografia em coluna de silica gel

eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v).
CCD: Rf = 0,60 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).

Tr=73,8-74,3 °C. (Ttiiteratura: 78,0-80,0 °C, HAGIWARA et al., 2009).

IV (ATR) vmax (cm™): 3326, 2976, 2925, 2856, 1680, 1588, 1530, 1439, 1333,
1241, 1164, 1094, 1060, 922, 895, 826, 746, 676, 562. O espectro é
apresentado na Figura 37 do Anexo, pg. 152.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 6: 0,98 (t, 6H, J = 7,2 Hz, 2CH3); 3,02 (q, 4H, J =
7,2 Hz, 2CH2); 7,31-7,40 (m, 2H, H-3’ e H-4’); 7,72 (dd, 2H, J=15Hze J=4,5
Hz, H-2/H-6); 8,82-8,89 (m, 3H, H-3 /H-5 e H-6’); 9,92 (sl, 1H, NH). O espectro

€ apresentado na Figura 38 do Anexo, pg. 153.

RMN de '3C (75 MHz, CDCls) o: 13,0 (2CH3); 49,5 (2CHz2); 116,3 (C-6’); 120,9
(C-3); 121,7 (q, Jc-r = 3,7 Hz, C-4"); 123,7 (C-2/C-6); 124,1 (q, Jcr = 270,7 Hz,
CFs,); 128,3 (q, Jcr = 32,8Hz, C-5); 136,2 (C-1’); 141,9 (C-1); 142,7 (C-2’);
151,0 (C-3/C-5); 163,0 (C=0). O espectro € apresentado na Figura 39, pg. 154.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+H*):
Calculado para Ci7H19F3N30, 338,1480; encontrado: 338,1453.
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N-[2-morfolino-5-(trifluorometil)fenil]isonicotinamida

(SRPIN 340#04)

Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v).
CCD: Rf= 0,18 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v)

Tr=166,5-168,4 °C (Ttiiteratura: 172,0-173 °C, HAGIWARA et al., 2009).

IV (ATR) vmax (cm™): 3351, 2969, 2921, 2858, 2162, 1676, 1590, 1531, 1439,
1333, 1242, 1155, 1108, 918, 823, 750, 656. O espectro é apresentado na
Figura 40 do Anexo, pg. 155.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 2,95 (t, 4H, J = 4,5 Hz, H-2"/H-6"); 3,91 (t, 4H,
J=4,5Hz, H-3"/H-5"), 7,32 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3’); 7,41 (dd, 1H, J=2,1Hz e
J=38,4 Hz, H-4’); 7,74 (dd, 2H, J = 2,8 Hz e J = 4,5 Hz, H-2/H6); 8,85-8,86 (m,
3H, H-3/H-5 e H-6); 9,48 (sl, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 41
do Anexo, pg. 156.

RMN de '3C (75 MHz, CDCIs) &: 52,6 (C-2"/C-6"); 67,7 (C-3"/C-5"); 117,0 (q,
Jc.r = 3,9 Hz, C-6’); 120,8 (C-3’); 121,3 (C-2/C-6); 121,9 (q, Jcr = 3,8 Hz, C-4’);
124,0 (9, Jcr = 270,6 Hz, CF3); 128,3 (q, Jcr = 32,6 Hz, C-5°); 133,5 (C-1’);
141,8 (C-1); 144,2 (C-2’); 151,0 (C-3/C-5), 162,9 (C=0). O espectro &
apresentado na Figura 42 do Anexo, pg. 157.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+H"):
Calculado para C17H17F3N30, 352,1273; encontrado: 352,1218.
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N-[2-(4-bromofenilamino)-5-(trifluorometil)fenil]isonicotinamida

(SRPIN 340#05)

Caracteristica: sélido amarelo purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (1:1 v/v).
CCD: Rf = 0,22 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).
T+ = 203,5-203,9 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3386, 3243, 3081, 1675, 1589, 1510, 1469, 1324, 1249,
1163, 1101, 923, 885, 821, 804, 749. O espectro é apresentado na Figura 43
do Anexo, pg. 158.

RMN de 'H (300 MHz, CD3OH) &: 7,06 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-2"/H-6"); 7,36-
7,49 (m, 4H, NH, H-4’ e H-3"/H-5")"; 7,77-7,85 (m, 3H, H-2/H-6 e H-3'); 8,16 (s,
1H, H-6’); 8,75-8,77 (m, 2H, H-3/H-5); 10,14 (sl, 1H, NH). O espectro é
apresentado na Figura 44 do Anexo, pg. 159.

"E possivel calcular o valor da constante de acoplamento entre H-3"/H-5" e H-
2”’/H-6". O dupleto (1 7,42) embebido no multipleto apresenta J = 8,7 Hz.

RMN de 3C (75 MHz, CD30OD) &: 113,4 (C-4"); 117,5 (C-3’); 120,6 (q, Jcr =
32,2 Hz, C-5’); 121,8 (C-2”/C-6"); 122,5 (C-2/C-6); 124,5 (q, Jcr = 3,8 Hz; C-
6’); 125,1 (q, Jc-r = 269,2 Hz, CF3); 125,3 (q, Jcr = 3,8 Hz, C-4’); 127,0 (C-1’);
132,6 (C-3”/C-57); 142,0 (C-1” e C-2'); 142,3 (C-1); 150,8 (C3/C-5), 165,2
(C=0). O espectro € apresentado na Figura 45 do Anexo, pg. 160.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+H"):
Calculado para C1gH14BrFsNzO, 436,0272; encontrado: 436,0202.
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2-cloro-N-[2-(piperidin-1-il)-5(trifluorometil)fenillnicotinamida

(SRPIN 340#06)

Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (3:1 v/v).
Ts=120,3-121,2 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3322, 2919, 2827, 1678, 1655, 1613, 1578, 1526, 1474,
1433, 1400, 1333, 1263, 1214, 1100, 915, 893, 858, 824, 754, 662, 642, 601. O

espectro € apresentado na Figura 46 do Anexo, pg. 161.

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) &: 1,58-1,73 (m, 6H, H-3"/H-5" e H-4"); 2,85 (t,
4H, J = 5,0 Hz, H-2"/H-6"); 7,30 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3), 7,36-7,46 (m, 2H, H-5
e H-6); 8,23 (dd, 1H, J=1,8 Hze J = 8,4 Hz, H-4’); 8,54 (dd, 1H, J=1,8 Hze J
= 4,5 Hz, H-4); 8,87 (s, 1H, H-6’); 9,73 (sl, 1H, NH). O espectro € apresentado
na Figura 47 do Anexo, pg. 162.

RMN de 3C (75 MHz, CDCIs) &: 23,9 (C-4"); 26,6 (C-3"/C-5"); 54,1 (C-2”/C-
6”); 116,8 (q, Jc.r = 3,7 Hz, C-6’); 121,4 (C-3’); 121,7 (C-5); 121,7 (q, Jc-Fr = 3,9
Hz, H-4’); 123,2 (C-5); 124,2 (9, Jc-r = 270,4 Hz, CF3); 127,6 (q, Jc-r = 32,1
Hz; C-5); 131,6 (C-1’); 133,8 (C-1); 140,4 (C-6); 146,1 (C-2); 146,9 (C-2);
151,6 (C-4), 162,7 (C=0). O espectro é apresentado na Figura 48 do Anexo,
pg. 163.

'O sinal de C-3’esta parcialmente sobreposto ao sinal de C-4’. No entanto, foi

possivel determinar Jc.r para C-4’ como sendo igual a 3,9 Hz.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLU(;AO m/z (M+H*):
Calculado para C1sH1sF3N3O, 384,1090; encontrado: 384,1043.
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Tentativa de sintese do 2-cloro-N-[2-(cicloexilamino)-5-(trifluorometil)

fenillnicotinamida

(SRPIN 340#07)

Quando se tentou realizar a sintese deste derivado partindo-se da amina 3b
(pg. 31) e do cloreto de 2-cloronicotinoila, empregando-se condi¢des similares
aquelas descritas para o SRPIN 340, nao foi observada a formacgao do produto.
Optou-se por realizar a reacdo em condicbes de refluxo. Um produto foi
isolado, mas este nao correspondeu ao SRPIN 340#07 e sua identidade nao
pode ser determinada. Os espectros no infravermelho, de RMN de 'H e de '3
C deste produto nao identificado sdo apresentados, respectivamente, nas
paginas 164, 165 e 166. Este produto ndo caracterizado foi obtido como um
sélido branco apresentando temperatura de fusdo compreendida na faixa
212,7-214,3 °C.
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2-cloro-N-[2-(pirrolidin-1-il)-5-(trifluorometil)fenillnicotinamida

(SRPIN 340#08)

Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v).
CCD: Rf= 0,52 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Te=147,5-148,7 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3232, 2968, 2882, 2818, 1659, 1615, 1581, 1535, 1508,
1405, 1368, 1331, 1275, 1151, 1095, 818, 802, 768, 708, 540. O espectro é
apresentado na Figura 52 do Anexo, pg. 167.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,94-2,01 (m, 4H, H-3"/H-4"); 3,13 (t, 4H, J =
6,3 Hz, H-2"/H-5"), 7,20 (d, 1H, J = 8,7 Hz, H-3’ ); 7,38 (dd, 1H, J=8,7 Hze J =
1,5 Hz, H-4’); 7,44 (dd, 1H, J=4,7 Hz e J = 7,8 Hz, H-5); 8,32 (dd, 1H, J=7,8
Hz, H-6); 8,79 (dd, 1H,J=4,7Hze J=1,8 Hz, H-4); 8,56 (d, 1H, J=1,8 Hz e
J=1,5Hz, H-6); 9,32 (sl, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 53 do
Anexo, pg. 168.

RMN de 3C (75 MHz, CDCIs) 6: 24,8 (C-3"/C-4"); 52,5 (C-2”/C-5"); 119,3 (q,
Jcr = 3,8 Hz, C-6’); 119,5 (C-3’); 122,6 (q, Jc-r = 3,7 Hz, C-4’); 123,4 (C-5);
125,3 (q, Jcr = 32,5 Hz, C-5); 131,1 (C-1°); 131,3 (C-1); 140,9 (C-6); 144,7 (C-
2); 147,0 (C-2"); 151,7 (C-4); 162,6 (C=0). O espectro é apresentado na Figura
54 do Anexo, pg. 169. O sinal para o carbono do grupo trifluorometila nao foi

observado.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLU(;AO m/z (M+H*):
Calculado para C47H16CIF3NsO, 370,0934; encontrado: 370,0851.
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2-cloro-N-[2-(dietilamino)-5-(trifluorometil)fenillnicotinamida

(SRPIN 340#09)

Caracteristica: sélido amarelo purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (3:1 v/v).
CCD: Rf= 0,75 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Te=74,3-75,4 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3291, 2976, 2934, 2848, 1666, 1612, 1578, 1531, 1395,
1334, 1258, 1167, 1116, 1065, 926, 899, 829, 760, 696. O espectro é
apresentado na Figura 55 do Anexo, pg. 170.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 0,96 (t, 6H, J = 7,1 Hz, 2CHa); 3,00 (q, 4H, J =
7,1 Hz, 2CH2); 7,31 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3’); 7,39 (m, 2H, H-4’ e H-5); 8,25 (dd,
1H, J=7,7Hze J = 2,0 Hz, H-6); 8,53 (dd, 1H, J=2,0 Hz e J = 4,7 Hz, H-4);
8,92 (sl, 1H, H-6’); 10,02 (sl, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 56
do Anexo, pg. 171.

