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RESUMO

RODRIGUES, Michelle Peixoto, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro
de 2019. Diamidas inspiradas no SRPIN 340 e ésteres cinamatos: Sinteses e
prospeccao de bioatividades. Orientador: Rébson Ricardo Teixeira. Coorientador:
Giovanni Wilson Amarante.

Os derivados do acido cinamico assim como as amidas séo classes de compostos
que apresentam um amplo espectro de bioatividades, desempenhando papel
importante na pesquisa e no desenvolvimento de novos compostos bioativos. O
presente trabalho teve por objetivo sintetizar uma série de diamidas inspiradas no
SRPIN 340 (N-[2-(piperidin-1-il)-5-(trifluorometil) fenillisonicotinamida), um inibidor
ATP-competitivo, altamente seletivo na inibicido de quinases SRPKs (SRPK1 e
SRPK2, serine arginine protein kinases), bem como a sintese de uma série de
ésteres cinamatos. As diamidas foram avaliadas com relacdo as suas atividades
antitumoral, inseticida, tripanocida e leishmanicida. Com respeito aos ésteres
cinamatos, foram investigados o efeito protetor em ensaio de desequilibrio redox
induzido por H,O2 em células de glioma, a atividade antitumoral e antimetastatica
frente as células B16F10. As reacdes chaves envolvidas na obtengdo desses
compostos consistiram nas reagdes de abertura do anel azalactonico por anilinas,
catalisadas pelo (x)-acido canforsulfénico, no caso das diamidas e na reacao de
esterificacdo de Steglich para os cinamatos. Os compostos sintetizados foram
caracterizados via espectroscopia no IV, espectroscopia de RMN de 'H e de "*C e
espectrometria de massas de alta resolucido. As vinte e duas diamidas sintetizadas
9a-9k e 10a-10k foram avaliadas em relacdao aos seus efeitos citotoxicos contra as
linhagens celulares HeLa e HepG2. Os resultados mostraram que sete delas (10a,
10f, 10g, 10h, 10i, 10j, 10k) foram capazes de reduzir a viabilidade celular em mais
de 80% na concentragdo de 100 pmol L. Porém, estas sete amidas também
apresentaram citotoxicidade para a linhagem nao tumoral HEK293. Os compostos
10f e 10g foram aqueles que apresentaram menores efeitos citotoxicos contra a
linhagem nado tumoral. Considerando a avaliagdo da atividade citotoxica dos
cinamatos 13a-13r contra as células B16-F10, foi observado que o composto 13q foi
capaz de inibir a viabilidade celular em aproximadamente 60%, apresentado valor de
ICso = 60,28 umol L. Também foram realizados testes de viabilidade celular de

células Vero apds tratamento com acido cindmico e os cinamatos 13a-13r. Os



resultados demonstraram que para o composto mais ativo, 13q, a viabilidade celular
foi superior a 80% na menor concentragdo avaliada (100 pmol L™). No ensaio de
migracao celular, os ésteres 13l, 13p e 13q demonstraram potencial em reduzir o
processo de migragao celular. No ensaio de investigacado da atividade leishmanicida
das diamidas foi observado que, de modo geral, os compostos foram menos
citotéxicos em relagdo ao farmaco comercial anfotericina B. J& em comparagao ao
SRPIN 340, os compostos 9d e 9e mostraram efeito superior em promastigotas de L.
braziliensis; porém estes também foram toéxicos frente aos macréfagos. A avaliagéo
da atividade inseticida das diamidas demonstrou que estes possuem baixa
toxicidade para as moscas de Drosophila suzukii em relagdo ao produto comercial
utilizado como controle positivo (imidacloprida). No ensaio de avaliagao da atividade
tripanocida das diamidas inspiradas no SRPIN 340 observou-se que o composto 9j
em ensaio in vitro exibiu valores de ICs, promissores, sendo considerado um
excelente candidato para avaliacdo de atividade anti-T.cruzi in vivo, uma vez que
possui indice de seletividade igual a 74,4. Os cinamatos 13a, 13b, 13c e 13f em
ensaio de desequilibrio redox induzido por H,O, mostraram atividade protetora em
células de glioma, sendo capazes de melhorar a viabilidade das células U87. Desta
forma, observa-se que o presente trabalho culminou na sintese de compostos
biologicamente ativos que podem ser utilizados como estruturas modelos para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de diferentes doencas.
Embora a atividade inseticida contra D. Suzuki tenha sido n&o satisfatéria,
vislumbra-se que modificacbes nas estruturas das diamidas possam potencializar

seus efeitos inseticidas.

Palavras-chave: Sintese organica. SRPIN 340. Diamidas. Azalactonas. Acido

cinamico. Cinamatos. Bioatividades.



ABSTRACT

RODRIGUES, Michelle Peixoto, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December,
2019. SRPIN 340-inspired diamides and cinnamates esters: Synthesis and
prospection of bioactivities. Adviser: Robson Ricardo Teixeira. Co-adviser:
Giovanni Wilson Amarante.

Cinnamic acid derivatives and amides are important classes of compounds that have
a broad spectrum of bioactivities. These substances play an important role in the
research and development of new bioactive compounds. In the present investigation,
a series of diamides and esters cinnamates were synthesized. The diamides were
inspired on the SRPIN 340 (also known as N-[2-(piperidin-1-yl)-5-(trifluoromethyl)
phenyl] isonicotinamide), a highly selective ATP-competitive inhibitor of SRPKs
kinases (SRPK1 and SRPK2, serine arginine protein kinases). The diamides were
evaluated for their antitumor, insecticidal, trypanocidal and leishmanicidal activities.
The ester cinnamates, in turn, were assessed concerning their protective effects on
hydrogen peroxide-mediated redox imbalance in glioma cells, antitumor activity, and
antimetastatic against B16F10 cells. The key reactions involved in the preparation of
these compounds consisted of Bregnsted acid-catalyzed azlactone ring-opening, in
the case of diamides, and the Steglich esterification reaction for cinnamates. The
synthesized compounds were characterized by IR spectroscopy, 'H and *C NMR
spectroscopy, and high-resolution mass spectrometry. Twenty-two synthesized
diamides 9a-9k and 10a-10k were evaluated for their cytotoxic effects against HelLa
and HepG2 cell lines. The results showed that seven of them (10a, 10f, 10g, 10h,
10i, 10j, 10k) were able to reduce cell viability by more than 80% at 100 pmol L.
However, these seven amides also showed cytotoxicity on the non-tumor
lineage HEK293. Compounds 10f and 10g were those with the lowest cytotoxic
effects against non-tumor lineage. Considering cytotoxic activity evaluation of
cinnamates 13a-13r against B16-F10 cells, it was observed that compound 13q was
able to inhibit cell viability by approximately 60%, ICsy = 60,28 pumol L. Vero cell
viability was also investigated after treatment with cinnamic acid and cinnamates
13a-13r. The results showed that for the most active compound 13q, cell viability was
higher than 80% at the lowest concentration evaluated (100 pymol L™). In the cell
migration assay, esters 131, 13p, and 13q demonstrated the potential to reduce cell

migration. In the leishmanicidal activity assay of diamides, it was noticed that, in



general, the compounds were less cytotoxic compared to the commercial drug
amphotericin B. In comparison to SRPIN 340, compounds 9d and 9e showed
superior effect against Leishmania braziliensis promastigotes; however, they were
also toxic to macrophages. The evaluation of the insecticidal activity of diamides
showed that they have low toxicity to Drosophila suzukii flies in comparison to the
commercial product imidaclopride. In the trypanocidal activity assay of SRPIN 340-
inspired diamides, it was observed that compound 9j, in vitro, showed promising 1Csg
values and a selective index of 74,4 and it is considered an excellent candidate for
evaluation of anti-T.cruzi activity in vivo. Cinnamates 13a, 13b, 13c and 13f in H,O.-
induced redox imbalance assay showed protective activity on glioma cells, being able
to improve the viability of U87 cells. Thus, it is observed that the present work
culminated in the synthesis of biologically active compounds that can be used as
lead compounds for the development of new drugs for the treatment of different
diseases. Although the insecticidal activity against D. Suzuki was unsatisfactory, it is
expected that changes in the diamide structures may potentiate its insecticidal

effects.

Keywords: Organic synthesis. SRPIN 340. Diamides. Azlactones. Cinnamic acid.

Cinnamates. Bioactivities.
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CAPITULO 1
APRESENTAGCAO

1.1 PRODUTOS NATURAIS NA DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS

As diversas espécies de plantas, animais, microorganismos e organismos
marinhos biossintetizam uma enorme variedade de compostos orgéanicos (por
exemplo, acidos graxos, alcaloides, flavonoides, fenilpropanoides, dentre outros)
conhecidos como metabdlitos secundarios. Eles consistem em uma importante fonte
de substancias que vém desempenhando papel vital no processo de descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos (LI e LOU, 2017; GUO, 2017).

Desde tempos imemoriais, as propriedades terapéuticas das plantas sao
conhecidas. Misturas ou extratos concentrados de plantas eram utilizados pelo
homem como forma de aliviar sintomas e tratar doengcas que o acometem
(THOMFORD et al., 2018). Por exemplo, no Antigo Egito o alho era utilizado no
tratamento de disturbios cardiacos e circulatorios e dores eram tratadas com
mandragora (Mandragora officinarum) (FARAG et al., 2015). Na historia da
Mesopotamia é relatado o uso de 6leos das plantas medicinais Commiphora myrrha
e Cedrus sp, sendo essas ainda hoje utilizadas para tratar tosses, resfriados e
inflamagdes (VALLI et al., 2012; DIAS et al., 2012). Também existem registros do
uso da maconha (Cannabis sativa), babosa (Aloe vera) e outras plantas para o
tratamento de diversas doengas (CALIXTO e SIQUEIRA JR, 2008).

Os principios ativos presentes nas plantas medicinais, e responsaveis pela
atividade farmacologica, nao eram conhecidos até o século XIX, quando os quimicos
buscaram desenvolver métodos para purificar e isolar estes principios ativos. O
primeiro registro de um composto isolado de uma planta corresponde a morfina,
isolada por Friedrich Serturnern em 1806 a partir da papoula (Papaver somniferum).
Posteriormente, foram relatados o isolamento de diversas outras substancias como,
quinina, atropina, cafeina, acido acetilsalicilico, dentre outros (DIAS et al., 2012;
ATANASOQV et al., 2015).