RMN de *C (75 MHz, CDCI3) &: 12,5 (2CHs); 49,1 (2CH2); 116,7 (sl, C-6');
121,3 (q, Jc-F = 3,8 Hz, C-4’); 123,2 (C-3’); 123,9 (C-5); 124,2 (q, Jcr = 270,8
Hz, CF3); 131,5 (C-1’); 136,4 (C-1); 140,5 (C-6); 147,0 (C-4); 151,6 (C-2 e C-2’);
162,7 (C=0). O espectro & apresentado na Figura 57 do Anexo, pg. 172. Houve
degenerescéncia acidental para os sinais de C-4 e C-2’. O sinal para C-5" ndo

foi observado.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+H"):
Calculado para C17H1sCIF3N30, 372,1090; encontrado: 372,1016.
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2-cloro-N-[2-morfolino-5-(trifluorometil)fenillnicotinamida

(SRPIN 340#10)

Caracteristica: sélido amarelo purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (3:1 v/v).
CCD: Rf = 0,43 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Te=131,2-133,2 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3258, 2924, 2890, 2844, 1665, 1616, 1581, 1539, 1489,
1440, 1400, 1329, 1268, 1108, 923, 895, 828, 807, 754, 648. O espectro é
apresentado na Figura 58 do Anexo, pg. 173.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls3) &: 2,94 (t, 4H, J = 4,5 Hz, H-2"/H-6"); 3,87 (t, 4H,
J=4,5 Hz, H-3"/H-5"), 7,36 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3’); 7,42-7,48 (m, 2H, H-4' e
H-5); 8,28 (dd, 1H, J=1,8 Hze J = 7,8 Hz, H-6); 8,55 (dd, 1H, J=1,8 Hze J =
4,8 Hz, H-4); 8,92 (sl, 1H, H-6’); 9,82 (sl, 1H, NH). O espectro é apresentado na
Figura 59 do Anexo, pg. 174.

RMN de '3C (75 MHz, CDCls) &: 52,9 (C-2"/C-6"); 67,3 (C-3"/C-5"); 117,3 (q,
Jc.r = 3,8 Hz; C-6); 121,8 (C-5); 123,4 (C-3); 124,1 (q, Jcr = 270,5 Hz, CF3);
128,5 (q, JcFr = 32,6 Hz, C-5); 131,2 (C-1); 134,1 (C-1"); 140,9 (C-6); 144,3 (C-
2); 146,6 (C-2’); 151,8 (C-4); 162,7 (C=0). O espectro é apresentado na Figura
60 do Anexo, pg. 175. O sinal de C-4’ foi observado sobreposto ao sinal de C-5

nao sendo possivel o calculo do valor da constante de acoplamento C-F.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+H"):
Calculado para C17H16CIF3N302, 386,0883; encontrado: 386,0842.
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2-cloro-N-[2-(4-bromofenilamino)-5-(trifluorometil)fenil]nicotinamida

1
on

(SRPIN 340#11)

Caracteristica: solido amarelo purificado por recristalizagdo empregando-se

acetona como solvente.
CCD: Rr= 0,58 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Ts=175,0-176,0 °C.

IV (ATR) vmax: 3404, 3217, 3048, 1644, 1592, 1529, 1489, 1401, 1334, 1098,
1073, 882, 808, 751. O espectro € apresentado na Figura 61 do Anexo, pg.
176.

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) &: 6,10 (sl, 1H, NH); 6,81 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-
2”’/H-6"); 7,34-745 (m, 5H, H-5, H-3’, H-4’ e H-3"/H-5"); 8,11 (s, 1H, H-6); 8,16
(dd, 1H, J=1,8 Hze J=7,8 Hz, H-6); 8,49 (dd, 1H, J=2,0 Hz e J = 4,7 Hz, H-
4); 8,66 (sl, 1H, NH). O espectro € apresentado na Figura 62 do Anexo, pg.
177.

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) &: 114,5 (C-4”); 120,0 (C-2"/C-6"); 121,3 (C-3');
121,7 (q, Jor = 3,8 Hz, C-6'); 123,2 (C-5); 124,2 (q, Jor = 3,8 Hz, C-4); 125,6
(q, Jor = 32,8 Hz, C-5); 129,0 (C-1°); 130,5 (C-1); 132,7 (C-3"/C-5"); 138,9 (C-
17); 140,4 (C-6); 141,9 (C-2); 147,1 (C-2’); 151,9 (C-4), 163,6 (C=0). O espectro

€ apresentado na Figura 63 do Anexo, pg. 178.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z (M+H*):
Calculado para C19H13CIBrFsNsO, 469,9803; encontrado: 469,9707.
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N-[2-(piperidin-1-il)-5-(trifluorometil)fenil)]nicotinamida

(SRPIN 340#12)

Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (1:1 v/v).
CCD: R = 0,45 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
T = 129,8-130,3 °C. (Triiteratura: 145,0-146,0 °C, HAGIWARA et al., 2009).

IV (ATR) vmax (cm™): 3332, 2940, 2856, 2811, 1664, 1588, 1529, 1467, 1435,
1332, 1243, 1163, 1105, 1023, 893, 834, 729, 703, 645, 584. O espectro &
apresentado na Figura 64 do Anexo, pg. 179.

RMN de 'H (300 MHz, CDClIs) &: 1,64-1,65 (m, 2H, H-4"); 1,75-1,82 (m, 4H, H-
3”/H-5"), 2,88 (t, 4H, J = 4,8 Hz, H-2"/H-6"); 7,28 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3"); 7,37
(dd, 1H, J=1,8 Hze J = 8,4 Hz, H-4’); 7,50 (ddd, 1H, J=0,8 Hz, J=4,8 Hze J
=7,8 Hz, H-5); 8,30 (td, 1H, J=1,8 Hz e J = 7,8 Hz, H-6); 8,80 (dd, 1H, J=1,8
Hz e J = 4,8 Hz, H-4); 8,84 (sl, 1H, H-6"); 9,15 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-2); 9,55 (s,
1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 65 do Anexo, pg. 180.

RMN de '3C (75 MHz, CDCls) &: 23,9 (C-4”); 27,0 (C-3"/C-5”); 53,9 (C-2"/C-
6”); 116,7 (sl, C-6"); 121,0 (C-3"); 121,4 (q, Jor = 3,8 Hz, C-4); 124,1 (C-5);
124,2 (q, Jor = 270,6 Hz, CF3); 127,6 (q, Jor = 33,4 Hz, C-5)); 130,6 (C-1°);
133,6 (C-1); 135,6 (C-6); 145,8 (C-2'); 147,7 (C-4); 152,8 (C-2), 163,2 (C=0). O

espectro € apresentado na Figura 66 do Anexo, pg. 181.
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N-[2-(cicloexilamino)-5-(trifluorometil)fenil]nicotinamida

(SRPIN 340#13)

Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (1:1 v/v).
CCD: Rf= 0,38 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Te=137,0-138,4 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3434, 3234, 3046, 2930, 2852, 1643, 1615, 1591, 1532,
1456, 1331, 1105, 883, 813, 712, 636. O espectro é apresentado na Figura 67
do Anexo, pg. 182.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,12-2,03 (m, 10H, H-2"/H-6", H-3"/H-5" e H-
4”); 3,28-3,29 (m, 1H, H-1"); 4,19 (sl, NH) 6,79 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3’); 7,36-
7,46 (m, 2H, H-5 e H-4’); 7,52 (s, 1H, NH); 8,19-8,25 (m, 2H, H-6 e H-6’); 8,72
(d, 1H, J=4,2 Hz, H-4); 9,08 (sl, 1H, H-2). O espectro é apresentado na Figura
68 do Anexo, pg. 183.

RMN de 3C (75 MHz, CDCIs) &: 24,7 (C-3"/C-5"); 25,6 (C-4"); 32,9 (C-2"/C-
6”); 51,6 (C-17"); 12,5 (C-3’); 118,5 (q, Jcr = 32,6 Hz, C-5'); 124,4 (q, J = 269,1
Hz, CFs); 122,0 (C-4’); 123,7 (C-5); 125,1 (C-6); 129,6 (C-1’); 135,7 (C-1 e C-
6); 1446 (C-2); 147,9 (C-4); 152,6 (C-2); 164,5 (C=0). O espectro &
apresentado na Figura 69 do Anexo, pg. 184.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+H"):
Calculado para C19H21F3N30, 364,1638; encontrado: 364,1549
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N-[2-(pirrolidin-1-il)-5-(trifluorometil)fenillnicotinamida

(SRPIN 340#14)

Caracteristica: solido branco purificado por recristalizagdo empregando-se

acetato de etila como solvente.
CCD: Rf = 0,33 (hexano-acetato de etila 1:2 v/v).
Ts=127,8-128,5 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3289, 3056, 2972, 2870, 2842, 1644, 1615, 1592, 1530,
1372, 1332, 1266, 1249, 1152, 1109, 1082, 1024, 932, 897, 875, 827, 707, 656.

O espectro é apresentado na Figura 70 do Anexo, pg. 185.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,96-2,01 (m, 4H, H-3"/H-4"); 3,20 (t, 4H, J =
6,2 Hz, H-2”/H-5"); 7,14 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3’); 7,35-7,38 (m, 1H, H-4’); 7,48
(dd, 1H, J=4,8 Hz e J = 7,8 Hz, H-5); 8,26 (id, 1H, J=1,8 Hze J=7,8 Hz, H-
6); 8,47 (sl, 1H, H-6’); 8,79 (dd, 1H, J=1,8 Hz e J = 4,8 Hz, H-4); 8,82 (s, 1H,
NH); 9,10 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-2). O espectro é apresentado na Figura 71 do
Anexo, pg. 186.

RMN de '3C (75 MHz, CDCIs) 6: 24,9 (C-3”/C-4"); 52,2 (C-2"/C-5"); 118,8 (C-
3’); 119,6 (sl, C-6’) 122,5 (q, Jcr = 3,6 Hz, C-4’); 124,4 (q, Jcr = 270,2 Hz,
CF3); 124,9 (q, Jcr = 32,6 Hz, C-5'); 124,1 (C-5); 130,5 (C-1"); 130,6 (C-1);
135,6 (C-6); 144,8 (C-2’); 147,8 (C-4); 152,9 (C-2); 163,6 (C=0). O espectro &
apresentado na Figura 72 do Anexo, pg. 187.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+HY):
Calculado para C47H17CIF3NsO, 336,1324; encontrado: 336,1201.
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N-[2-(dietilamino)-5-(trifluorometil)fenil]nicotinamida

' 2
NT T3
H |

6

4
N
5

™

(SRPIN 340#15)

Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (1:1 v/v).
CCD: 0,50 (hexano: acetato de etila 1:1 v/v).
T+ = 64,8-66,8 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3334, 2975, 2932, 2854, 1678, 1614, 1586, 1534, 1483,
1440, 1336, 1247, 1167, 1150, 1114, 1062, 1021, 923, 898, 828, 716, 567. O

espectro € apresentado na Figura 73 do Anexo, pg. 188.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 0,99 (t, 6H, J = 7,2 Hz, 2CH3); 3,05 (q, 4H, J =
7,2 Hz, 2CH); 7,32 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-3’); 7,39 (dd, 1H, J=1,5Hz e J = 8,1
Hz, H-4’); 7,49 (dd, 1H, J=8,3 Hz e J = 4,7 Hz, H-5); 8,27 (id, 1H, J=8,3 Hz e
J=1,8 Hz, H-6); 8,80 (dd, 1H, J=1,8 Hze J=4,8 Hz, H-4); 8,92 (d, 1H, J=1,5
Hz, H-6’); 9,12 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-2); 9,90 (s, 1H, NH). O espectro &
apresentado na Figura 74 do Anexo, pg. 189.