Alguns compostos presentes na natureza podem ser utilizados diretamente
como farmacos; ja outros necessitam de modificagbes estruturais a fim de favorecer

sua absorc¢ao e distribuicdo no organismo humano e até mesmo para potencializar o
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seu efeito. Em alguns casos o isolamento de um composto ativo de sua fonte natural
torna-se inviavel, devido a baixa quantidade que se consegue extrair da planta. Este
é o caso, por exemplo, do paclitaxel (Taxol®, Ontax®) (Figura 1.1), um farmaco que
possui atividade contra o cancer de mama e leucemia. O paclitaxel pode ser extraido
da casca do Teixo do Pacifico (Taxus brevifolia). Para se extrair 1 kg de paclitaxel,
sao necessarios 10 toneladas de cascas de T. brevifolia, o que representa cerca de
3000 arvores. Essa quantidade de paclitaxel € suficiente para tratar apenas 500
pacientes durante um ano. Levando-se em conta a elevada incidéncia do cancer,
essa quantidade é obviamente insuficiente para atender a demanda terapéutica.
Considerando que T. brevifolia possui crescimento bastante lento (a espécie leva de
100 a 200 anos para atingir a maturidade) e encontra-se em processo de extingao,
trata-se, portanto, de um método inviavel para a obtencido do paclitaxel para fins de
comercializagao. Diferentes rotas sintéticas foram desenvolvidas para a obtencao
deste importante farmaco. Destacam-se processos de semi-sintese que empregam a
molécula 10-desacetilbacatina-lll como material de partida para a preparacdo do
placlitaxel. A 10-desacetilbacatina-Ill (Figura 1.1) € encontrada em folhas da arvore
Taxus baccata (CRAGG e NEWMAN, 2013; DE SOUZA, 2004).

H;C

HOlln

10-desacetilbacatina III

Paclitaxel

Figura 1.1 - Estrutura do paclitaxel e da 10-desacetilbacatina-Ill.

Além da desvantagem citada acima, em alguns casos compostos naturais
podem degradar rapidamente e também podem apresentar elevada volatilidade.
Deste modo, a maioria dos compostos obtidos de fontes naturais requerem

modificagdes estruturais para potencializar suas propriedades farmacodinamicas. A
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sintese organica surge entdo como uma estratégia extremamente util para contornar
estes problemas.

A sintese da ureia, obtida por meio do aquecimento do cianato de aménio, por
Friedrich Wohler em 1828, marcou o inicio da sintese organica. Essa sintese
derrubou a teoria de que os compostos organicos somente seriam obtidos a partir de
organismos vivos, a conhecida Teoria da Forga Vital. A partir desse acontecimento
vieram a sintese do acido acético por Kolbe em 1845, a sintese do acetileno por
Berthelot em 1856 e a sintese do acido salicilico em 1860 por Kolbe-Schmitt. Desde
entdo a sintese organica passou por enormes avancos (NICOLAQOU, 2014).

Grande parte dos farmacos disponiveis no mercado sdo produtos naturais ou
analogos destes, planejados e desenvolvidos por quimica sintética. Uma das formas
de sintetizar a molécula de interesse consiste na semi-sintese, onde o composto &
isolado de sua fonte natural e posteriormente modificado por meio de processos
quimicos. Outra maneira seria planejar a sua obtencédo exclusivamente via rota
sintética. A evolucao para as sinteses atuais envolvendo moléculas estruturalmente
mais complexas, como o paclitaxel, sintetizado por Holton e Nicolaou em 1994, se
deve ao desenvolvimento de novas técnicas e metodologias sintéticas que
ocorreram no seéculo XX. Atualmente o quimico contemporaneo pode obter a
preparagcao de praticamente qualquer molécula organica, desde que disponiveis
tempo e recursos suficientes (KHAN, 2018).

Diante das diversas atividades farmacoldgicas efetivas descritas na literatura
para os produtos naturais e moléculas inspiradas nestes, tem se tornado cada vez
mais crescente o planejamento de metodologias sintéticas que busquem o
desenvolvimento de compostos bioativos. Em particular, o grupo de Sintese e
Pesquisa de Compostos Bioativos do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Vigosa, tem aprofundado suas pesquisas em moléculas derivadas do

acido cindmico e amidas.

1.2 ACIDO CINAMICO COMO UMA PLATAFORMA PARA A OBTENGAO DE
COMPOSTOS BIOATIVOS

O acido cinamico (Figura 1.2, pg. 22) consiste em um acido aromatico

encontrado em diversas plantas superiores. Tipicamente, esse acido ocorre na

21



natureza na forma trans. Ele pertence a classe das auxinas, que sao reconhecidos
como horménios vegetais de regulagcdo do crescimento e diferenciagdo celular. A
atividade citotdxica do acido cinamico e derivados € conhecida por séculos. Estudos
revelam que o acido cindmico € um importante agente antiproliferativo, inibindo a

sintese de DNA de células em crescimento (DE et al., 2011).

Figura 1.2 — Estrutura do acido cinédmico.

Derivados do acido cindmico sdo encontrados no café, na
maca, frutos citricos, cereais, dentre outras fontes (CLIFFORD, 1999) e
desempenham papel importante como intermediarios para a producédo de diferentes
farmacos (SHARMA, 2011). O acido cinamico e seus derivados apresentam um
amplo espectro de importantes atividades biolégicas, dentre elas atividade
antifungica (TAWATA et al., 1996; SADEGH et al., 2013), antibacteriana (CHIRIAC
et al., 2005), antioxidante (KIM et al., 2006; HUSSAIN et al., 2014; CHUNG e SHIN,
2007; SOVA et al.,, 2012), antidiabética (HAFIZUR et al., 2015), antimalarica
(WIESNER et al.,, 2001), leishmanicida (OTERO et al., 2014), além do efeito
citotdéxico contra varias linhagens de células tumorais (LEE et al., 2003; DE et al.,
2011).

Derivados do acido cinamico (Figura 1.3, pg. 23), como o acido caféico, acido
ferulico e acido clorogénico, foram capazes de inibir o comportamento invasivo de

células de adenocarcinoma de pulm&o humano (TSAI et al., 2013).
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Acido clorogénico OH

Figura 1.3 — Estruturas de derivados do acido cinamico.

Banskota e colaboradores (2002) descreveram o cafeato de benzila, cafeato
de fenetila e cafeato de cinamila (Figura 1.4), isolados da propolis Holandesa, como
potenciais agentes antiproliferativos contra carcinoma do célon, 26-L5, com valores
de ECs respectivamente de 0,288, 1,76 e 0,114 umol L.

4 O N\
HO SN 0 /\/@
HO
/\@ WO
HO
HO

cafeato de benzila cafeato de fenetila

O
HO
0
HO

cafeato de cinamila

Figura 1.4 — Estrutura dos cinamatos cafeato de benzila, cafeato de fenetila e

cafeato de cinamila.

Dwivedi e colaboradores (2008) sintetizaram e avaliaram a atividade anti-
hiperglicémica de amidas derivadas do acido cinamico. Foi relatado que os

compostos N-acil-2-ariletilaminas e N-acil-3-coumarilaminas (Figura 1.5, pg. 24)
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podem baixar os niveis de glicose no sangue em 30,7% e 23,3%, respectivamente,
na SLM (sacarose carregada), e até 25,6% e 25,4%, respectivamente, na modelo de
STZ (modelos de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina). Comparando com
os farmacos, a metformina e a glibenclamida (Figura 1.5) podem reduzir os niveis de
glicose no sangue em até 12,9% e 33,7% no SLM e até 20,5% e 25,5% no modelo
de STZ, respectivamente. Assim, os resultados encontrados para os compostos

sintetizados s&o bastante significativos e promissores.

( )
OMe 0 _O
I /\/©[ ]
A Y OMe ©/\)LN X
H H
HO
OMe

N-acil-3-coumarilaminas

N-acil-2-ariletilaminas
O o )
%7
OMe O \” N

NH NH N :
\TJ\HJ\NHZ H
Cl

glibenclamida
metformina

Figura 1.5 — Estrutura dos compostos N-acil-2-ariletilaminas e N-acil-3-

coumarilaminas, e dos farmacos metformina e glibenclamida.

Assim como o acido cinamico e seus derivados, as amidas constituem
unidades estruturais importantes na busca por moléculas bioativas, conforme sera

visto adiante.

1.3 AMIDAS E SUAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

O grupamento amida € uma unidade estrutural encontrada em uma miriade
de moléculas bioativas (LANIGAN e SHEPPARD, 2013). A ligagao amida é o grupo
funcional mais fundamental na elaboragdo e composicdo de sistemas bioldgicos,
como por exemplo, proteinas e peptideos. Esta funcionalidade € um importante
elemento estrutural encontrado nas estruturas de varios herbicidas inibidores da

fotossintese, em inumeros produtos naturais, polimeros e em varios farmacos.
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Pesquisas recentes estimam que a ligagdo amida esteja presente em
aproximadamente 25% dos farmacos existentes e que aproximadamente 33% dos
novos candidatos a farmacos contenham o grupamento amida. Devido a ampla
ocorréncia deste grupamento funcional, as reagbes de amidagéo representam uma
das transformagbes mais comumente realizadas na sintese de farmacos (LI e
SZOSTAK, 2018; ACOSTA-GUZMAN et al., 2018). Além de sua vasta aplicacio
farmacolégica, umas das vantagens em sintetizar compostos que contenham esta
funcionalidade incluem a sua estabilidade, alta polaridade e diversidade
conformacional (RENUKA e GAYATHRI, 2018).