RMN de '3C (75 MHz, CDCIs) &: 13,0 (2CHa); 49,5 (2CHz2); 116,3 (q, Jcr = 3,9
Hz, C-6’); 121,0 (q, Jc-Fr = 3,9 Hz, C-4’); 123,6 (C-3); 124,1 (C-5); 124,2 (q, Jc-F
= 270,5 Hz, CF3); 128,3 (q, Jcr = 32,3 Hz, C-5’); 130,6 (C-1’); 135,6 (C-1);
136,5 (C-6); 142,6 (C-4); 147,8 (C-2’); 152,9 (C-2); 163,2 (C=0). O espectro &
apresentado na Figura 75 do Anexo, pg. 190.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+HY):
Calculado para C17H19CIF3N3O, 338,1480; encontrado: 338,1399.
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N-[2-morfolino-5-(trifluorometil)fenillnicotinamida

(SRPIN 340#16)

Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (1:1 v/v).
CCD: Rf = 0,18 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Te=157,5-159,0 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3344, 2970, 2846, 1674, 1588, 1534, 1469, 1441, 1339,
1247, 1198, 1156, 1114, 1022, 936, 918, 897, 880, 833, 734, 707, 661. O

espectro € apresentado na Figura 76 do Anexo, pg. 191.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls3) &: 2,95 (t, 4H, J = 4,5 Hz, H-2"/H-6"); 3,91 (t, 4H,
J=4,5Hz, H-3"/H-5"), 7,33 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-3"); 7,43 (dd, 1H, J=2,1 Hz e
J=8,4 Hz, H-4’); 7,51 (dd, 1H, J=4,8 Hz e J = 7,8 Hz, H-5); 8,28 (id, 1H, 1,8
Hz e 7,8 Hz, H-6); 8,81-8,88 (m, 2H, H-4 e H-6); 9,13 (sl, 1H, H-2); 9,45 (sl, 1H,
NH). O espectro é apresentado na Figura 77 do Anexo, pg. 192.

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) &: 52,6 (C-2"/C-6"); 67,7 (C-3"/C-5"); 117,0 (q,
Jor = 3,9 Hz, C-6'); 121,3 (C-3); 121,6 (q, Jor = 3,7 Hz, C-4’); 124,1 (q, Jor =
270,3 Hz, CF3); 124,2 (C-5); 128,4 (q, Jor = 32,5 Hz, C-5'); 130,4 (C-1'); 133,7
(C-1); 135,5 (C-6); 144,1 (C-2’); 147,6 (C-4); 153,1 (C-2); 163,1 (C=0). O

espectro € apresentado na Figura 78 do Anexo, pg. 193.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+H"):
Calculado para C17H17F3N3O-, 352,1273; encontrado: 352,1201.
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N-[2-(4-bromofenilamino)-5-(trifluorometil)fenillnicotinamida

(SRPIN 340#17)

Caracteristica: solido branco purificado por recristalizagdo empregando-se

acetona como solvente.
CCD: Rr= 0,38 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Ts=166,7-167,2 °C.

IV (ATR) vmax (cm™'): 3314, 3188, 3068, 1663, 1621, 1592, 1514, 1440, 1337,
1250, 1162, 1114, 1074, 1025, 1008, 887, 808, 709. O espectro é apresentado
na Figura 79 do Anexo, pg. 194.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 6,82 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-2"/H-6"); 6,34 (s,
1H, NH); 7,33-7,46 (m, 5H, H-5, H-3’, H-4’ e H-3"/H-5"); 8,08-8,12 (m, 2H, H-6
e H-6’); 8,72 (dd, 1H, J=1,5Hz e J=4,8 Hz, H-4); 8,96 (d, 1H, J=1,5 Hz, H-2
); 8,53 (s, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 80 do Anexo, pg. 195.

RMN de '3C (75 MHz, CDCIs) &: 114,4 (C-4"); 120,0 (C-2”/C-6"); 121,3 (C-3’);
121,6 (9, Jcr = 3,6 Hz, C-6’); 123,9 (q, Jc-F = 3,7 Hz, C-4’); 124,1 (C-5); 1241
(@, JcFr=270,0 Hz, CF3); 125,5 (q, Jcr = 33,4 Hz, C-5’); 129,2 (C-1’); 129,7 (C-
1); 132,7 (C-3”/C-5"); 135,8 (C-6); 138,9 (C-2’); 141,9 (C-17); 148,0 (C-4);
152,9 (C-2), 164,5 (C=0). O espectro é apresentado na Figura 81 do Anexo,
pg. 196.
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N-[2-(piperidin-1-il)-5-(trifluorometil)fenil]benzamida

(SRPIN 340#18)

Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (5:1 v/v).
CCD: Rf = 0,55 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).
Tr=116,0-117,0 °C. (Ttiiteratura: 128,0-129,0 °C, HAGIWARA et al., 2009).

IV (ATR) Vmax (cm™): 3338, 2932, 2846, 1675, 1588, 1530, 1472, 1439, 1378,
1337, 1272, 1240, 1162, 1116, 1026, 932, 913, 902, 877, 828, 796, 697, 648. O

espectro € apresentado na Figura 82 do Anexo, pg. 197.

RMN de 'H (300 MHz, CDClIs) &: 1,64-1,66 (m, 2H, H-4"); 1,74-1,82 (m, 4H, H-
3”/H-5"); 2,88 (t, 4H, J = 5,1 Hz, H-2"/H-6"); 7,26 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-3’); 7,35
(d, 1H, J = 8,1 Hz, H-4"); 7,51-7,62 (m, 3H, H-4 e H-3/H-5); 7,94-7,96 (m, 2H, H-
2/H-6); 8,91 (sl, 1H, H-6’); 9,45 (s, 1H, NH). O espectro é apresentado na
Figura 83, pg. 198.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 24,1 (C-4"); 27,1 (C-3”/C-5"); 53,7 (C-2”/C-
6”); 116,5 (q, Jcr = 3,8 Hz, C-6’); 120,8 (C-3’ e C-4’) 124,4 (q, Jc-r = 269,9 Hz,
CFs); 127,1 (C-2/C-6); 129,2 (C-3/C-5); 132,2 (C-1°); 134,0 (C-4); 134,8 (C-1’);
145,8 (C-1); 165,1 (C=0). O espectro é apresentado na Figura 84 do Anexo,
pg. 199. O sinal para C-5’ ficou sobreposto ao sinal de C-2/C-6, dificultando a

determinagao do valor da constante de acoplamento C-F.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+HY):
Calculado para C1gHx0F3N20, 349,1528; encontrado: 349,1451.
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N-[2-(cicloexilamino)-5-trifluorometil)fenillbenzamida

(SRPIN 340#19)

Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (5:1 v/v).
CCD: R = 0,43 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).
Ts= 157,5-158,8 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3396, 3214, 3058, 2935, 2862, 1636, 1613, 1552, 1334,
1243, 1213, 1161, 1105, 1073, 880, 812, 707, 624. O espectro € apresentado
na Figura 85 do Anexo, pg. 200.

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) &: 1,13-2,04 (m, 10H, H-2"/'H-6", H-3"/H-5" e H-
4); 3,27-3,33 (m, 1H, H-17); 4,10-4,22 (sl, 1H, NH); 6,79 (d, 1H, J = 8,7 Hz, H-
3’); 7,38 (dd, 1H, J=1,4 Hz e J = 8,6 Hz, H-4’); 7,46-7,60 (m, 4H, H-3/H-5, H-4
e H-6'); 7,76 (s, 1H, NH): 7,89 (d, 2H, J = 7,5 Hz, H-2/H-6). O espectro é
apresentado na Figura 86, pg. 201.

RMN de '3C (75 MHz, CDCIs) 6: 25,0 (C-3"/C-5"); 25,9 (C-4”); 33,2 (C-2"/C-6");
51,8 (C-17); 112,7 (C-6’); 118,3 (q, Jc-r = 32,7 Hz, C-5°); 122,9 (C-3’); 125,1 (q,
Jcr = 3,6 Hz, C-4’); 127,5 (C-2/C-6); 129,0 (C-3/C-5); 132,5 (C-4/C-1’); 133,9
(C-1); 145,0 (C-2’); 166,5 (C=0). O espectro é apresentado na Figura 87 do
Anexo, pg. 202.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+H"):
Calculado para CxoH22F3N20, 363,1684; encontrado: 363,1613.

60



N-[2-(pirrolidin-1-il)-5-(trifluorometil)fenillbenzamida

(SRPIN 340#20)

Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (5:1 v/v).
CCD: Rf= 0,30 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).
Te=122,2-122,8 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3242, 2986, 2948, 2870, 1637, 1616, 1578, 1519, 1488,
1366, 1331, 1266, 1149, 1098, 1082, 874, 799, 695, 656. O espectro é
apresentado na Figura 88 do Anexo, pg. 203.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,96-2,01 (m, 4H, H-3"/H-4"); 3,13-3,17 (t, 4H,
J=6,3 Hz, H-2"/H-5"), 7,15 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3"); 7,34 (dd, 1H, J = 1,5 Hz,
J = 8,4 Hz, H-4’); 7,49-7,61 (m, 3H, H-3/H-5 e H-4) 7,89-7,91 (m, 2H, H-2/H-6);
8,51 (sl,1H, H-6’); 8,70 (sl, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 89 do
Anexo, pg. 204.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 24,9 (C-3”/C-4"); 52,0 (C-2”/C-5"); 118,5 (C-
3’); 119,6 (q, Jc-r = 3,8 Hz, C-6); 122,0 (q, Jc-r = 3,9 Hz, C-4’); 124,5 (q, Jcr =
269,9 Hz, CF3); 124,8 (q, Jcr = 32,5 Hz, C-5'); 127,2 (C-2/C-6); 129,2 (C-3/C-
5); 131,1 (C-1’); 132,2 (C-4); 134,7 (C-1); 144,6 (C-2’); 165,3 (C=0). O espectro
€ apresentado na Figura 90 do Anexo, pg. 205.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z (M+H*):
Calculado para C1gH1sF3N20, 335,1371; encontrado: 335,1277.
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N-[2-(dietilamino)-5-(trifluorometil)fenillbenzamida

0]

\ ' 2
3 1 1
3
6 4
5

A

(SRPIN 340#21)

Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (5:1 v/v).
CCD: Rs = 0,65 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).
T+ = 65,1-66,0 °C.

IV (ATR) vmax (cm™): 3290, 2968, 2932, 2838, 1676, 1588, 1527, 1485, 1440,
1332, 1240, 1167, 1115, 931, 903, 822, 795, 699. O espectro € apresentado na
Figura 91 do Anexo, pg. 206.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,00 (t, 6H, J = 7,2 Hz, 2CHs); 3,03 (q, 4H, J =
7,2 Hz, 2CH); 7,30 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3’); 7,36 (dd, 1H, J=15e HzJ=8,4
Hz, H-4’); 7,50-7,61 (m, 3H, H-3/H-5 e H-4); 7,92 (dd, 2H, J=1,5Hz e J = 8,1
Hz, H-2/H-6); 8,97 (sl, 1H, H-6’); 9,81 (sl, 1H, NH). O espectro é apresentado
na Figura 92 do Anexo, pg. 207.

RMN de '3C (75 MHz, CDCIs) &: 13,0 (2CH3); 49,3 (2CH2); 116,2 (q, Jc-r = 3,9
Hz, C-6’); 120,5 (q, Jc-r = 3,8 Hz; C-4’); 123,4 (C-3’); 124,3 (q, Jc-F = 270,7 Hz,
CF3); 128,1 (q, Jcr = 32,3 Hz, C-5’); 127,2 (C-2/C-6); 129,1 (C-3/C-5); 132,2
(C-4); 134,9 (C-1"); 136,9 (C-1); 142,5 (C-2'); 165,1 (C=0). O espectro é
apresentado na Figura 93 do Anexo, pg. 208.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLU(;AO m/z (M+H*):
Calculado para C1gHx0F3N20, 337,1528; encontrado: 337,1449.
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N-[2-morfolino-5-(trifluorometil)fenillbenzamida

(SRPIN 340#22)

Caracteristica: solido branco purificado por recristalizagdo empregando-se

acetona como solvente.
CCD: Rf = 0,18 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).
Ts=137,3-138,5 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3369, 2967, 2896, 2851, 1668, 1589, 1534, 1465, 1438,
1335, 1238, 1157, 1112, 1075, 1025, 937, 917, 897, 877, 821, 801, 707, 659. O

espectro € apresentado na Figura 94 do Anexo, pg. 209.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,96 (t, 4H, J = 4,5 Hz, H-2"/H-6"); 3,92 (t, 4H,
J=4,5Hz, H-3"/H-5"); 7,30 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-3’); 7,38 (dd, 1H, J=1,5Hz e
J=28,4 Hz, H-4’); 7,52-7,63 (m, 3H, H-3/H-5 e H-4); 7,93 (dd, 2H, J=1,5Hze J
= 8,1 Hz, H-2/H-6); 8,91 (sl, 1H, H-6’); 9,39 (sl, 1H, NH). O espectro é
apresentado na Figura 95 do Anexo, pg. 210.