Diversos sao os exemplos de substancias contendo o grupo amida que sao
comercializados pelas industrias farmacéutica e agroquimica. A atorvastatina (Figura
1.6, pg. 26) 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 (Figura 1.6,
pg. 26) bloqueia o canal de calcio sendo empregada no tratamento da angina e
hipertensdo. A valsartana (Figura 1.6, pg. 26) bloqueia os receptores da
angiotensina Il e sua principal indicacao € para tratamento da hipertensao arterial
(VALEUR e BRADLEY, 2009). O mesilato de imatinibe (Figura 1.6, pg. 26) é usado
no tratamento de certos tipos de cancer, como leucemia mieloide crénica.
Mencionam-se ainda o analgésico paracetamol (Figura 1.6, pg. 26), o ansiolitico e
anticonvulsivante diazepam (Figura 1.6, pg. 26), o anestésico local lidocaina (Figura
1.6, pg. 26), dentre varios outros farmacos. Os herbicidas diuron e propanil (Figura
1.6, pg. 26), o fungicida boscalida (Figura 1.6, pg. 26) e o inseticida flubendiamida
(Figura 1.6, pg. 26) sao importantes agroquimicos comerciais. Atividade anti-
inflamatoria (ZHONG et al., 2009; BAI et al., 2018), antialérgica (BAN et al., 1998),
antitumoral (ONNIS et al., 2008), antimalarica (PENA et al., 2012), antiproliferativa
(HRANJEC et al., 2013), antimicrobiana (NARASIMHAN et al., 2004), citotdxica
(ALIABADI et al., 2010) e antiviral (LAN et al., 2017; HAO et al.,2012) também sao

descritas na literatura para compostos contendo o grupo amida.
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Figura 1.6 — Estrutura de alguns farmacos e agroquimicos que contém o grupo
amida.

Aliabadi e colaboradores (2010) sintetizaram uma série de diamidas e a
atividade citotéxica destas foi avaliada contra trés linhagens celulares cancerigenas,
sendo estas T47D (cancer da mama), Caco-2 (cancer colorretal) e HT-29 (cancer do
colon). Conforme apresentado na tabela seguinte (Tabela 1.1, pg. 27), observa-se

que o composto contendo o grupo fluoro na posi¢cdo 3 do anel benzilico mostrou
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atividade citotoxica contra todas as linhagens celulares avaliadas. Os compostos
contendo o grupo metoxila nas posigbes 2 e 4 do anel benzilico também
apresentaram importantes dados de citotoxicidade. Enquanto o composto contendo
o0 grupo metoxila ligado a posigdao 2 demonstrou atividade contra as linhagens
celulares HT-29 e T47D, o composto contendo o grupo 4-metoxila apresentou

atividade contra as células Caco-2, com valor de ICso = 4,18 umol L™.

Tabela 1.1 — Estrutura geral das diamidas avaliadas por Aliabadi e colaboradores

(2010) e valores de ICso (umol L) dos compostos mais ativos.

(0]
N)K[N\
Q ol H‘NJ{)_@R ICso (umol L)

R Caco-2 HT-29 T47D

3-F 9,87 225 4,62

2-OCHs - 9,92 15,3
4-OCHs 4,18 - ]

A atividade antiproliferativa de vinte e nove amidas foi relatada por Vitorovic-
Todorovic e colaboradores (2013). As amidas foram avaliadas contra trés linhagens
celulares, a saber, HelLa, FemX e K562. Os compostos mostraram atividade
antiproliferativa em concentragdes micromolares de um digito a submicromolares.
Alguns compostos apresentaram atividade submicromolar contra todas as trés

linhagens de células examinadas (Tabela 1.2, pg. 28).
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Tabela 1.2 — Atividade antiproliferariva das amidas sintetizadas por Vitorovic-

Todorovic e colaboradores (2013).

0]

H
= N.
Ry Re ICso (umol L)
= (0]

R, R, HelLa FemX K562
2,5-Me Ph 0,74 0,62 0,34
2.,4-i-Pr Ph 0,68 0,59 0,38
2,4-i-Pr 3,5-OMe-Ph 0,83 0,95 0,71
2.,4-i-Pr 4-j-Pr-Ph 0,75 0,78 0,39

2,3,5,6-Me 3,5-OMe-Ph 0,86 0,65 0,55

1.4 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TRABALHO

Os “lead compounds” consistem em moléculas com propriedades
farmacolégicas ou bioquimicas promissoras podendo ser utilizados como estruturas
modelos para o desenvolvimento de novos farmacos. Estes compostos requerem
modificagdes estruturais a fim de adquirirem propriedades terapéuticas ideias como,
por exemplo, maior eficacia, especificidade, biodisponibilidade e menor toxicidade
(SHARMA et al., 2015; SANTOS et al., 2018).

Dados da literatura demonstram que o acido cindmico e as amidas sao
importantes compostos de partida para o planejamento racional de novos farmacos,
e por este motivo vem sendo alvos de pesquisas constantes em todo o mundo.

Em 2015, Rodrigues sintetizou 26 derivados do acido cindmico contendo o
nucleo 1,2,3-triazolico e suas atividades citotdxica e antimetastatica, como também
atividade leishmanicida foram avaliadas. No que se refere a atividade
antimetastatica, os compostos foram submetidos a bioensaios in vitro para investigar
como eles agem sobre o comportamento metastatico do melanoma murino. O
composto mais potente foi o cinamato de 3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila
(Figura 1.7, pg. 29), apresentando significativa atividade antimetastatica contra
células B16-F10, sendo capaz de suprimir a migracao celular em aproximadamente
86% (LIMA et al., 2018). Esses resultados motivaram a sintese de uma série de

derivados cinamatos descritos neste trabalho.
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Figura 1.7 — Estrutura do derivado do acido cinamico contendo o nucleo 1,2,3-

triazolico que apresentou atividade antimetastatica (LIMA et al., 2018).

A sintese das diamidas relatadas no presente trabalho foi inspirada pela
investigacao desenvolvida por Barros em 2014, que buscou sintetizar analogos ao
SRPIN 340 (Figura 1.8). O SRPIN 340 é um inibidor ATP-competitivo, altamente
seletivo na inibicdo de quinases SRPKs (SRPK1 e SRPK2, serine arginine protein
kinases). Essas quinases fosforilam os dominios ricos em serina e arginina das
proteinas SR (JANG et al., 2008). A desregulagéo na atividade de quinases SRPKs
tem-se apresentado como um relevante fator na promocao de proliferacdo celular
em varios canceres humanos, sugerindo que sao alvos promissores para o
desenvolvimento de novos farmacos (SIQUEIRA et al., 2017). Os ensaios de
avaliacao da citotoxicidade do inibidor de SRPKs SRPIN 340 e vinte e dois
derivados desse demonstraram que dez substancias foram capazes de inibir a
viabilidade celular das linhagens HL60 e/ou Jurkat. Os valores de ICsy para as
linhagens HL60 e Jurkat dos compostos que apresentaram efeitos citotoxicos mais
pronunciados variaram de 11,1-447 umol L' e 21,9-82,23 pmol L7,
respectivamente. O composto mais ativo, SRPIN340#17 (Figura 1.8), apresentou
valor de I1Cs0 = 11,1 pmol L (HL60).
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Figura 1.8 — Estruturas do SRPIN340 e SRPIN340#17.
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Assim, considerando as atividades bioldgicas ja descritas na literatura para o
acido cinamico e o SRPIN340, e o crescente aumento no numero de pacientes
portadores de doencas que ainda ndao possuem tratamentos efetivos como, por
exemplo, o cancer, leishmaniose e a doenga de chagas, observa-se a necessidade
de prospecgao de novas moléculas que sejam mais eficazes, mais seletivas e que
possuam menores efeitos colaterais.

Deste modo, o presente trabalho objetivou a sintese e caracterizagcado de
derivados do acido cinamico (Figura 1.9) bem como diferentes diamidas inspiradas
na estrutura do SRPIN340 (Figura 1.9). Descreve-se ainda a avaliagao da atividade
antitumoral, leishmanicida e tripanocida das diamidas; a avaliagdo da atividade
antitumoral e antimetastatica dos cinamatos; a investigacdo do efeito protetor dos
cinamatos em ensaio de desequilibrio redox induzido por H,O, em células de glioma;
e devido a similaridade existente entre a descoberta e desenvolvimento de farmacos
e agroquimicos, também foi avaliada a atividade inseticida das diamidas inspiradas
no SRPIN340.

( )
CF;
O
O [ ]
R
©/\)‘\O/ )‘\(H
N
H
R4 R, O
Cinamatos
Diamidas
R = diferentes grupos
R4 = diferentes grupos amino
R,=BnouH
. J

Figura 1.9 — Estrutura geral dos cinamatos e das diamidas sintetizadas.

As estruturas dos compostos sintetizados e biologicamente avaliados

serao apresentadas no Capitulo 2.
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CAPITULO 2
SINTESE E CARACTERIZACAO DOS ESTERES CINAMATOS E DAS DIAMIDAS
2.1 ORGANOCATALISE

A organocatalise pode ser definida como um processo no qual reacdes
organicas sao aceleradas por catalisadores livres de metal, sendo estes constituidos
por moléculas organicas de baixa massa molecular e geralmente constituidas por C,
H, O, N, S e P (NIELSON et al., 2011; AMARANTE e COELHO, 2009). O
organocatalisador pode ser aquiral ou quiral e sua utilizagao vem se destacando ao
longo dos anos como uma eficiente ferramenta, especialmente em catélise
assimétrica, induzindo a enantio e a diastereosseletividade em diferentes reagdes
organicas.

O interesse na organocatdlise se deve a algumas vantagens, tais como a
estabilidade e simplicidade dos catalisadores, baixo custo, facilidade de
manipulagéo, baixa toxicidade, além das reagdes serem realizadas em condigdes
mais brandas e permitirem o desenvolvimento de rotas sintéticas mais curtas, o que
confere um grande beneficio quando comparado com os catalisadores metalicos. Os
organocatalisadores podem ainda serem facilmente preparados, quando ndo sao
disponiveis comercialmente. Atualmente, pesquisadores e industrias tém buscado
meios de remediar os impactos ambientais ocasionados pelo uso de reagentes
quimicos, de forma que metodologias que considerem os principios da quimica
verde, como a utilizagdo de um organocatalisador livre de metal, trazem inegaveis
beneficios para o meio ambiente (PATEL et al., 2018; SHAIKH, 2014).

Os organocatalisadores podem ser classificados por meio de interagbes com
O substrato ou "modo de acado", separados em catalise covalente
(aminocatalisadores e base de Lewis) e catalise ndo covalente (acido e base de
Brensted, ligagdes de hidrogénio e transferéncia de fase) (BRIERE et al., 2012). Na
catélise covalente, uma nova ligagdo covalente entre o organocatalisador e o
substrato é formada, levando a uma forte interagao entre eles, com alta energia de
ativacdo (35 a 135 kcal mol™). No caso de interagdes nao-covalentes entre o
substrato e o catalisador, a ativagdo do substrato ocorre via ligagdo fraca,

apresentando baixa energia de ativagdo (RICCI, 2014).
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2.2 AZALACTONAS E SUA IMPORTANCIA SINTETICA

Os compostos heterociclicos sao de grande importancia tanto para a industria
farmacéutica quanto para a agroquimica. Com respeito aos produtos farmacéuticos,
mais de 90% dos novos medicamentos contém pelo menos um anel heterociclico
em sua estrutura (DIDEHBAN et al., 2018). Como exemplo de composto
heterociclico pode-se citar as oxazolonas, um nome geral atribuido a um oxazol com
um grupo cetona (SHARMA et al., 2015).

As oxazolonas sao intermediarios importantes para a sintese de diversos
compostos como amidas, aminoacidos, peptideos, corantes e compostos
biologicamente ativos, consistindo de um importante grupo farmacoférico para o
desenvolvimento de novos farmacos (MOHAMED et al., 2017; KHAN et al., 2006).

As azalactonas (Figura 2.1) caracterizam-se por possuirem a porgao
oxazolona e representam uma importante classe de aminoacidos protegidos. Sao
conhecidas por apresentarem atividades antifungicas, analgésica, antidiabética,
antibacterianas e anti-inflamatérias (AVILA et al., 2015; RATHORE e SAH, 2015; EL-
MEKABATY, 2013). Além disso, sdo precursoras de uma variedade de alvos
sintéticos como, por exemplo, utilizadas na sintese de novos sistemas heterociclicos
altamente substituidos, aminoacidos estruturalmente complexos e muitos produtos
naturais, sendo também uteis na producdo de compostos hormonais sintéticos e
utilizadas em um numero variado de transformacgdes organicas. Outra vantagem em
utilizar azalactonas como substratos em diferentes reacbes € que pelo menos um
centro de quiralidade sera formado (SALAMI-RANJBARAN et al., 2014; MISTRY e
DESAI, 2005; LI et al., 2015; AVILA et al., 2013).

O
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Figura 2.1 — Estrutura geral das azalactonas.

As azalactonas exibem dois sitios eletrofilicos (posi¢coes 2 e 5) e um sitio pro-
nucleofilico na posigéao 4 (Figura 2.2, pg. 39). Sdo moléculas que possuem elevada

reatividade, sendo que o atomo de carbono na posigao 4 (Figura 2.2, pg. 39) pode
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ser submetido a rea¢des de alquilagao, alilacdo, benzilagdo e adicdo de Michael.
Assim, as azalactonas sao excelentes nucledfilos, e esse fato é devido,
principalmente, a presenga de um hidrogénio a altamente enolizavel (PINHEIRO et
al., 2018; LI et al.,, 2015; DE CASTRO et al., 2016). Devido a forte propriedade
eletrofilica do grupo carbonila da oxazolona, a reagdo de abertura do anel
azalacténico por nucledfilos ocorre rapidamente para formar aminoacidos (SALAMI-
RANJBARAN et al., 2014).

Sitios eletrofilicos
JoN s
\ 5

R2
\2<
N ? ~&— pro-nucleofilico

R1

Figura 2.2 — Representacdo dos sitios eletrofilicos e pré-nucleofilico das

azalactonas.

2.3 CONSIDERAGOES SOBRE METODOLOGIAS SINTETICAS PARA A
OBTENGAO DE ESTERES

Os ésteres constituem uma classe de compostos amplamente encontrados na
natureza e sao conhecidos por apresentarem odor agradavel, podendo ser
encontrados em alimentos como frutas, 6leo de soja, manteiga, margarina, azeite de
oliva, dentre outros. A sintese de ésteres, reacdo comumente conhecida como
esterificacdo, desempenha um papel importante na producdo de aromas e
fragrancias, solventes, plastificantes, pesticidas, herbicidas e novos farmacos, fato
esse que tem despertado o interesse de muitos setores da industria (ALl et al.,
2007).

Diferentes metodologias podem ser utilizadas para a obtencdo de ésteres,
sendo o método mais comum sua origem a partir de acidos carboxilicos. Dentre
essas reacdoes pode-se destacar a esterificacdo de Fischer, esterificacdo de
Steglich, reacdo de Mitsunobu e substituigdo nucleofilica (Sy2) com haletos. Além
destas reacdes, destacam-se também aquelas referentes a utilizacdo de anidridos e
cloretos de acido como materiais de partida em reacbes com alcoois. Um dos

objetivos deste trabalho consistiu na sintese de ésteres a partir de um acido
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carboxilico e diferentes alcoois, sera apresentado a seguir uma breve discusséo
sobre essas reacoes.

A reacao de esterificagdo de Fischer (Esquema 2.1) ocorre entre um acido
carboxilico e um alcool, sob condi¢des de aquecimento e na presenga de um
catalisador acido. Essa reacao foi descrita por Emil Fischer e Arthur Speier em 1895,
e €& uma tipica reacdo na qual produtos e reagentes estdo em equilibrio
(VAFAEEZADEH e FATTAHI, 2015).

0]

O H+ /U\
RJ\OH + HOR == Rr >or *+ HO

Esquema 2.1 — Exemplo geral da esterificacao de Fischer.

A reacdo de Mitsunobu (Esquema 2.2) permite a conversdo de alcoois
primarios e secundarios em uma variedade de grupos funcionais, como os ésteres.
Para isso € necessaria a presenga de uma trialquil ou triaril fosfina e um dialquil
azodicarboxilato, como o DEAD (dietil azodicarboxilato) ou (DIAD) diisopropil
azodicarboxilato. O nucledfilo empregado deve ser acido, visto que um dos
reagentes (DEAD ou DIAD) deve ser protonado durante o percurso da reagao para
evitar reagdes secundarias. Trata-se de uma reagao que, geralmente, ocorre com
elevada estereosseletiva e com inversao da configuragdo estereoquimica do centro
do carbono do alcool (SWAMY et al., 2009; BUT e TOY, 2007).

o

o
j)\"' + )iy RsP / DEAD QJ\R2
R™OR! HO™ "R? A~
R™R

Esquema 2.2 — Exemplo de reagao de Mitsunobu.

Na substituicdo nucleofilica (Sny2) com haletos (Esquema 2.3, pg. 41) a reagao
se processa em uma unica etapa. Nesta reagdo, o nucledfilo aproxima-se do
substrato com um angulo de 180° em relagdo ao grupo abandonador. Esta
aproximacao minimiza a repulsao estérica e eletrdonica entre substrato e nucledfilo.

Ao final da reacao tem-se a mudanga de configuragdo do atomo de carbono que € o
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alvo do ataque nucleofilico, a saida do grupo abandonador e a formacao da ligagao
carbono-nucledfilo (SMITH e MARCH, 2007).

H

H + y
N ) /\‘ ) (-) ©
u kS X _ _
H\\\\\ \' Nu S X — Nu -:lI/I//H + X
H h H

H H

- J/

Esquema 2.3 — Exemplo de Sy2 com haletos.

A reacao de esterificagcao de Steglich (Esquema 2.4) foi descrita por Wolfgang
Steglich em 1978 e consiste, basicamente, no uso de um reagente de acoplamento,
como o DCC (N,N-dicicloexilcarbodiimida), e da 4-N,N’-dimetilaminopiridina (DMAP)
como catalisador da reacdo. Outro reagente de acoplamento que também é
comumente empregado na esterificacdo de Steglich é a diisopropilcarbodiimida
(DIC). A principal funcdo do agente de acoplamento consiste em tornar o grupo
hidroxila da fungdo acido carboxilico um bom grupo abandonador, permitindo sua
substituicdo. E importante ressaltar que um dos maiores problemas desta reacéo é a
eliminacao da DHU (dicicloexiluréia), formada na reacdo quando se utiliza o DCC,

durante a purificagado do produto desejado (LUTJEN et al., 2018).

0 0
wAo + R-oH _DCCouDIC/DMAR. R

OR

Esquema 2.4 — Exemplo geral da reagao de esterificagdo de Steglich.

Assim, dentro deste contexto, serdo mostrados neste capitulo os processos
sintéticos que culminaram na obten¢ao de diamidas, via reag¢ao de abertura do anel
azalactbnico catalisada pelo acido canforsulfénico, bem como de ésteres derivados
do acido cindmico obtidos por meio da esterificacdo de Steglich. Alguns dos
compostos preparados foram escolhidos para a descricdo de caracteristicas
estruturais.

As estruturas dos compostos sintetizados bem como a numeracao utilizada
para identifica-los ao longo deste trabalho sdo apresentadas nas Figuras 2.3 e 2.4

(pg. 42 e 43).
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Figura 2.3 - Estruturas das diamidas sintetizadas.
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Figura 2.4 - Estruturas dos derivados do acido cinédmico sintetizados.



2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Generalidades Metodoldgicas

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

Alcool benzilico, alcool 4-nitrobenzilico, alcool 4-bromobenzilico, alcool 4-
clorobenzilico, alcool 4-trifluorometoxibenzilico, alcool 4-trifluorometilbenzilico, alcool
4-metoxibenzilico, alcool 4-metilbenzilico, alcool 4-isopropilbenzilico, alcool perilico,
carvacrol, eugenol, vanilina, timol, acido cinamico, N,N-dicicloexilcarbodiimida (DCC),
4-N,N’-dimetilaminopiridina  (DMAP), diisopropilcarbodiimida (DIC), 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), glicina, fenilalanina, acido canforsulfénico, 1-
fluoro-2-nitro-4-(trifluorometil)benzeno,  4-bromoanilina, piperidina  pirrolidina,
morfolina, dietilamina, cicloexilamina, anilina, 4-cloroanilina, 4-fluoroanilina, p-
anisidina, p-toluidina e cloreto de benzoila foram adquiridos da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, Estados Unidos). Acido cloridrico, acetonitrila, hidréxido de sodio, cloreto
de estanho (ll) anidro e bicarbonato de sodio foram adquiridos da Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil). Cloreto de sédio e sulfato de sédio foram adquiridos da Fmaia (Belo
Horizonte, Brasil).