RMN de 13C (75 MHz, CDCls) &: 52,5 (C-2"/C-6"); 67,8 (C-3"/C-5"):; 116,9 (q,
Jor = 3,8 Hz, C-6'); 121,0 (C-3'); 121,1 (q, Jor = 3,9 Hz, C-4'): 124,2 (q, Jor =
270,5 Hz, CF3); 127,0 (C-2/C-6); 128,2 (q, Jor = 32,5 Hz, C-5); 129,2 (C-3/C-
5): 132,5 (C-4); 134,1 (C-1'); 134,6 (C-1); 144,0 (C-2'); 165,0 (C=0). O espectro

€ apresentado na Figura 96 do Anexo, pg. 211.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLU(;AO m/z (M+H*):
Calculado para C1gH1sF3N20-, 351,1320; encontrado: 351,1266.
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N-[2-(4-bromofenilamino)-5-(trifluorometil)fenillbenzamida

(SRPIN 340#23)

Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (5:1 v/v).
CCD: Rf= 0,25 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).
Ts=157,3-158,0 °C.

IV (ATR) vmax (cm™'): 3366, 2967, 2892, 2852, 1668, 1589, 1534, 1465, 1438,
1335, 1238, 1157, 1112, 937, 917, 897, 877, 821, 802, 707, 659. O espectro &
apresentado na Figura 97 do Anexo, pg. 212.

RMN de 'H (300 MHz, O espectro é apresentado na Figura 99 do Anexo, pg.
214.CDCIs) 6: 6,30 (sl, 1H, NH); 6,83 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-2"/H-6"); 7,31-7,47
(m, 6H, H-3/H-5, H-3’, H-4’ e H-3"/H-5"); 7,55 (ll, 1H, J=7,4 Hz, H-4); 7,75 (d,
2H, J = 8,7 Hz, H-2/H-6); 8,05 (sl, 1H, H-6"); 8,22 (sl, 1H, NH). O espectro é
apresentado na Figura 98 do Anexo, pg. 213.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 113,9 (C-4"); 119,7 (C-2"/C-6"); 120,9 (C-3’);
1211 (q, Jer = 3,9 Hz, C-6’); 123,3 (q, Jcr = 3,7 Hz, C-4’); 123,9 (q, Jcr =
270,1 Hz, CF3); 125,1 (q, Jc-r = 33,0 Hz, C-5"); 127,1 (C-2 /C-6); 128,9 (C-3/C-
5); 129,3 (C-4 e C-1’); 132,4 (C-37/C-5"); 133,3 (C-1); 138,6 (C-2’); 141,8 (C-
17); 166,3 (C=0). O espectro é apresentado na Figura 99 do Anexo, pg. 214.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise retrossintética para a preparacao das trifluorometil-aril-amidas

€ apresentada no Esquema 9.

CF3
O

NH R»
R

(trifluorometil-aril-
amidas)

R1

CF3
acilagéo 0
n
NH, RZ—MCI
R4
@)
o
(0
On
=)
e)
o
CFs substituicao CF3
nucleofilica
aromatica
—
NO, NO,
R4 F

2) ()

— —NHO —NG —N/_ —N 0 NH
) , PN ,

Cl

Esquema 9 - Analise retrossintética para preparacao de trifluorometil-aril-

amidas.

HR4

(aminas)

De acordo com a retrossintese, as trifluorometil-aril-amidas seriam

formadas via reagdo de acilagdo entre as anilinas de estrutura geral 3 e

diferentes cloretos de acila. A redugao dos nitro compostos de estrutura geral 2

levariam a formacao das anilinas 3. Os compostos 2, por sua vez, resultariam

da reacgao de substituicdo nucleofilica aromatica entre 1 e diferentes aminas. A

sintese dos compostos foi planejada de modo que fosse possivel analisar o
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efeito dos diferentes grupos R' e R? sobre as atividades bioldgicas avaliadas

para as trifluorometil-aril-amidas.

Com base na analise retrossintética, as trifluorometil-aril-amidas foram

preparadas de acordo com a sequéncia de reagdes mostrada no Esquema 10.

Foi utilizado como material de

partida

o

(trifluorometil)benzeno (1), que é disponivel comercialmente.

CF3 CF3 CF3

o

1-fluoro-2-nitro-4-
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Esquema 10 - Rota sintética envolvida na preparacdo de trifluorometil-aril-
amidas. i = DMF, 0 °C — temperatura ambiente; ii = SnCI2/HCI; iii) CH2Clz,

EtsN, 0 °C — temperatura ambiente.
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O composto 1 foi submetido a reagdes de substituicdo nucleofilica
aromatica conduzindo a formacédo dos nitrocompostos 2a-f. Esses derivados
foram, por sua vez, reduzidos na presenca de SnCl2/HCI resultando na
obtencdo das anilinas 3a-f. Os processos de acilagdo das anilinas 3a-f
resultaram na obtencéao das trifluorometil-aril-amidas (SRPINs).

O desenvolvimento do trabalho de pesquisa vinculado a esta dissertacao
teve inicio com a sintese da amida SRPIN 340 de acordo com a sequéncia

sintética apresentada no Esquema 11.

CF3 3 o CF3

Cl =
SnCly  HCl )'\G ol o
DMF NO, CHsOH NH, (CH,Cly), EtaN ”J\O
N 0°C— ta. N ~-N

) Q Q

(2a) (3a) (SRPIN 340)

Esquema 11 - Rota sintética envolvida na preparacdo do SRPIN 340
(HAGIWARA, et al., 2009).

De acordo com esta sequéncia, a substancia 2a foi obtida em 91% de
rendimento a partir da reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica entre o
composto 1 e a piperidina. As informacdes sobre as reagdes utilizadas para a
sintese dos nitrocompostos 2b-2f (Esquema 10, pg. 66) estdo apresentadas na
Tabela 1 (pg. 22).

No Esquema 12 (pg. 68) estdo representadas as etapas do mecanismo
envolvido na formacdo do composto 2a. O intermediario de Meisenheier
formado na reacado (um carbanion) é estabilizado pelos grupos retiradores de
elétrons CF3 e NO2 ligados as posi¢des orfo e para em relagdo ao atomo de
flior (SOLOMONS, 2011).
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Esquema 12 - Mecanismo da reacao de substituicdo nucleofilica aromatica
entre 1 e a piperidina resultando na formacéao de 2a.

CF;

No espectro no infravermelho de 2a (Figura 4, pg. 70) as bandas em
1528 e 1323 cm foram atribuidas ao estiramento assimétrico e simétrico do
grupo nitro, presente na estrutura de 2a. Menciona-se ainda a banda em 1115
cm ' atribuida ao estiramento da ligagdo C-F (FRESENIUS, et al., 1989;
BARBOSA, 2008).

No espectro de RMN de 'H (Figura 5, pg. 71), os sinais relativos aos
atomos de hidrogénio do grupo piperidinila foram observados em 64 1,61-3,12.
Os hidrogénios aromaticos foram atribuidos como se segue: 6+ 7,14 (d, 1H, J =
9,0 Hz, H-6’); 7,60 (dd, 1H, J = 2,3 Hz e J = 9,0 Hz, H-5"); 8,03 (d, 1H, J = 2,3
Hz, H-3').

Os sinais observados em & 130,1 (q, Jc-r = 3,4 Hz, C-5); 124,6 (q, Jcr
= 4,0 Hz, C-3); 123,7 (q, Jc-r = 269,6 Hz, CF3); 120,9 (q, Jcr = 34,1 Hz, C-4) no
espectro de RMN de "3C da substancia 2a (Figura 6, pg. 72) apresentaram-se
como quartetos devido ao acoplamento desses carbonos com os atomos de
flior do grupo trifluorometila (CF3). As constantes de acoplamento (J) estdo em
acordo com valores descritos na literatura e apresentados na Figura 13, pg. 69
(FRESENIUS et al., 1989) e (HAGIWARA et al., 2009).
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a
CF, J
b (a) 271,7 Hz
c (b) 32,3Hz
p (¢) 39Hz
(d) 1,3Hz
e () ~O0Hz

Figura 13 - Valores descritos de constantes de acoplamento '9F-'3C
(FRESENIUS et al., 1989).

Os sinais para os atomos de carbono C-2 e C-6 ndo foram observados
como quartetos uma vez que, conforme mostrado na Figura 13, os valores das
constantes para o acoplamento desses carbonos com o grupo CF3 sé&o
pequenos. Conforme pode ser percebido na Figura 6, (p. 72), o numero de
sinais observados no espectro de RMN de 3C é compativel com a estrutura do
composto 2a.

Os dados espectroscopicos para os compostos 2b-2f estéo
apresentados na secao 2.2.2.1 (pg. 20) e os espectros para as referidas
substancias estado apresentados no Anexo Figuras 1 a 15 (pg. 116 a 130). As
informacdes sobre as reagdes conduzidas para a preparacdo dos derivados

2b-2f sdo apresentadas na Tabela 1 (pg. 22).
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A reducao do nitro composto 2a com cloreto de estanho em meio acido
(Esquema 11, pg. 67) resultou na obtencdo da amina 3a (HAGIWARA et al.,
2009). No espectro no infravermelho de 3a (Figura 7, pg. 74) foram observadas
duas bandas em 3452 e 3355 cm-'! (ausentes no espectro no infravermelho de
2a, (Figura 4, pg. 70) relativas, respectivamente, aos estiramentos assimétrico
e simétrico do grupo NHa.

A presenca do sinal alargado em 6# 4,10 (integrado para dois atomos de
hidrogénio) também confirma a presenga do grupo amino na estrutura de 3a
(Figura 8, pg. 75). Os sinais relativos aos hidrogénios aromaticos foram
observados na regido 6y 6,94-7,04. Ja os sinais em 64 1,60-1,75 (m, 6H, H-
3/H-5 e H-4') e 2,87 (sl, 4H, H-2'/H-6’) confirmam a presenga do grupo
piperidinila na estrutura de 3a. Conforme descrito anteriormente para o
composto 2a, no espectro de RMN de '3C da amina 3a (Figura 9, pg. 76)
alguns sinais se apresentam como quartetos devido ao acoplamento dos
carbonos com os atomos de fluor do grupo CFas.

Os dados espectroscopicos para os compostos 3b-3f estédo
apresentados na secao 2.4.2.2 (pg. 28) e os espectros para as referidas
substancias estdo apresentados no Anexo Figuras 16 a 30 (pg. 131 a 145). As
informacdes sobre as reagdes conduzidas para a preparacdo dos derivados

3b-3f sdo apresentadas na Tabela 2 (pg. 30).
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Uma vez preparada a amina 3a, procedeu-se a sua acilagao (Esquema
11, pg. 67) empregando-se o cloridrato do cloreto de isocotinoila, resultando na
obtencdo de SRPIN 340 em 75% de rendimento.

A forte absorg&o observada no espectro no IV em 1679 cm™' (Figura 10,
pg. 78), juntamente com o sinal observado em . 163,0 no espectro de RMN de
3C (Figura 12, pg. 80), confirmaram a presenga do grupo carbonila na
estrutura SRPIN 340. Os espectros de RMN de 'H e RMN de '3C do SRPIN
340 apresentam muitas semelhangas com os espectros correspondentes dos
compostos 2a e 3a, ndo sendo necessaria uma descrigdo pormenorizada dos
sinais observados nos espectros de RMN do SRPIN 340. Salienta-se, no
entanto, que os dados da espectroscopia de RMN para o composto estdo em
acordo com aqueles descritos na literatura (HAGIWARA, et al., 2009).