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas
empregando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas sobre aluminio.
ApOs a eluicao, as placas de CCD foram observadas sob luz ultravioleta (A= 254 nm)
e reveladas com solugdo de permanganato de potassio (3 g de KMnQOy4, 20 g de
K2COs3, 5 mL de NaOH 5% m/v, 300 mL de agua).

As separagbes em colunas foram feitas utilizando-se silica-gel (70 - 230
mesh) como fase estacionaria. Os solventes utilizados como eluentes foram
destilados.

A secagem do diclorometano foi feita adicionando-se peneira molecular 4A ao
solvente. A mistura foi mantida sob agitagdo magnética por 24 horas a temperatura
ambiente e sob atmosfera de nitrogénio. Apds este periodo, o solvente foi filtrado
sob atmosfera de nitrogénio e armazenado em um frasco ambar contendo peneira
molecular 4A.

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

nao foram corrigidas.
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Os espectros no infravermelho foram obtidos empregando-se a técnica
reflectancia total atenuada (ATR) em equipamento Varian 660-IR com acessorio
GladiATR.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H,
300 MHz) e de carbono (RMN de ®C, 75 MHz) foram obtidos em espectrdometro
VARIAN MERCURY 300. Espectros de RMN também foram obtidos (RMN de 'H,
400 MHz) e de carbono (RMN de *C, 100 MHz) em espectrometro Brucker. Para a
aquisicdo dos espectros, foram utilizados como solventes cloroférmio (CDCls),
dimetilsulféxido (DMSO-ds) e metanol (CD3;OD) deuterados. As constantes de
acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz (Hz).

Os espectros de massas de alta resolugao foram obtidos em aparelho Q-
Exactive (Thermo Scientific, Bremen, Germany).

A numeragcdo empregada nas estruturas e utilizada nas descricbes das
informacdes referentes aos espectros de RMN de 'H e *C n&o correspondem

aquelas recomendadas pela nomenclatura [UPAC.
2.4.2 Procedimentos sintéticos

2.4.2.1 Sintese da N-(4-bromofenil)-2-nitro-4-(trifluorometil)anilina

N =

3

| (3a)

A um baldo de fundo redondo (50,0 mL) foram adicionados 1,81 g (10,5
mmol) de 4-bromoanilina, 3,00 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) e 0,670 mL (4,78
mmol) de 1-fluoro-2-nitro-4-(trifluorometil)penzeno (1) a 0 °C. A mistura reacional foi
mantida sob agitagdo magnética a temperatura ambiente por 4 horas. ApOs este
periodo, adicionou-se a mistura 8,00 mL de agua destilada e a mistura resultante foi
transferida para um funil de separacao. A fase aquosa foi extraida com acetato de
etila (4x25,0 mL). Os extratos organicos foram combinados e a fase orgéanica

resultante foi lavada com solucao saturada de cloreto de sédio, seca com sulfato de
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sodio anidro, filtrada e concentrada sob pressido reduzida. O sélido resultante foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato de
etila (5:1 v/v), resultando na obtencdo da substancia 3a com 87% de rendimento
(1,50 g; 4,16 mmol).

Caracteristica: solido alaranjado.
CCD: R¢ = 0,78 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).
T; = 89,5-89,9 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3348, 3103, 1636, 1571, 1528, 1487, 1431, 1320, 1251, 1147,
1070, 1012. O espectro é apresentado na Figura 1 do Anexo Il, pg. 317.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 7,15-7,26 (m, 3H, H-2'/H-6' e H-6); 7,54-7,60 (m,
3H, H-5 e H-3'/H-5’); 8,50 (s, 1H, H-3); 9,63 (sl, 1H, NH). O espectro & apresentado
na Figura 2 do Anexo Il, pg. 318.

RMN de 3C (75 MHz, CDCl;) & 116,7 (C-4’); 120,1(q, Jor = 34,1 Hz, C-4); 120,2 (C-
6); 123,5 (q, Jor = 269,5 Hz, CF3,); 125,0 (q, Jor = 4,2 Hz, C-3); 126,9 (C-2'/C-6");
132,1 (q, Jor = 3,0 Hz, C-5); 132,4 (C-2); 133,4 (C-3/C-5'); 136,9 (C-1'); 145,0 (C-1).

O espectro é apresentado na Figura 3 do Anexo Il, pg. 319.

Os compostos 3b-3k foram sintetizados empregando-se a mesma
metodologia descrita para a preparacédo do composto 3a. Na Tabela 2.1 (pg. 47)
estdo descritas as informagdes relativas as reagdes que foram realizadas para a

preparagao dos nitrocompostos 3a-3k.
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Tabela 2.1 - Informagdes sobre as reagdes conduzidas para preparacdo dos compostos 3a-3k

CFs CFs
Amina
(2a-2Kk)
—_— >
NO, DME 1 NO,
F 0°C—»ta. R
1) (3a-3k)
Combosto Volume de 1 Amina/ Volume de Tempo de M?,zzzt%e Rendimento
P (mL) Quantidade utilizada DMF (mL) reagdo (h) P’ (%)
obtida (g)
3a 0,670 4-bromo anilina/1,81 g 3,0 4.0 1,50 87
3b 0,670 piperidina/1,50 mL 2,5 1,5 1,19 91
3c 1,05 pirrolidina/1,75 mL 2,0 4,0 1,89 97
3d 1,05 morfolina/1,30 mL 3,0 4,5 2,01 97
3e 1,05 dietilamina/1,65 mL 3,0 2,0 1,93 98
3f 1,00 cicloexilamina/2,30 mL 5,0 1,0 1,67 81
39 0,750 anilina/1,50 g 3,0 4,0 1,40 93
3h 0,800 4-fluoro anilina/1,90 g 3,0 3,5 1,60 93
3i 0,670 4-cloro anilina/1,83 g 2,5 4,0 1,35 89
3j 0,670 4-metoxi anilina/1,47 g 2,5 2,0 1,40 94
3k 0,670 4-metil anilina/1,28 g 2,5 1,5 1,35 95
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As estruturas dos compostos 3b-3k sao suportadas pelos dados apresentados a

seqguir.

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

Caracteristica: solido alaranjado purificado via recristalizagdo empregando metanol

como solvente.
CCD: R¢= 0,40 (hexano-acetato de etila 16:1 v/v).

T = 50,1-50,7 °C.

IV (ATR) Vmax (cm'1): 2939, 2868, 2827, 1622, 1561, 1528, 1494, 1449, 1387, 1324,
1297, 1260, 1233, 1212, 1149, 1116, 1080, 1064. O espectro é apresentado na
Figura 2.5, pg. 116.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,61-1,75 (m, 6H, H-3/H-4/H-5); 3,12 (t, 4H, J= 5,3
Hz, H-2 e H-6); 7,14 (d, 1H, J = 8,7 Hz, H-6’); 7,60 (dd, 1H, J=2,3 Hz e J = 8,7 Hz,
H-5’); 8,03 (d, 1H, J = 2,3 Hz, H-3’). O espectro é apresentado na Figura 2.6, pg.
117.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 24,0 (C-4); 25,8 (C-3/C-5); 52,3 (C-2/C-6); 120,6 (C-
6’); 120,9 (q, Jor = 34,1 Hz, C-4); 123,7 (q, Jo.r = 269,6 Hz; CF3); 124,6 (q, Joc.r =
4,0 Hz, C-3’); 130,1 (q, Jcr = 3,3 Hz, C-5’); 139,8 (C-2'); 148,8 (C-1’). O espectro é
apresentado na Figura 2.7, pg. 118.
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1-[2-nitro-4-(trifluorometil)fenil]pirrolidina

Caracteristica: solido alaranjado purificado por cromatografia em coluna de silica

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

IV (ATR) Vmax (cm™): 2976, 2872, 1622, 1555, 1504, 1429, 1389, 1323, 1269, 1150,
1103, 1074. O espectro é apresentado na Figura 4 do Anexo I, pg. 320.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 1,99-2,03 (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 I, pg. 321.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 25,8 (C-3/C-4); 50,9 (C-2/C-5); 116,4 (C-6'); 117,1
(g, Jor = 34,2 Hz, C-4’); 124,0 (q, Jor = 269,0 Hz, CF3); 124,7 (q, Jcr = 4,0 Hz, C-
3’); 1294 (q, Jocr = 3,2 Hz, C-5’); 1359 (C-2'); 1444 (C-1’). O espectro €&
apresentado na Figura 6 do Anexo Il, pg. 322.

4-[2-nitro-4-(trifluorometil)fenillmorfolina
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Caracteristica: 6leo alaranjado purificado por cromatografia em coluna de silica gel

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

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

IV (ATR) Vmax (cm™): 2968, 2858, 1713, 1622, 1533, 1323, 1275, 1252, 1235, 1168,
1110, 1083, 1044. O espectro é apresentado na Figura 7 do Anexo Il, pg. 323.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 3,13 (tap, 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=2,3 Hze J=8,7
Hz, H-5’); 8,05 (sl, 1H, H-3’). O espectro é apresentado na Figura 8 do Anexo Il, pg.
324.

RMN de *C (75 MHz, CDCI;) & 51,4 (C-3/C-5); 66,6 (C-2/C-6); 120,6 (C-6"); 122,9
(9, Jo.r = 34,2 Hz, C-4’); 123,4 (q, Jc.r = 270,3 Hz, CF3); 124,4 (q, Jc.r = 3,9 Hz, C-
3); 130,5 (q, Jer = 3,3 Hz, C-5); 141,0 (C-2’), 148,1 (C-1’). O espectro é
apresentado na Figura 9 do Anexo Il, pg. 325.

N,N-dietil-2-nitro-4-(trifluorometil)anilina

(3e)

~——

Caracteristica: 6leo alaranjado purificado por cromatografia em coluna de silica gel

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

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

IV (ATR) ¥max (cm™'): 2980, 2939, 2877, 1622, 1531, 1323, 1258, 1114, 1083. O

espectro € apresentado na Figura 10 do Anexo I, pg. 326.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 1,16 (t, 6H, J = 7,1 Hz, 2CHs); 3,26 (q, 4H, J = 7,1
Hz, 2CH,); 7,14 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-6); 7,56 (dd, 1H, J=2,0 Hz e J = 8,6 Hz, H-5);
7,96 (sl, 1H, H-3’). O espectro é apresentado na Figura 11 do Anexo Il, pg. 327.