Os dados espectroscopicos para as amidas SRPIN 340#01 a SRPIN
340#06 ¢ SRPIN 340#08 a SRPIN 340#23 estido apresentados na secao
2423 (pg. 36) e os espectros para as referidas substéncias estdo
apresentados no Anexo Figuras 31 a 99 (pg. 149 a 214). As informacdes sobre
as reagdes conduzidas para a preparagao dos derivados SRPIN 340#01 a
SRPIN 340#06 ¢ SRPIN 340#08 a SRPIN 340#23 sio apresentadas na Tabela

3 (pg. 38).
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Tendo assegurado a obtencdo de todas as 23 trifluorometil-aril-amidas
(Figura 4, pg.6), procedeu-se a avaliagdo de suas atividades citotdxicas e do

efeito sobre o transporte de elétrons fotossintético (capitulos 3 e 4).

4. CONCLUSOES

Descreveram-se neste capitulo as etapas envolvidas na obtengao de
uma série de trifluorometil-aril-amidas. Foram sintetizadas ao todo 35
substancias, sendo 6 nitrocompostos (2a-f), 6 anilinas (3a-f) e 23 amidas
(SRPIN 340 e 22 analogos). Do total das 23 amidas, 17 delas sdo inéditas e
tiveram suas estruturas confirmadas por meio da espectroscopia no
infravermelho e de RMN e espectrometria de massas. Para a sintese dessas
substancias, foram utilizadas metodologias como reagbes de substituigdo
nucleofilica aromatica, reducéo de grupo nitro e acilagdo o que permitiu, de um
modo geral, que os compostos sintetizados fossem obtidos com rendimento

sinteticamente uteis.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA SOBRE O
TRANSPORTE DE ELETRONS DAS TRIFLUOROMETIL-
ARIL-AMIDAS

3.1 INTRODUGAO

As culturas agricolas estédo sujeitas ao ataque de pragas e doencas, tais
como insetos, nematdides, virus, bactérias e fungos. Além disso, as plantas
daninhas competem com as culturas por luz, agua e nutrientes. Conforme
descrito por Deuber (1992), planta daninha pode ser definida como qualquer
planta que, isoladamente ou em grupo, causa algum dano ou inconveniéncia.
Ainda de acordo com Deuber (1992) os danos causados por plantas daninhas
envolvem diversos aspectos da agricultura e da vida do homem, como a
reducdo da produtividade e do valor da terra, perda da qualidade do produto
agricola, disseminagdo de pragas e doengas, aumento de custos e maior
dificuldade no manejo agricola, problemas com o manejo da agua, interferéncia

com diversas atividades humanas e danos a vida e a saude, tanto do homem
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quanto de animais. Considerando todos esses problemas envolvendo plantas
daninhas, seu controle é altamente desejavel.

Dentre os varios métodos utilizados para o controle de plantas daninhas
(SILVA et al., 2007), o uso de herbicidas tem se tornado o de pratica mais
difundida. Os primeiros relatos da utilizagdo de substancias quimicas para o
controle de plantas daninhas remontam ao inicio do século XX. Por volta de
1908, pesquisadores como Bolley (North Dakota, EUA), Bonnet (Francga) e
Schulz (Alemanha) usaram sais de cobre e depois acido sulfurico para o
controle de plantas daninhas em cereais (OLIVEIRA JR. et al, 2011).

Um importante marco no que se refere ao controle quimico ocorreu em
1941 com a sintese do acido 2,4-diclorofenoxiacético, o 2,4-D (Figura 1, pg.
85). Durante a Segunda Guerra Mundial foram descobertas as propriedades
fitotoxicas dos derivados do acido fenoxiacético. Porém, somente apds o
término da guerra foi anunciado publicamente a agédo do 2,4-D como herbicida
que causava morte diferenciada de plantas (OLIVEIRA JR. et al, 2011).

Posteriormente, foi descrito o primeiro herbicida (monuron, Figura 1, pg.
85) que néao era derivado do acidos fendxico, mas pertencente a classe das
uréias (OLIVEIRA JR. et al, 2011). Na segunda metade do século 20, ocorreu
um grande desenvolvimento da industria de herbicidas e o controle quimico de
plantas daninhas intensificou-se. Nesse periodo, grande numero de produtos
de diferentes classes quimicas € modos de agdo foram introduzidos no
mercado. Um destes produtos foi o glifosato (Figura 1, pg. 85), descoberto em
1970 por um grupo de pesquisadores da Companhia Monsanto (EUA),
componente ativo do herbicida mais vendido no mundo, o Roundup®. Salienta-
se que o Roundup® é comercializado em mais de cem paises, sendo registrado
para uso em mais de uma centena de culturas (TONI et al., 2006). Ele também

tem sido usado em areas urbanas na manutencgao de estradas e ferrovias.
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Figura 1 - Estrutura quimica dos herbicidas 2,4-D, Monuron e ingrediente ativo

Glifosato.

Os herbicidas, assim como outras classes de agroquimicos, s&o
indispensaveis na agricultura em todo o mundo e tém desempenhado um papel
significativo para o grande aumento da produtividade agricola alcancada
durante os ultimos 60 anos. Conforme atesta a FAO, Organizagdo das Nagdes
Unidas para Agricultura e Alimentagdo, o ndo controle de pragas levaria a uma
reducdo em cerca de 40% da producgéo de alimentos. Ou seja, ndo proteger as
plantagdes implicaria numa situagéo de calamidade mundial no quadro, hoje, ja
dramatico, conforme o relatorio recente da ONU: apesar da crescente oferta de
alimentos, a fome atinge cerca de 1 bilh&o de pessoas (ANDEF, 2010).

Além de importantes para o crescimento da produtividade agricola, os
agroquimicos desempenham papel importante na economia de muitos paises.
No Brasil, por exemplo, esse setor em 2013 faturou cerca de 10,500 bilhdes de
dolares, considerando o montante de vendas de herbicidas, inseticidas,
acaricidas e fungicidas, segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos
para Defesa Vegetal (SINDIVEG, 2014).

Considerando a importancia dos agroquimicos, € possivel afirmar que o
desenvolvimento de novos principios ativos para o controle de diversos tipos de
pragas agricolas continuara sendo uma area de intensa pesquisa. Esta
atividade ira se desenvolver em um mercado altamente competitivo que ira
requerer produtos que apresentam elevada eficiéncia e especificidade, que
apresentem pregos competitivos, de facil aplicagdo e que sejam

ambientalmente benignos (LEIN et al., 2004).
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3.2 FOTOSSINTESE

A fotossintese, um complexo processo bioquimico envolvendo
transferéncia de elétrons, representa o caminho pelo qual praticamente toda a
energia entra na biosfera. Sem a existéncia desse fluxo de energia oriundo do
sol e canalizado nas células através dos cloroplastos, a vida no Planeta Terra
se extinguiria por completo (FLOOD et al., 2011).

As plantas convertem energia solar (luminosa) em energia quimica,
através do processo fotossintético. Os produtos da fotossintese séo
carboidratos formados a partir de didéxido de carbono (CO2) e agua (Hz20).
Esses produtos da sintese fotossintética sdo de suma importancia para os
vegetais por dois motivos: (1) sdo a fonte energética para o vegetal, ou seja,
podem ser quebrados pela respiragao para liberar a energia necessaria para os
processos vitais; (2) esses carboidratos podem ser convertidos em diversas
biomoléculas importantes como proteinas e lipideos (NELSON e BEN-SHEM,
2004).

O processo fotossintético, de modo geral, é dividido em duas fases: a
primeira denominada de fase fotoquimica e a segunda de fase bioquimica (ou
ciclo de Calvin) (DAYAN e ZACCARO, 2012).

As reagdes na fotossintese natural podem ser entendidas analisando-se
o conhecido Esquema-Z, que mostra como o transporte de elétrons
fotossintético ocorre da agua para o aceptor biolégico NADP*, envolvendo os
fotossistemas | (FS 1) e Il (FS Il), Figura 2, pg. 87. No FS I, clorofila a presente
no centro de reagao P680 absorve energia dos fétons, o que excita os elétrons
e transfere-os para plastoquinona (Pq), um receptor de elétrons. Enquanto isso,
os P680 fotoexcitados (P680 *) geram uma for¢ca motriz para a extragéo de
elétrons da molécula agua no centro de calcio-manganés, que atua como um
catalisador da oxidac&do de agua. A cadeia transportadora de elétrons, a qual €
constituida por Pq, complexo de citocromo, e plastocanina (Pc), transporta os
elétrons do FS Il ao FS I. A semelhanca do FS I, os elétrons excitados pelo
P700 sao transferidos a ferredoxina (Fd) e utilizados para reduzir NADP* para
NADPH com o auxilio da NADP redutase. O NADPH recém formado €, entéo,
consumido para fixar CO2 através da cascata biocatalitica do ciclo de Calvin.

De maneira geral, pode-se dizer que a fotossintese natural consiste de um
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complexo processo de conversdo de energia, em varias etapas, envolvendo
oxidacdo da agua, captura de luz, transferéncia de elétrons em cascata e o
ciclo de Calvin (KIM et al., 2014).

(a) Aceptor : Aceptor
primario s;‘,‘ﬁ“ primario
g NADP
Centro de qutnplexoo redutase
e citocrom =<
reacio _ Transferéncia ()
- @ dc cnergia NADP* NADPH
So® - \
M. Complexo N
2H;O\\| coletor de luz ek e Calvin
J  Fotossistemall Fotossistema I " N
4H* +02 002 CGH1206
(b) Cloroplasto

Tilacéid transferéncia de elétron
S b fotoinduzida

ﬁstroma \

Membrana CCL FSTI B ~pe. CCL FSI £d-, NADE-
Limen ~ redutase
Complexo ~
citocromo

CEO

Cotrants da oprnido em Biotecnologa

Figura 2 - a) A fotossintese natural envolve uma cadeia transportadora de
elétrons, que inclui varios componentes tais como plastoquinona (Pq),
complexo citocromo e plastocianina (Pc). O centro de reagdo no fotossistema |l
(P680) desencadeia uma reacdo de oxidacdo da agua no centro de reagao
envolvendo oxigénio (CEOQO). No fotossistema | ocorre transferéncia de elétrons
excitados para NADP* através do receptor primario ferridoxina (Fd) resultando
na formagcdo de NADPH. O NADPH obtido na fase Iluminosa é, entéo,
consumido durante a redugédo de dioxido de carbono em carboidratos no ciclo
de Calvin. b) A membrana tilacéide nos cloroplastos, onde uma eficiente
transferéncia de elétrons fotoinduzida ocorre por meio de um arranjo preciso e
coordenado de componentes dos fotossistemas | e Il. Adaptado de KIM et al.,
2014.

Por fim, ressalta-se que o desempenho do FS Il e consequentemente a
capacidade de conversao da energia luminosa em carboidratos podem ser
modificados por uma série de estresses, como por exemplo, temperatura,
luminosidade, além de algumas substancias especificas inibidoras do FS I,
como € o caso de alguns herbicidas (DAYAN e ZACCARO, 2012).
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3.3 AREACAO DE HILL

Em 1937, Robert Hil, na Universidade de Cambridge, realizou
experimentos que foram de fundamental importancia no entendimento dos
eventos que ocorrem na fotossintese. Empregando centrifugacéao diferencial,
ele conseguiu isolar cloroplastos a partir de plantas. Ele determinou que
quando extratos contendo cloroplastos eram iluminados na presencga de agua e
de um aceptor artificial de elétron (aceptor nao bioldgico), ocorria a liberagcao de

oxigénio (HILL, 1937), conforme mostrado pela equagao seguinte

Luz

Y

2H,0 + 2A 2AH, + O,

Cloroplastos

onde A é um receptor ndo natural de elétrons.

Esse processo fotossintético de transporte de elétrons da agua para um
aceptor nao natural de elétrons € conhecido como reagdo de Hill. Varios
aceptores podem ser utilizados tais como ions férricos, benzoquinona e
corantes como o 2,6-diclorofenolindofenol (DCFIF). Quando o corante DCFIF
de coloragao azul (forma oxidada) aceita elétrons ele € convertido na sua forma
reduzida incolor, permitindo assim que essa alteragdo possa ser medida

espectrofotometricamente (Figura 3).

OH OH
Cl Cl

FORMA OXIDADA (AZUL) FORMA REDUZIDA (INCOLOR)

Figura 3 - Formas oxidada e reduzida do corante 2,6-diclorofenolindolfenol.

A importancia da reacado de Hill esta relacionada ao fato de que este
pesquisador demonstrou como a absor¢ao de luz induz uma alteragado quimica
que resulta na conversao da energia luminosa em energia quimica. Além disso,

Hill também observou em seus experimentos que nao havia produgao de COo-.
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Essa observacdo demonstra o fato de que na fotossintese a liberagcdo de
oxigénio pode ser separada da reducgéo do COs..

A reagdo de Hill € uma reagéo redox basica do fotossistema Il (FS II).
Herbicidas que inibem essa reagdo pertencem ao grupo de herbicidas FS I
(IMRAMOVSKY et al., 2011). Portanto substancias que inibem a reagao de Hill
geralmente provocam inibicdo do processo de fotossintese em plantas e
podem ser consideradas como estruturas-modelo para o desenvolvimento de
novos herbicidas (HANSCH e LEO, 1995).

3.4 INIBIDORES DA FOTOSSINTESE

No processo de transporte de elétrons entre os FS Il e FS |, a
plastoquinona desempenha um papel de suma importancia. Em condigbes
normais ela se liga em um sitio especifico na proteina D1 do FS Il, denominado
sitio Qs. Nesse sitio, a plastoquinona € parcialmente reduzida, dando
sequéncia ao fluxo de elétrons entre o FS Il e o complexo do citocromo b6f
(OLIVEIRA JR. et al, 2011). No entanto, este sitio de ligagdo Qs na proteina
D1 no FSIlI nédo é seletivo, uma vez que pode alocar varias outras substancias
que entdo inibirdo o FS Il, como é o caso de alguns herbicidas (FUERST e
NORMAN, 1991; DAYAN e ZACCARO, 2012; TROPALDI, 2012). Essa
ocupacao do sitio de ligagao por estes herbicidas ndo permite a formacao da
plastoquinona reduzida (plastoidroquinona). Como consequéncia, ha um
bloqueio do transporte de elétrons entre os fotossistemas, resultando na
interrupcao da producao de NADPH e ATP e suspensao da fixacao de carbono,
ocasionando a inanicao de carboidratos e o estresse oxidativo (CARVALHO,
2013; POWLES e YU, 2010).

Os herbicidas inibidores do FS Il, utilizados no Brasil, sdo divididos em
oito grupos quimicos a saber: amidas (ex.: propanil), benzotiadiazinonas (ex.:
bentazon), nitrilas (ex.: ioxynil), triazinas (ex.: ametrina e atrazina), triazinonas
(ex.: metamitron, metribuzin e hexazinona), triazolinonas (ex.: amicarbazone),
uracilas (ex.: bromacil) e uréias (diuron, linuron e tebuthiuron). Figura 4, pg. 90
(CARVALHO, 2013).
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Figura 4 - Exemplos de herbicidas (utilizados no Brasil) inibidores de FS Il e

seus respectivos grupos quimicos

Os inibidores do FS Il sdo também conhecidos como inibidores da
sintese de Hill, por inibirem a evolugdo do oxigénio a partir da agua na
presencga de cloroplasto e de um aceptor adequado de elétrons (OLIVEIRA JR.
et al, 2011). A acéao seletiva destes compostos foi descoberta na década de
1950, mas tais substancias constituem, até hoje, um dos mais numerosos e
importantes grupos de herbicidas, com ampla utilizagdo em diversas culturas,
tais como milho e cana-de-acucar. Porém, a pesquisa por novos inibidores do
FS Il € de relevancia, uma vez que a cada ano surgem novas populacoes
resistentes a esses tipos de inibidores. Como exemplo mencionaM-se os
registros de centenas de populagdes resistentes de Echinochloa crusgalli e
Echinochloa colona que ja foram identificadas em varios paises que fazem uso
da amida propanil no controle de plantas daninhas em culturas de arroz
(OLIVEIRA JR. et al, 2011).

Herbicidas pertencentes ao grupo de inibidores do FS | interrompem o
percurso normal de elétrons, impedindo a redugcao da ferredoxina e as reagdes
subsequentes descritas na Figura 5, pg. 91. A auséncia de substancias
reduzidas acarreta num desequilibrio bioquimico. Espécies altamente reativas,
tais como os radicais livres sdo gerados, os quais acabam levando a clorose,
necrose e morte das células vegetais, uma vez que esses radicais rompem

ligacdes de proteinas e lipideos das membranas, que perdem sua fungdo e

90



permitem o vazamento do conteudo celular (CARVALHO, 2013; OLIVEIRA JR.

etal., 2011).
LUZ
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Figura 5 - Reacbes metabdlicas de transferéncia de elétrons em que a
ferredoxina esta envolvida e que sao bloqueadas apds o desvio do fluxo de
elétrons pelos inibidores do FS | (bipiridinicos) nos cloroplatos. Adaptada de
(OLIVEIRA JR. et al., 2011).

Herbicidas inibidores do FS | pertencem ao grupo quimico dos

bipiridinicos (paraquat e diquat), Figura 6.

- cl B B

Paraquat Diquat

Figura 6 - Exemplos de herbicidas inibidores do FS |.

Ressalta-se ainda que os herbicidas bipiridinicos sdo usados para
controle de plantas daninhas tanto de folhas largas quanto folhas estreitas
(CARVALHO, 2013).
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Considerando que varios herbicidas inibidores da fotossintese possuem
como caracteristica estrutural a presenga de um grupo amida e levando em
consideragdao a necessidade dabusca de novos compostos para o controle
quimico de plantas daninhas, descreve-se neste capitulo o resultado da
avaliacgao in vitro dos efeitos das trifluorometil-aril-amidas sobre o transporte de

elétrons fotossintético.

3.5 MATERIAL E METODOS

3.5.1 Metodologia empregada na avaliacao dos efeitos das trifluorometil-

aril-amidas sobre o transporte de elétrons fotossintético

3.5.1.1 Isolamento de cloroplastos

Cloroplastos fotossinteticamente ativos foram extraidos de folhas de
espinafre (Spinacea oleracea L.), obtidas em supermercados ou feiras livres.
Para o processo de extragdo, folhas livres da nervura central e das
extremidades basal e apical foram misturadas com uma solugdo-tampao
20 mmol L' de N-tris(hidroximetil)metilglicina(tricina)-NaOH (pH = 8,0; 5 mL de
solugdo por grama de material vegetal), previamente resfriada em banho de
gelo e contendo 10 mmol L' de NaCl, 5 mmol L' de MgCl2 e 0,4 mol L' de
sacarose. Esse material foi homogeneizado em um liquidificador doméstico por
30 segundos, empregando-se velocidade maxima. O material macerado foi
fitrado através de gaze cirurgica, e o filtrado, centrifugado a 4 °C (1 minuto,
500 g). O sobrenadante foi submetido a nova centrifugagcéo (10 minutos, 1.500
g). Os cloroplastos, contidos no precipitado, foram entdo suspensos em uma
solucdo nao-tamponada de sacarose. A suspensdo foi imediatamente diluida
(proporgéo de 1:1 v/v) com uma solugdo tamponada de sacarose. A nova
suspensao assim obtida foi mantida em banho de gelo e abrigada da luz, sendo
utilizada logo apds sua preparagao. Para determinagao do teor de clorofila,
aliquotas dessa suspensao foram pipetadas e convenientemente diluidas com
acetona 80% (v/v). Apos diluigdo, medidas de absorbéancia foram feitas nos
comprimento de onda de 645 e 663 nm. O conteudo de clorofila foi calculado
com base na férmula de Arnon (HALL, 1980):
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Clorofila (ug mL™") = 20,2 (As4s) + 8,02 (Aes3)

3.5.1.2 Avaliagdo do efeito das trifluorometil-aril-amidas sobre o

transporte de elétrons fotossintético

Aliquotas da suspensao de cloroplastos contendo 20 ug de clorofila
foram incubadas a 24 °C em cubetas de 1 mL contendo solugdo tamponada de
tricina-NaOH (pH = 8,0), 10 mmol L' de NaCl, 5 mmol L' de MgClz, 0,2 mol L
de sacarose e 1 mmol L' de ferricianeto de potassio (K3[Fe(CN)s]). As cubetas
foram expostas a uma luz saturante (800 xmol m=2 s'). A taxa de redugéo do
ferricianeto foi medida a 420 nm a cada 30 segundos durante 10 minutos e
contra um branco. A atividade foi calculada sobre a porgao linear da curva, a
partir de coeficiente de extingdo molar de 1.000 M-' cm'. O valor da taxa de
reducdo de ferricianeto encontrado a partir deste procedimento correspondera
ao controle.

As trifluorometil-aril-amidas avaliadas (Figura 4, pg. 6) foram dissolvidas
em dimetilsulféxido (DMSO). Em seguida, aliquotas dessas solugbes foram
convenientemente diluidas com agua até a obtencdo de concentragcbes que
variaram 0,5 a 100 ymol L-'. A avaliagdo dessas amidas, nas suas respectivas
concentragbes, sobre o transporte de elétrons direcionada da agua para o
oxidante nao bioldgico ferricianeto de potassio, foi conduzida via adigao destes
compostos as suspensdes de cloroplastos preparadas como descrito
anteriormente. Similarmente ao que foi descrito acima, para cada valor de
concentracdo a taxa de reducao do ferricianeto de potassio foi medida a 420
nm a cada 30 segundos durante 10 minutos e contra um branco. Os
experimentos foram realizados em quadruplicata. Os resultados foram
expressos como valores de ICso (concentragdo necessaria para inibir 50% do
transporte de elétrons da fotossintese).

A avaliagao in vitro do efeito inibitorio sobre o transporte de elétrons foi

realizado pelo Professor Giuseppe Forlani da Universidade de Ferrara - Italia.
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3.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

As trifluorometil-aril-amidas apresentadas na Figura 4 (pg. 6) foram
avaliadas no tocante as suas habilidades em interferir ou ndo no transporte de
elétrons, dirigido pela luz, da agua para o oxidante nao-bioldgico ferricianeto de
potassio (reagao de Hill), na presenca de cloroplastos isolados e iluminados,
segundo metodologia descrita por Vicentini e colaboradores (2005). Na
avaliagao da atividade biolégica foram utilizadas concentragdes de 0,5 a 100
umol L. Os resultados foram analisados por meio de regressdo nao-linear,

obtendo os valores ICso apresentados na Tabela 1, pg. 95.
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Tabela 1 - Avaliagao in vitro da atividade das trifluorometil-aril-amidas sobre a
reducdo do ferricianeto de potassio na presenca de cloroplastos isolados de
folhas de Spinacea oleracea L.2.