50



RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 12,6 (2CHs); 46,1 (2CH.); 119,9 (q, Je.r = 34,0 Hz,
C-4’); 120,6 (C-6’); 123,8 (q, Jc-r = 269,3 Hz, CF3,); 124,5 (q, Jcr = 4,0 Hz, C-3’);
129,4 (q, Jcr = 3,3 Hz, C-5’); 139,8 (C-2’); 146,7 (C-1’). O espectro é apresentado na
Figura 12 do Anexo I, pg. 328.

N-cicloexiI-2-nitro-4-(trif|uorometil)anilina

(3f)

Caracteristica: solido amarelo purificado via recristalizagdo empregando metanol

como solvente.
CCD: R¢= 0,10 (hexano).
T = 79,3-80,2 °C.

IV (ATR) Vimax (cm'1): 3366, 3115, 2932, 2861, 1634, 1572, 1530, 1436, 1412, 1325,
1261, 1245, 1228, 1188, 1152, 1112, 1063. O espectro é apresentado na Figura 13
do Anexo I, pg. 329.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,31-2,07 (m, 10H, H-2'/H-3'/H-4'/H-5'/H-6"); 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 Hze J=9,3
Hz, H-5); 8,34 (dI, 1H, J = 6,3 Hz, NH); 8,45 (dI, 1H, J = 1,2 Hz, H-3). O espectro &
apresentado na Figura 14 do Anexo Il, pg. 330.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 24,6 (C-3'/C-5'); 25,6 (C-4); 32,7 (C-2'/C-6’); 51,5
(C-1’); 115,1 (C-6); 117,0 (q, Jor = 34,1 Hz, C-4); 123,9 (q, Jc.r = 269,0 Hz, CF3);
1254 (q, J = 4,3 Hz, C-3); 130,7 (C-2); 132,1 (q, J = 3,0 Hz, C-5); 146,3 (C-1). O
espectro € apresentado na Figura 15 do Anexo Il, pg. 331.
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N-fenil-2-nitro-4-(trifluorometil)anilina

s

\§

5

4

6

) NH
J

3

(39)

J

Caracteristica: solido alaranjado purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (5:1 v/v).
CCD: R = 0,41 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).
T: = 82,6-83,5 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3344, 3101, 1633, 1572, 1528, 1494, 1422, 1324, 1255, 1146,
1070. O espectro € apresentado na Figura 16 do Anexo Il, pg. 332.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & 7,22-7,35 (m, 4H, H-2'/H-6'/H-4’ e H-6); 7,45-7,55
(m, 3H, H-5 e H-3/H-5); 8,51 (s, 1H, H-3); 9,72 (sl, 1H, NH). O espectro é
apresentado na Figura 17 do Anexo Il, pg. 333.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 116,6 (C-6/C-4’); 119,3 (q, Jor = 34,0 Hz, C-4);
123,4 (q, Jo.r = 269,2 Hz, CF3,); 124,7 (q, Jo.r = 4,3 Hz, C-3); 125,2 (C-2'/C-6"); 126,9
(C-2); 130,0 (C-3'/C-5); 131,7 (q, Jcr = 3,1 Hz, C-5); 137,5 (C-1’); 145,3 (C-1). O

espectro € apresentado na Figura 18 do Anexo I, pg. 334.

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

( N\
CF,
4
5 3
6 2
7 NOy
8 NH
5' 1
4] o
F 3
(3h)
. J
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Caracteristica: solido alaranjado purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (5:1 v/v).
CCD: R = 0,40 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).
T; = 81,4-82,0 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3346, 3103, 1634, 1573, 1504, 1434, 1412, 1321, 1257, 1149,
1101, 1077. O espectro é apresentado na Figura 19 do Anexo II, pg. 335.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 7,08 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-6); 7,14-7,30 (m, 4H, H-
2’/H-3'/H-5/H-6’); 7,54 (dd, 1H, J = 2,4 Hz e J = 9,0 Hz, H-5); 8,50 (s, 1H, H-3); 9,61
(sl, 1H, NH). O espectro € apresentado na Figura 20 do Anexo Il, pg. 336.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 116,3 (C-6); 117,0 (d, Jc.r = 22,4 Hz, C-3’ e C-5);
119,4 (q, Jor = 34,3 Hz, C-4); 123,3 (q, Jc-r = 269,5 Hz, CF3,); 124,7 (q, Jcr = 4,3
Hz, C-3); 127,6 (d, Jc.r= 8,6 Hz, C-2'/C-6’); 131,8 (q, Jc-r = 3,1 Hz, C-5); 133,4 (d, Jc-
= 3,2 Hz, C-1); 1457 (C-1); 161,3 (d, Jocr = 246,0 Hz, C-4’). O espectro é
apresentado na Figura 21 do Anexo I, pg. 337.

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

e

Caracteristica: solido alaranjado purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (6:1 v/v).
CCD: Rf = 0,49 (hexano-acetato de etila 6:1 v/v).
T: = 85,0-85,5 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3348, 3101, 1636, 1572, 1528, 1490, 1434, 1320, 1251, 1149,
1081, 1015. O espectro é apresentado na Figura 22 do Anexo Il, pg. 338.
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RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & 7,17-7,25 (m, 3H, H-2'/H-6" e H-6); 7,42-7,46 (m,
2H, H-3'/H-5); 7,56 (dd, 1H, J = 2,3 Hz e J = 9,2 Hz, H-5); 8,51 (sl, 1H, H-3); 9,63 (sl,
1H, NH). O espectro € apresentado na Figura 23 do Anexo I, pg. 339.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 116,4 (C-4'/C-6); 119,8 (q, Jo.r = 34,2 Hz, C-4);
123,3 (q, Jor = 269,6 Hz, CF3,); 124,8 (q, Jo.r = 4,3 Hz, C-3); 126,4 (C-2'/C-6'); 130,2
(C-3'/C-5"); 131,9 (q, Jor = 3,2 Hz, C-5); 132,3 (C-2); 136,1 (C-1); 144,9 (C-1). O

espectro € apresentado na Figura 24 do Anexo Il, pg. 340.

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

6

, NH
5 ff
4) .
H,CO~ : 2
.

> (3]

Caracteristica: solido vermelho purificado por cromatografia em coluna de silica gel

eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v).
CCD: Rf= 0,51 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).
T: = 88,5-89,3 °C.

IV (ATR) ¥max (cm™): 3351, 3103, 3012, 2954, 2837, 1634, 1573, 1505, 1441, 1324,
1242, 1141, 1097. O espectro é apresentado na Figura 25 do Anexo I, pg. 341.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 3,86 (s, 3H, OCHs); 6,97-7,06 (m, 3H, H-3'/H-5' e
H-6); 7,19-7,21 (m, 2H, H-2’/H-6’); 7,49 (dd, 1H, J = 2,3 Hz e J = 9,2 Hz, H-5); 8,49
(sl, 1H, H-3); 9,60 (sl, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 26 Anexo Il, pg.
342.

RMN de '3C (75 MHz, CDCls) & 55,5 (OCHa); 115,2 (C-3'/C-5'); 116,5 (C-6); 118,7
(g, Jo.r = 34,2 Hz, C-4); 123,5 (q, Jor = 269,3 Hz, CF3,); 124,7 (q, Jor = 4,3 Hz, C-3);
127,4 (C-2’/C-6’); 129,9 (C-2); 131,3 (C-1’); 131,6 (q, Jc.r = 3,1 Hz, C-5); 146,4 (C-1);
158,6 (C-4’). O espectro é apresentado na Figura 27 do Anexo I, pg. 343.
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N-(4-metilfenil)-2-nitro-4-(trifluorometil)anilina

( \
CF,
4
5 3
2
* N, TNO,
o _NH
5' 1
HC4' 2
% (3k)

Caracteristica: solido alaranjado purificado por cromatografia em coluna de silica

gel eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v).
CCD: Rf= 0,51 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).
Ts=113,7-114,5 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3348, 3101, 3034, 2926, 2866, 1636, 1572, 1507, 1411, 1322,
1252, 1106, 1080. O espectro é apresentado na Figura 28 do Anexo Il, pg. 344.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & 2,35 (s, 3H, CHa); 7,13 (d, 1H, J = 8,8 Hz, H-6);
7,25 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-2' e H-6"); 7,25 (d, 2H, J = 8,0 Hz, H-3' e H-5"); 7,73 (dd,
1H, J= 2,2 Hz e J = 9,0 Hz, H-5); 8,36 (dap, 1H, J = 1,2 Hz, H-3); 9,76 (s, 1H, NH). O

espectro € apresentado na Figura 29 do Anexo Il, pg. 345.

RMN de *C (100 MHz, DMSO-d6) & 21,0 (CHs); 117,2 (q, Je.r = 33,4 Hz, C-4);
117,9 (C-6); 124,1 (q, Jor = 269,0 Hz, CF3); 124,5 (q, Jc.r = 4,3 Hz, C-3); 126,0 (C-
2’/C-6’); 130,6 (C-3'/C-5’); 132,0 (C-4’); 132,1 (q, Jc-r = 3,0 Hz, C-5); 135,9 (C-2);
136,3 (C-1’); 145,8 (C-1). O espectro € apresentado na Figura 30 do Anexo Il, pg.
346.
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2.4.2.2 Sintese da N-4-(bromofenil)-4-(trifluorometil)benzeno-1,2-diamina

N

3

(4a)

A um baldo de fundo redondo (100 mL) foram adicionados 7,60 mL (91,7
mmol) de acido cloridrico concentrado, 5,65 g (25,0 mmol) de cloreto de estanho,
2000 mL de metanol e 140 g (3,88 mmol) de 1-[2-nitro-4-
(trifluorometil)fenil]piperidina (3a) a 0 °C. A mistura de reagdo foi mantida sob
agitagdo magnética a temperatura ambiente por 46 horas. Apds este periodo, a
mistura foi neutralizada com solugao 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 sddio, seca com sulfato de
sodio 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 (5:1 v/v), obtendo-se a substancia 4a com 79% de rendimento (1,01 g; 3,05

mmol).

Caracteristica: solido branco.