SRPINs ICs0 (umol L)
SRPIN 340 26,1%4,7
SRPIN 340#01 93,8+ 13,0
SRPIN 340#02 30,9 + 3,2
SRPIN 340#03 63,0 £ 8,1
SRPIN 340#04 213 + 86
SRPIN 340#05 1,5+0,3
SRPIN 340#06 132+ 1,4
SRPIN 340#08 124 + 26
SRPIN 340#09 19,6 + 4,2
SRPIN 340#10 85,2 + 16,7
SRPIN 340#11 1,2+0,2
SRPIN 340#12 NA

SRPIN 340#13 23+3,5
SRPIN 340#14 210 + 82
SRPIN 340#15 76,3+7,5
SRPIN 340#16 245 + 136
SRPIN 340#17 4,9+0,7
SRPIN 340#18 107 + 44
SRPIN 340#19 NA

SRPIN 340#20 128 + 69
SRPIN 340#21 13,9+ 1,8
SRPIN 340#22 NA

SRPIN 340#23 1,140,3

a Atividade determinada conforme metodologia descrita na Segéo 3.5 (Material e Métodos).
aaNA (ndo ativo)= ICso > 500 pM

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que, dentre das 23
trifluorometil aril amidas (SRPINs) submetidas a avaliagdo da atividade
biolégica, apenas 3 (SRPIN 340#12, SRPIN 340#19 e SRPIN 340#22) nao
foram ativas. As demais apresentaram valores de ICsp variando de 1,1 a 245
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umol L. Dentre essas substancias ativas as substancias SRPIN 340#05,
SRPIN 340#11, SRPIN 340#17 e SRPIN 340#23 foram aquelas que
apresentaram maior efeito inibidor sobre o transporte de elétrons na reacéo de
Hill e seus respectivos valores de ICso foram 1,5, 1,2, 4,9 e 1,1 umol L. Para
efeito de comparacgéo, os herbicidas comerciais e inibidores da fotossintese
(Tabela 2) utilizados como controle positivo por DEMUNER e colaboradores
(2013), em condi¢des similares aquelas descritas na secédo 3.5 (pg. 92) para
avaliagao do efeito de compostos organicos sobre o transporte de elétrons

fotossintético, apresentaram valores de ICso variando de 0,1 a 0,3 umol L.

Tabela 2 - Concentracbes dos herbicidas Diuron, Hezaxinona e Lenacil
capazes de inibir 50% da taxa basal de transporte fotossintético de elétrons em
espinafre (Spinacia oleracea L.). Os valores de ICso estdo representados em
gmol L' (DEMUNER, et al., 2013).

Herbicidas

DIURON HEXAZINONA LENACIL

ICs0 0,27 0,11 0,08

E importante observar que os compostos mais ativos (Tabela 1, pg. 95;
Figura 2, pg. 6) possuem como caracteristica estrutural comum a presencga do
grupo 4-bromofenila (Figura 2, pg. 6), sugerindo que a presenca deste

substituinte é impactante para a atividade biolégica.

3.7 CONCLUSOES

As trifluorometil-aril-amidas foram avaliadas in vitro com respeito a sua
capacidade de interferirem sobre o transporte de elétrons fotossintético em
células eucaridticas. Enquanto trés amidas n&o apresentaram atividade, as
amidas restantes atuaram como inibidoras da reacdo de Hill. As amidas que
apresentaram os melhores resultados como inibidoras da reacdo de Hill

apresentaram em sua estrutura o grupo 4-bromofenila. Assim, é bastante
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plausivel projetar que novas modificagdes estruturais podem ser realizadas de
modo a se obter compostos que podem apresentar maior eficacia no que diz
respeito a atividade bioldgica. Nesse contexto e considerando os resultados
dos ensaios de avaliagdo da atividade inibitéria do transporte de elétrons in
vitro, pode-se afirmar que novos derivados poderdo ser preparados e
biologicamente avaliados, mantendo-se o substituinte bromofenila e variando
as posicoes de orientagdo (orfo ou meta) do atomo de bromo ou entdo até
mesmo utilizando-se substituintes com mais de um atomo de bromo ligado ao

anel aromatico.
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CAPITULO 4

AVALIAGCAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DE
TRIFLUOROMETIL-ARIL-AMIDAS

4.1 INTRODUGAO

Atualmente sao conhecidos mais de cem tipos de cancer, diferenciados
pela etiologia, processo de evolugédo e forma de tratamento e, por isso, o
cancer ndo pode ser definido como uma unica patologia. A célula cancerigena
caracteriza-se por perdas funcionais em consequéncia da auséncia de
diferenciacao, proliferagao incontrolada, invasividade dos tecidos adjacentes e
metastase (CARVALHO, 2006).

No ano de 2012, estima-se que 8,2 milhdes de pessoas no mundo
morreram vitimas de cancer e o numero de pessoas diagnosticadas ultrapassou os
14 milhdes, conforme informado pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
(STEWART e WILD, 2014).

Em 2014, o Brasil devera ter cerca de 576 mil novos casos de cancer

diagnosticados. A estimativa € do Inca (Instituto Nacional do Cancer) e do
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Ministério da Saude. Os tipos de cancer que mais atingirdo brasileiros neste
presente ano serdo o de pele (182 mil casos), de prostata (68,8 mil), de mama
(57,1 mil), de intestino (33 mil) e de pulmao (27 mil) (INCA, 2013).

Ainda de acordo com dados do INCA, o cancer no Brasil, assim como
em paises desenvolvidos, representa a segunda causa de morte entre criangas
e adolescentes de 1 a 19 anos. Os tumores mais frequentes na infancia e na
adolescéncia sao as leucemias (que afeta os globulos brancos), os do sistema
nervoso central e linfomas (sistema linfatico) (INCA, 2009).

As leucemias sao oriundas de mutagdes ocorridas no processo de
diferenciacdo celular, que ocorre na medula ossea (SIQUEIRA, 2014). Em
determinado instante desse processo ocorre a subdivisdo das células de
origem linfoide das células de origem mieloide, fato que explica a ocorréncia de
diferentes tipos de leucemias. Em etapas posteriores (Figura 1), as células
linfoides ainda se diferenciam em linfécitos B e T (KING e GOODELL, 2011).

Progénie diferenciada

C\v . Linfoide / 0
0—0-0"0— g

Célula do sistema
hematopoético (CD34%)
Mieloide > LJ Neutréfilo

@

o \*a Macrofago
Monocito
0 —> o % Plaqueta

Megacariocito

O —-)‘.. Eritrécito

Figura 1 - Processo de diferenciagdo celular do sistema hematopoético.
Adaptado de KING e GOODELL, 2011.

Um fato muito observado no desenvolvimento de células neoplasicas é a
desregulagédo da atividade da maquinaria de splicing, uma vez que este é um
passo importante da expressao génica. O splicing € um mecanismo molecular

que media a remogao das sequéncias dos introns e promove a jungao dos
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éxons no pré-mRNA de maneira altamente regulada (WARD e COOPER,
2010). Além disso, varias isoformas proteicas geradas por splicing alternativo
podem desempenhar papeis cruciais para a progressdo do cancer e, por este
motivo, s&o objetos de intervencédo terapéutica experimental (KELEMEN et al.,
2013). Portanto, o entendimento de mecanismo do controle de proteinas que
atuam na regulacdo do ciclo celular, em especial quinases que regulam a
atividade da maquinaria de splicing sobre o pré-mRNA, tem despertado o
interesse de muitos pesquisadores, principalmente visando a descoberta de
novos farmacos.

Neste contexto, a superexpressdao e desregulacdo na atividade de
quinases SRPKs (serine arginine protein kinases) tem-se apresentado como
relevantes fatores na promocao de proliferacdo celular em varios canceres
(HAYES et al., 2006; HAYES et al., 2007; JANG et al., 2008; GOUT et al.,
2012; WU et al., 2013). Em relacédo a leucemia, pesquisas demostraram a
superexpressao da quinase SRPK1 em individuos com leucemias linfoide
aguda derivada de célula T e mieloide crénica (SALESSE et al., 2004;
HISHIZAWA et al., 2005). Ademais, niveis elevados da quinase SRPK2 foram
encontrados em células leucémicas linfoide aguda derivadas de células B e T,
e em células de leucemia mieloide cronica (JANG et al., 2008). Quando
superexpressas as SRPKs alteram a atividade os fatores SR sobre o transcrito
primario, o que eventualmente pode ocasionar a expressao de isoformas
contribuintes para o processo tumorigénico (ZHOU e FU, 2013). Por isso,
acredita-se que a superexpressdo e a desregulagdo da atividade destas
quinases possam ser utilizadas como alvo para o tratamento quimioterapico da
leucemia.

Nesta contextura, a substancia N-[2-(piperidin-1-il)-5-(trifluorometil) fenil]-
isonicotinamida, também conhecida como SRPIN 340 (sua estrutura € repetida
na Figura 2, pg. 103), que é um derivado da isonicotinamida, tem-se
apresentado como um inibidor ATP-competitivo altamente seletivo na inibigao
de quinases SRPKs (SRPK1 e SRPK2), as quais estdo envolvidas na
regulacdo do processo de splicing alternativo (FUKUHARA et al., 2006;
HAGIWARA et al., 2009). Embora alguns estudos tenham relatado que esta
amida apresenta potencial para aplicagdo terapéutica em tratamentos de

infecgdo viral e terapias antiangiogénicas contra neovascularizagao retinal de
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certos tumores, sua aplicacdo como antitumoral ainda ndo foi descrita
(FUKUHARA et al., 2006; KARAKAMA et al., 2010; NOWAK et al., 2010).

CF,
o}
N |\

Figura 2 - Estrutura quimica da N-[2-(piperidin-1-il)-5-(trifluorometil)fenillisoni-
cotinamida (SRPIN 340).

Inimeros esforgos tém sido feitos ao longo das ultimas décadas para
melhorar as opgdes terapéuticas disponiveis, e diversas substancias quimicas
(farmacos) foram descobertas e utilizadas na terapéutica antineoplasica.
Dentre estas estdo o realtrixede (Tomudex®), o paclitaxel (Taxol®), o
etoposideo (VP-16, Etopophos®, VePesid® ou Toposar® ), o metrotexato
(Miaantrex CS®), a procarbazina (Natulanar®), a cisplatina (Platinil ou Platinol®)

e a dacarbazina (Faldacar®), Figura 3 (pg. 104).
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Figura 3 - Estrutura de alguns quimioterapicos empregados no tratamento do

cancer.

Os agentes quimioterapicos atuais exibem uma janela terapéutica
estreita, devido a sua falta de seletividade contra células cancerosas. Portanto
o objetivo final da quimioterapia do cancer é o desenvolvimento de drogas
seletivas que possam matar células de tumores malignos ou torna-las
benignas, sem afetar as células normais.

Assim, considerando-se a necessidade de descoberta de novos
farmacos para o cancer, examinou-se o efeito do SRPIN 340 e seus analogos
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(Figura 2, pg. 6) na proliferagdo de células leucémicas através de ensaios de

citotoxicidade.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Generalidades

O ensaio de avaliacdo da citotoxicidade do SRPIN 340 e de seus
analogos foi realizado em colaboragdo com o estudante de mestrado em
Bioquimica Agricola Raoni Pais Siqueira e seu orientador, o professor Dr.
Gustavo Costa Bressan do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
da UFV.

As linhagens de células de leucemia utilizadas foram HL60 (leucemia
mieldide aguda - LMA) e Jurkat (leucemia linfoblastica aguda T — LLA-T). Estas
linhagens celulares foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Biologia
Molecular do Centro Infantil Boldrini e pelo Laboratério de Imunologia Molecular
do Centro Integrado de Pesquisas Oncohematolégicas na Infancia (Campinas,
Brasil). As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (LGC Biotecnologia), 100 g/mL de
estreptomicina, e 100 unidades /mL de penicilina a 37 C sob atmosfera de 5%
de CO2.

4.2.2 Isolamento de células brancas de sangue periférico (PBMCs)

Sangue periférico de individuos saudaveis normais foi recolhido em
tubos de EDTA, diluido com um volume igual de soluc&o salina equilibrada de
Hank (HBSS), misturado suavemente, e posto sobre uma camada de
Histopaque 1077 (Sigma) em tubos de centrifuga, de forma que se formasse
um gradiente de densidade. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a
temperatura ambiente, durante 30 min a 400 g. As células mononucleares
foram recolhidas da interface, lavadas duas vezes em HBSS, e centrifugado a
temperatura ambiente durante 8 min 240 g. Estas células foram suspensas em
meio RPMI 1640 completo e contada utilizando camara de Neubauer para as

experiéncias seguintes.
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4.2.3 Ensaio de Viabilidade Celular (MTT)

Para analise de viabilidade, as células leucémicas e PBMCS isoladas
foram cultivadas em meio RPMI 1640 completo em placa de 96 pogos, a uma
densidade de 50.000 ou 80.000 células por pogo. Cada pogo continha 100 mL
de meio de cultura e 100 pL de diferentes concentragdes de SRPIN 340 e dos
analogos (0 - 200 umol L-"). O quimioterapico citosina arabinosideo (Figura 4)
foi utilizado como controle positivo. Apés 48 h de cultura, brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (MTT) (5 mg/mL , Sigma) foi adicionado
aos pogos (3 h, 37 C). As placas foram centrifugadas a temperatura ambiente
durante 30 min a 500 g, seguida da remocao da solugao de MTT e adicédo de
100 uL/pogo de DMSO (Sigma) para solubilizar o formazan A absorvancia foi
medida a 540 nm em um leitor de microplacas (Sinergia HT, Biotek). Cada

procedimento experimental foi realizado em triplicata.

Para a avaliacdo da atividade citotéxica do SRPIN 340 e de analogos,
foram escolhidas as linhagens HL60 e Jurkat devido as diferencas de
expressdo de SRPKs e citoxicidade frente ao SRPIN 340. Ressalta-se ainda
que com excegcdo dos analogos SRPIN 340#02, SRPIN 340#03, SRPIN
340#04, SRPIN 340#12 ¢ SRPIN 340#18, os quais foram descritos na patente

de Hagiwara e colaboradores (2009), os demais compostos sao inéditos.

NH,
N

HOH,C 1

Figura 4 - Estrutura do quimioterapico citosina-arabinosideo (citarabina).

N/|
N

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da avaliacido da citoxicidade do SRPIN 340 e de seus

analogos estdo apresentados na Tabela 1 (pg. 107). Também é apresentado
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na mesma tabela o valor de ICso do quimioterapico citosina-arabinosideo sobre
a linhagem HLGO0.

Tabela 1 - Estimativa do ICs0 do SRPIN 340 e analogos. As linhagens HL60
(LMA) e Jurkat (LLA-T) foram incubadas com concentra¢des dos analogos e do
agente quimioterapico citosina-arabinosideo entre 1 umol L' e 200 ymol L-'. Como
controle negativo foi utilizado o veiculo DMSO na concentracédo 0,4%. Para
permitir as comparagdes realizadas, considerou-se 100% de viabilidade celular
neste grupo controle. Os resultados mostram médiatdesvio padrédo de quatro
réplicas biolégicas de dois experimentos independentes.

ICs0 (umol L)

Composto HL60 Jurkat
SRPIN340 () 44742 4 82,31+1,2
SRPIN 340#01 59,245,0 80,916,7
SRPIN 340#02 () >100 >100
SRPIN 340#03 () 89,7+12,8 >100
SRPIN 340#04 () >100 >100
SRPIN 340#05 >100 >100
SRPIN 340#06 >100 >100
SRPIN 340#08 >100 >100
SRPIN 340#09 84,116,0 88,4+11,9
SRPIN 340#10 >100 >100
SRPIN 340#11 13,6+0,9 21,9440
SRPIN 340#12 () >100 >100
SRPIN 340#13 48,3+3,9 >100
SRPIN 340#14 >100 >100
SRPIN 340#15 71,0+2,3 >100
SRPIN 340#16 >100 >100
SRPIN 340#17 11,1+0,2 25,141,1
SRPIN 340#18 () >100 >100
SRPIN 340#19 34,9+1,7 >100
SRPIN 340#20 >100 >100
SRPIN 340#21 >100 >100
SRPIN 340#22 >100 >100
SRPIN 340#23 18,940,4 51,0+1,8
citosina-arabinosideo 3,710,5 (ND)

(*) Compostos descritos na patente de Hagiwara e colaboradores (2009).
(ND) Nao determinado.
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Conforme pode ser observado na Tabela 1 (pg. 107), do total de 23
amidas cuja citotoxicidade foi avaliada, dez foram capazes de inviabilizar o
crescimento das células HL60 e/ou Jurkat, apresentando valores de |Cso abaixo de
100 umol L'. Os compostos SRPIN 340 e os analogos SRPIN 340#01, SRPIN
340#09, SRPIN 340#11, SRPIN 340#17 e SRPIN 340#23 apresentaram
atividade contra ambas as linhagens e os analogos SRPIN 340#03, SRPIN
340#13, SRPIN 340#15 e SRPIN 340#19 foram citotdoxicos apenas para a
linhagem HL60. Todos os compostos apresentaram menor citotoxicidade
contra a linhagem HL60 do que o quimioterapico comercial citosina-
arabinosideo (Tabela 1, pg. 107).

Comparando-se os valores de ICso, observa-se, como tendéncia geral,
que a linhagem mieloide (HL60) apresentou maior sensibilidade aos compostos
em relacdo a linhagem linfoide (Jurkat). Essa observagdao pode estar
relacionada com um dado da literatura, o qual revelou que superexpressao das
SRPKs €& mais proeminente na linhagem Jurkat frente a HL60, conforme pode
ser visto na Figura 5.
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LMA derivadas LLA-T derivadas LLA-B derivadas

Figura 5 - Quantificacdo da expressao relativa das quinases SRPK1, SRPK2 e
CLK em linhagens de leucemia. Leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia
linfoide aguda derivada de célula T (LLA-T) e leucemia linfoide aguda derivada
de célula B (LLA-B) (RIGUETTO, 2013).
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Os resultados mostraram ainda que ha compostos que apresentaram
atividade citotéxica mais elevada em relagdo ao inibidor de SRPKs SRPIN 340.
Tomando-se a linhagem HL60, observa-se que o analogo SRPIN#11 é
aproximadamente trés vezes mais ativo, enquanto que o SRPIN#17 mostrou-se
quatro vezes mais ativo; o analogo SRPIN#23 apresentou atividade duas vezes
maior (Tabela 2).

Comparando-se as estruturas quimicas dos derivados SRPIN#11,
SRPIN#17 e SRPIN#23 em relacdo ao SRPIN 340, observa-se que os
derivados possuem como caracteristica estrutural comum a presenga de um
grupo 4-bromofenila enquanto que o SRPIN 340 apresenta um grupo
piperidinila. Além disso, enquanto que o SRPIN 340 possui uma porcao
isonicotinamida, nos analogos SRPIN#11, SRPIN#17 e SRPIN#23 esta parte
da molécula compreende um grupo 2-cloronicotinamida, nicotinamida e

benzamida, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 - Estruturas quimicas do SRPIN 340 e dos analogos que apresentaram
efeitos citotoxicos mais pronunciados. Os valores de ICso estao representados em
umol L.

Analogos

SRPIN 340 SRPN340#11 SRPIN340#17 SRPIN340#23

CF3 CFs CF,
CF3 (e}
LINHAGEM 0 NS

Q o]
< N i‘““m o
CELULAR LNJ Hy\@\, Br/© BrQNHH N B /@NH HJ\©

r

ICs0 HL60 447 13,6 11,1 18,9
ICs0 Jurkat 82,23 21,9 25,1 51,0

Observou-se também uma maior susceptibilidade da linhagem HL60 ao
tratamento frente a Jurkat, semelhante ao observado com o SRPIN 340,
fornecendo evidéncias de que a resposta celular aos novos compostos ocorra
de maneira similar ao inibidor de SRPKs. Embora para que sejam tomadas
estas conclusdes, devam-se realizar estudos mais aprofundados a respeito da
acao dos novos compostos na inibicado especifica das SRPKs e nas vias de
regulacao de splicing por estas quinases.
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Outro resultado importante foi obtido na avaliacdo da citotoxicidade de
nove amidas, as mais ativas reportadas na Tabela 1 (pg. 107), contra culturas
primarias de células brancas periféricas extraidas de pacientes saudaveis
(PBMCs). Os resultados demonstraram que, de modo geral, as amidas foram
mais ativas sobre as linhagens leucémicas em comparagédo com a atividade
sobre as PBMCs (Tabela 3).

Tabela 3 - Estimativa dos valores de ICso0 nas PBMCs para o SRPIN 340 e
analogos 01, 03, 09, 11, 13, 17, 19 e 23. Determinacéo dos respectivos indices
de seletividade desses compostos frente a linhagens HL60.

COMPOSTO ESTIMATIVA DO ICso NDICE DE SELETIVIDADE*
(pmol L") NASPBMCs  HL 0

SRPIN 340 >50 NS
SRPIN 340#01 >50 NS
SRPIN 340#03 >100 NS
SRPIN 340#09 NA S
SRPIN 340#11 >25 2
SRPIN 340#13 >100 2
SRPIN 340#17 >25 2
SRPIN 340#19 NA S
SRPIN 340#23 >100 5

(NA) Nao ativo; (NS) nao seletivo; (S) seletivo; (*) Valores aproximados.

Os analogos SRPIN#09 e SRPIN#19 ndo apresentaram citotoxicidade
contra as células PMBCs. Além disso, o calculo do indice de seletividade dos
SRPINs frente as linhagens HL60 indicou valor aproximadamente igual a 5
para o analogo SRPIN#23; aproximadamente igual a 2 para os analogos
SRPIN#11, SRPIN#13 e SRPIN#17. Nao foi observada seletividade para
SRPIN 340 e seus analogos SRPIN#01 e SRPIN#03. Salienta-se ainda: a) que
essa avaliagao sera repetida e que os indices de seletividade poderao ser
melhores, uma vez que os resultados apresentados na Tabela 3 foram
aproximados; b) o indice de seletividade foi calculado pela razdo entre os

valores de ICso das PBMCs e os valores de ICso da linhagem HLG60.

4.4 CONCLUSOES

Os ensaios de avaliagdo da citotoxicidade do inibidor de SRPKs
SRPIN 340 e vinte e dois derivados deste demonstraram que dez substancias
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foram capazes de inibir a viabilidade celular das linhagens HL60 e/ou Jurkat.
Seis substancias apresentaram efeitos citotoxicos contra as duas linhagens
celulares e quatro derivados foram ativos contra apenas uma delas. Os
compostos mais ativos apresentaram como caracteristica estrutural comum a
presenca de um anel 4-bromofenila em suas estruturas, apontando para o fato
de que este atributo é importante em termos de atividade citotoxica dos
derivados SRPINs investigados. Deve ser destacada a seletividade
apresentada por alguns dos derivados no que tange a atividade contra células
cancerigenas, caracteristica essa revelada nos ensaios de citotoxicidade
realizados com células sadias (PMBCs). Considerando que as linhagens HLG0
foram mais suscetiveis aos compostos avaliados e considerando ainda que
nessas linhagens ha uma superexpressao de SRPKs, pode-se vislumbrar como
possibilidade a utilizagdo das vias de splicing como alvo quimioterapico e a
sintese de novos inibidores, com maior atividade e especificidade, tendo como
estrutura-modelo o SRPIN 340.
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Figura 92- Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) da N-[2-(dietilamino)-5-(trifluorometil)fenilloenzamida (SRPIN 340#21).
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Figura 93- Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) da N-[2-(dietilamino)-5-(trifluorometil)fenilloenzamida (SRPIN 340#21).
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Figura 94 - Espectro no infravermelho (KBr) da N-[2-morfolino-5-(trifluorometil)fenillbenzamida (SRPIN 340#22).
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Figura 95 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) da N-[2-morfolino-5-(trifluorometil)fenillbenzamida (SRPIN 340#22).
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Figura 96 - Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCI3) da N-[2-morfolino-5-(trifluorometil)fenilloenzamida (SRPIN 340#22).
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Figura 97 - Espectro no infravermelho (KBr) da N-[2-(4-bromofenilamino)-5-(trifluorometil)fenillbenzamida (SRPIN 340#23).
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Figura 98 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCIls) da N-[2-(4-bromofenilamino)-5-(trifluorometil)fenillbenzamida (SRPIN
340#23).
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Figura 99 - Espectro de '*C-RMN (75 MHz, CDCl3) da N-[2-(4-bromofenilamino)-5-(trifluorometil)feniljoenzamida (SRPIN 340#23).
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