CCD: R = 0,25 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).
T: = 123,5-123,8 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3469, 3384, 1592, 1518, 1485, 1436, 1386, 1335, 1249, 1154,
1106. O espectro € apresentado na Figura 31 do Anexo Il, pg. 347.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & 3,73 (sl, 2H, NH.); 5,39 (s, 1H, NH); 6,72 (d, 2H, J
= 9,0 Hz, H-2’/H-6’); 7,01-7,05 (m, 2H, H-3 e H-5); 7,16 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-6); 7,34
(dap, 2H, J = 9,0 Hz, H-3'/H-5’). O espectro é apresentado na Figura 32 do Anexo II,
pg. 348.
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RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 113,0 (C-4’); 113,6 (q, Jcr = 3,7 Hz, C-3); 117,0 (q,
Jecr = 3,9 Hz, C-5); 118,6 (C-2'/C-6’); 121,9 (C-6); 124,4 (q, Jcr = 270,2 Hz, CF3);
126,7 (q, Jcr = 32,3 Hz, C-4); 132,5 (C-3'/C-5); 132,7 (C-2); 139,5 (C-1); 142,7 (C-
1’). O espectro € apresentado na Figura 33 do Anexo Il, pg. 349.

Os compostos 4b-4k foram sintetizados empregando-se a mesma
metodologia descrita para a preparacdo do composto 4a. Na Tabela 2.2 (pg. 58)
estdo descritas as informacdes relativas as reagbes que foram realizadas para a

preparagao dos compostos 4a-4k.
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Tabela 2.2 - Informagdes sobre as reagdes conduzidas para preparacdo dos compostos 4a-4k

CF, CF,

SnCl,, HCI (conc.)
o
NO, CH;0H NH;

R! 0°C—>ta. R’
(3a-3k) (4a-4K)

Volume de HCI Volume de

Composto Nitrocomposto/ Massa de concentrado metanol Tem[)o de Massa de Rendimento

massa (g) SnCl; (g) (mL) (mL) reacgao (h) produto (g) (%)
4a 3a/1,40 5,65 7,60 20,0 46 1,01 79
4b 3b/1,10 5,85 7,90 15,0 42 0,76 78
4c 3¢/1,80 10,0 13,0 20,0 7 1,22 77
4d 3d/1,82 8,95 15,0 20,0 42 1,58 94
4e 3e/1,80 10,0 13,5 20,0 24 1,07 67
4f 3f/1,60 8,10 11,0 20,0 42 0,80 56
49 39/1,35 7,58 10,0 18,0 42 0,93 77
4h* 3h/1,24 6,48 8,50 15,0 41 ND ND
4i 3i/1,25 6,24 8,20 15,0 43 0,88 78
4j* 3j/1,33 6,73 8,80 15,0 48 ND ND
4k* 3k/1,00 5,34 7,00 12,0 24 ND ND

* Os compostos nao foram purificados devido a formagao de uma mistura complexa de produtos, com valores de Rf muito
proximos, o que dificultou o processo de separacdo por cromatografia em coluna de silica gel. Assim, estas aminas nao
purificadas foram utilizadas na etapa subsequente de preparagao das correspondentes diamidas. ND: nao determinado.



As estruturas dos compostos 4b-4k sao suportadas pelos dados apresentados a
seqguir.
2-(piperidin-1-il)-5-(trifluorometil)anilina
)
CF,4
5
4 6
NP 1NH2
6| N2
5'03'

NI

(4b)

~——o——

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

eluida com hexano-acetato de etila (11:1 v/v).
CCD: R¢= 0,48 (hexano-acetato de etila 11:1 v/v).
T = 50,0-50,5 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3453, 3356, 2950, 2866, 2805, 1611, 1590, 1513, 1470, 1440,
1380, 1328, 1289, 1257, 1228, 1205, 1160, 1104, 1065. O espectro & apresentado
na Figura 2.8, pg. 120.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,60-1,75 (m, 6H, H-3'/H-5" e H-4’); 2,87 (s, 4H, H-
2'/[H-6’); 4,11 (sl, 2H, NHy); 6,93-7,03 (m, 3H, H-3/H-4/H-6). O espectro é
apresentado na Figura 2.9, pg. 121.

RMN de "®C (75 MHz, CDCl;) & 24,5 (C-4); 26,9 (C-3'/C-5'); 52,5 (C-2'/C-6’); 111,5
(g, Jor = 3,5 Hz, C-6); 115,5 (q, Jcr = 4,0 Hz, C-4); 119,7 (C-3); 124,7 (q, Jcr =
270,0 Hz, CF3); 126,1 (q, Jo.r = 31,9 Hz, C-5); 141,8 (C-2); 143,5 (C-1). O espectro
€ apresentado na Figura 2.10, pg. 122.

2-(pirrolidin-1-il)-5-(trifluorometil)anilina
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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, 3356, 2970, 2877, 2823, 1711, 1618, 1517, 1439, 1328,
1245, 1149, 1106. O espectro é apresentado na Figura 34 do Anexo I, pg. 350.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 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, H-3/H-4/H-6). O espectro é apresentado
na Figura 35 do Anexo I, pg. 351.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 24,4 (C-3/C-4’); 50,7 (C-2'/C-5"); 112,1 (q, Jcr =
3,8 Hz, C-6); 115,8 (q, Jc.r = 4,1 Hz, C-4); 117,8 (C-3); 124,84 (q, Jc.r = 269,6 Hz,
CF3); 124,82 (q, Jc.r = 31,8 Hz, C-5); 140,8 (C-1 e C-2). O espectro é apresentado
na Figura 36 do Anexo Il, pg. 352.

2-morfolino-5-(trifluorometil)anilina

~ “NH,
N

6' 2

L5
o)

¥ (4d)

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

IV (ATR) vmax (cm™): 3431, 3338, 2827, 2823, 1621, 1515, 1448, 1331, 1257, 1218,
1153, 1099. O espectro é apresentado na Figura 37 do Anexo Il, pg. 353.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 2,95 (t, 4H, J = 4,7 Hz, H-2’/H-6’); 3,87 (t, 4H, J =
4,7 Hz, H-3'/H-5’); 6,96-7,05 (m, 3H, H-3/H-4/H-6). O espectro & apresentado na
Figura 38 do Anexo Il, pg. 354.
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RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 51,2 (C-2'/C-6); 67,6 (C-3'/C-5'); 111,9 (q, Jcr = 3,7
Hz, C-6); 115,7 (q, Jor = 4,0 Hz, C-4); 119,8 (C-3); 124,6 (q, Jc.r = 270,0 Hz, CF3);
126,9 (q, Jor = 32,0 Hz, C-5); 141,7 (C-1 e C-2). O espectro é apresentado na
Figura 39 do Anexo I, pg. 355.

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

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

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

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

IV (ATR) 7max(cm'): 3469, 3363, 2973, 2934, 2870, 2827, 1616, 1594, 1514, 1441,
1384, 1335, 1294, 1261, 1233, 1164, 1120. O espectro é apresentado na Figura 40
do Anexo Il, pg. 356.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 0, 99 (t, 6H, J = 7,1 Hz, 2CHs); 2,99 (q, 4H, J = 7,1
Hz, 2CHy); 4,19 (sl, 2H, NH>); 6,95-6,97 (m, 2H, H-3' e H-5°); 7,05 (d, 1H, J = 8,7 Hz,
H-6’). O espectro é apresentado na Figura 41 do Anexo Il, pg. 357.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 12,3 (2CHs); 46,6 (2CH,); 111,3 (q, Jor = 3,7 Hz, C-
3"); 114,6 (q, Jor = 3,9 Hz, C-5'); 122,6 (C-6); 126,2 (CF3); 126,3 (q, Jor = 31,8 Hz,
C-4’); 139,9 (C-2°); 143,7 (C-1°). O espectro € apresentado na Figura 42 do Anexo II,
pg. 358.
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1-N-cicloexil-4-(trifluorometil)benzeno-1,2-diamina

CF3

(4f) °

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

eluida com hexano-acetato de etila (14:1 v/v).
CCD: R¢= 0,25 (hexano-acetato de etila 14:1 v/v).
T;=71,6-72,0 °C.

IV (ATR) Vimax (cm'1): 3421, 3350, 2929, 2855, 1626, 1602, 1528, 1471, 1441, 1362,
1324, 1300, 1241, 1218, 1146, 1107, 1085. O espectro é apresentado na Figura 43
do Anexo Il, pg. 359.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,21-2,10 (m, 10H, H-2"/H-6", H-3"/H-5"e¢ H-4");
3,25-3,37 (m, 4H, NH», NH e H-1’); 6,66 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-6); 6,93 (dap, 1H, J =
1,8 Hz, H-3); 7,09 (dd, 1H, J = 1,8 Hz e J = 8,4 Hz, H-5). O espectro € apresentado
na Figura 44 do Anexo Il, pg. 360.

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) & 25,1 (C-3'/C-5); 26,1 (C-4’); 33,4 (C-2'/C-6'); 51,8
(C-1): 110,9 (C-6); 113,9 (q, Jor = 3,6 Hz, C-3); 118,6 (q, Jo.r = 4,1 Hz, C-5); 119,3
(@, Jor = 32,1, C-4); 125,2 (q, Jor = 268,9 Hz, CF3); 133,3 (C-2); 140,0 (C-1). O

espectro € apresentado na Figura 45 do Anexo I, pg. 361.

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

( )\

(49)
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Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica gel

eluida com hexano-acetato de etila (3:1 v/v).
CCD: Rf = 0,34 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).
T; = 101,7-102,5 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3444, 3365, 3311, 1624, 1594, 1516, 1423, 1333, 1246, 1164,
1097. O espectro € apresentado na Figura 46 do Anexo Il, pg. 362.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & 3,51 (sl, 2H, NHy); 5,29 (sl, 1H, NH); 6,87-7,03 (m,
5H, H-2'/H-6’/H-3/H-5/H-6); 7,19-7,31 (m, 3H, H-3'/H-4/H-5’). O espectro é
apresentado na Figura 47 do Anexo Il, pg. 363.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 113,0 (q, Jer = 3,8 Hz, C-3); 116,4 (q, Jo.r = 3,9
Hz, C-5); 117,1 (C-2’/C-6’); 120,9 (C-4’); 121,1 (C-6); 124,4 (q, Jc-r = 269,9 Hz, CF3);
125,9 (q, Jcr = 32,1 Hz, C-4); 129,5 (C-3'/C-5’); 133,1 (C-2); 139,7 (C-1); 143,3 (C-
1’). O espectro € apresentado na Figura 48 do Anexo Il, pg. 364.

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

( )

CF3
NH,
/©/NH
F (4h)

O composto nao foi purificado devido a formacdo de uma mistura complexa

&

de produtos, com valores de R; muito préximos, o que dificultou o processo de
separagao por cromatografia em coluna de silica gel. Assim, esta amina nao
purificada foi utilizada na etapa subsequente, o0 que nao prejudicou a preparagao da

correspondente diamida.
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N-(4-clorofenil)-4-(trifluorometil)benzeno-1,2-diamina

( )

3

| (4i)

. /

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

eluida com hexano-acetato de etila (3:1 v/v).
CCD: R = 0,26 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).
T: = 106,3-107,4 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3431, 3352, 3294, 1624, 1587, 1522, 1434, 1337, 1239, 1110,
1086. O espectro € apresentado na Figura 49 do Anexo I, pg. 365.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 3,49 (s, 2H, NH,); 5,32 (sl, 1H, NH); 6,75-6,80 (m,
2H, H-5 e H-6); 6,99-7,02 (m, 2H, H-2' e H-6'); 7,14-7,23 (m, 3H, H-3'/H-5"/H-3). O

espectro € apresentado na Figura 50 do Anexo Il, pg. 366.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 113,1 (q, Jer = 3,8 Hz, C-3); 116,4 (q, Jo.r = 3,9
Hz, C-5); 118,0 (C-2'/C-6’); 121,6 (C-6); 124,2 (q, Jc-r = 269,9 Hz, CF3); 125,5 (C-4’);
126,5 (q, Jc.r = 32,2 Hz, C-4); 129,4 (C-3'/C-5); 132,4 (C-2); 139,9 (C-1); 142,1 (C-
1’). O espectro € apresentado na Figura 51 do Anexo Il, pg. 367.

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

( )

CF3

NH,
NH

H,CO

(4j)
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O composto nao foi purificado devido a formacdo de uma mistura complexa
de produtos, com valores de R; muito préximos, o que dificultou o processo de
separagao por cromatografia em coluna de silica gel. Assim, esta amina néo
purificada foi utilizada na etapa subsequente, 0 que nao prejudicou a preparagao da

correspondente diamida.

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

( )

CF;

NH,

o

(4k)

H,C

O composto nao foi purificado devido a formacdo de uma mistura complexa
de produtos, com valores de Ry muito préximos, o que dificultou o processo de
separagao por cromatografia em coluna de silica gel. Assim, esta amina néo
purificada foi utilizada na etapa subsequente, 0 que nao prejudicou a preparacao da

correspondente diamida.

2.4.2.3 Sintese do acido 2-benzamido-3-fenilpropandico

: (7a)

A um baldo de fundo redondo (100 mL) foram adicionados 5,00 mL de
acetonitrila, 15,0 mL de agua destilada, 0,500 g (3,00 mmol) de fenilalanina 5a e
0,480 g (1,20 mmol) de hidréxido de sodio a 0 °C. Em seguida adicionou-se cloreto
de benzoila 6 (0,500 mL; 3,15 mmol) gota a gota. Apds a adicdo completa do
cloreto de benzoila, a mistura de reagdo permaneceu sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por mais duas horas. Apés o término da reagéo, a mistura foi

concentrada sob pressao reduzida para remogao de acetonitrila e em seguida
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neutralizada com acido cloridrico concentrado. O sodlido formado foi filtrado e
posteriormente recristalizado em uma mistura de hexano-acetato de etila (1:1 v/v),
resultando na obtencdo da substancia 7a em 76% de rendimento (0,617 g; 2,30

mmol).

Caracteristica: solido branco.

CCD: R¢ = 0,16 (hexano-acetato de etila 1:2 v/v).
Ts = 175,4-176,5 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3527, 3340, 3028, 2910, 1714, 1634, 1518, 1490, 1240, 1190.

O espectro € apresentado na Figura 2.11, pg. 126.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) & 3,02-3,22 (m, 2H, H-7"): 4,57-4,65 (m, 1H, H-8');
7,14-7,32 (m, 5H, H-2'/H-3'/H-4'/H-5'/H-6"); 7,41-7,53 (m, 3H, H-3/H-4/H-5); 7,78 (d,
2H, J = 8,1 Hz, H-2 e H-6); 8,71 (d, 1H, J = 8,1 Hz, NH); 12,8 (sl, 1H, COOH). O

espectro € apresentado na Figura 2.12, pg. 127.

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds) & 36,7 (C-7’); 54,7 (C-8');126,8 (C-4’); 127,8 (C-
2/C-6); 128,6 (C-3/C-5); 128,7 (C-3'/C-5); 129,5 (C-2'/C-6’); 131,8 (C-4); 134,3 (C-1);
138,6 (C-1’); 166,8 (C=0); 173,7 (COOH). O espectro é apresentado na Figura 2.13,
pg. 128.

Para a sintese do aminoacido benzoilado 7b, empregou-se a
mesma metodologia descrita para a preparagdo do composto 7a. Na
Tabela 2.3 (pg. 67) estdo descritas as informagbes referentes as reagdes de

preparagao dos compostos 7a e 7b.
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Tabela 2.3 - Informacgdes sobre as reagcdes conduzidas para preparagao dos compostos 7a e 7b

o) o} R
R 1. NaOH, CH;CN/H,0 oH
)\ . Cl 0°C—dta N
H,N COOH 2. HCI o
(5a) R =Bn p (7a) R = Bn
(5b)R=H (6) (7Tb)R=H
Massa de Massade Volume de Volume Massa de
Aminoacido/ cloreto de o . Tempo de Rendimento
Composto massa (g) benzoila NaOH acetonitrila de agua reacio (h) produto (%)
g @) (9) (mL) (mL) ¢ obtida (g) °
7a Fenilalanina/0,500 0,443 0,480 5,0 15,0 2,5 0,617 76
7b Glicina/0,500 0,983 1,07 15,0 45,0 2,5 1,00 84
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A estrutura do composto 7b € suportada pelos dados apresentados a seguir.

Acido 2-benzamidoetanéico

(0]
2 8
1 9 OH
@Amr
4 (0]

2" (7b)

Caracteristica: solido branco purificado por recristalizagcéo utilizando acetona.
CCD: R = 0,20 (hexano-acetato de etila 1:2 v/v).
T: = 184,2-185,3 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3336, 3072, 2935, 1740, 1599, 1554, 1489, 1256, 1177. O

espectro € apresentado na Figura 52 do Anexo Il, pg. 368.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 3,93 (d, 2H, J = 6,0 Hz, H-8); 7,48 (t, 2H, J=7,4
Hz, H-3 e H-5); 7,55 (t, 1H, J = 7,2 Hz, H-4); 7,88 (d, 2H, J = 7,2 Hz, H-2 e H-6); 8,85
(t, 1H, J = 5,8 Hz, NH); 12,6 (sl, 1H, COOH). O espectro € apresentado na Figura 53
do Anexo I, pg. 369.

RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) & 41,7 (C-8); 127,7 (C-2/C-6); 128,8 (C-3/C-5);
131,9 (C-4); 134,3 (C-1); 166,9 (C-7); 171,8 (C-9). O espectro & apresentado na
Figura 54 do Anexo I, pg. 370.

2.4.2.4 Sintese do 4-benzil-2-feniloxazol-5(4H)-ona

A um baldo de duas vias de 25,0 mL, previamente flambado e sob atmosfera
inerte contendo N, adicionaram-se 0,432 g (1,61 mmol) de acido 2-benzamido-3-
fenilpropandico (7a) e 12,0 mL de diclorometano anidro. Em seguida o sistema foi

colocado em banho de gelo e adicionou-se 0,324 g (1,69 mmol) de cloridrato de 1-
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etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodiimida (EDC). A mistura de reagdo permaneceu
sob agitagdo magnética por 1 hora e posteriormente a solugéo foi lavada com agua
gelada (7x20,0 mL). A fase organica resultante foi seca com sulfato de sddio anidro,
fitrada e concentrada sob pressdo reduzida. N&o foi necessario purificagao,

obtendo-se a substéncia 8a com 89% de rendimento (0,359 g; 1,43 mmol).
Caracteristica: solido branco.

CCD: Rf = 0,49 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

T = 64,4-65,3 °C.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl) & 3,21 (dd, 1H, J = 14,0 Hz e J = 6,6 Hz, H-9a); 3,40
(dd, 1H, J=14,0 Hz e J = 5,0 Hz, H-9b); 4,71 (dd, 1H, J=6,6 Hz e J = 5,0 Hz, H-8);
7,23-7,30 (m, 5H, H-2’/H-3'/H-4’/|H-5'/H-6"); 7,44-7,49 (m, 2H, H-3 e H-5); 7,54-7,59
(m, 1H, H-4); 7,93-7,96 (m, 2H, H-2 e H-6). O espectro é apresentado na Figura
2.14, pg. 131.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 37,3 (C-9); 66,5 (C-8); 125,8 (C-1); 127,2 (C-4);
127,9 (C-2 e C-6); 128,4 (C-3' e C-5); 128,7 (C-3 e C-5); 129,6 (C-2' e C-6’); 132,7
(C-4); 135,4 (C-1°); 161,7 (C-7); 177,5 (C=0). O espectro é apresentado na Figura
2.15, pg. 132.

Para a sintese da azalactona 8b, empregou-se a mesma metodologia descrita
para a preparacao do composto 8a. Na Tabela 2.4 (pg. 70) estdo descritas as

informacgdes referentes a esta reagéao.
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Tabela 2.4 - Informagdes sobre as reacdes conduzidas para preparacdo dos

compostos 8a e 8b

0]
(0] R R
OH (0]
H EDC, CH,Cl, _—N
—_—
(0] 0°C
(7a) R =Bn (8a) R =Bn
(7Tb)R=H (8b)R=H

Tempo  Massa

. C Massa .
Composto Arilaminoacido/ de EDC de~ de Rend(l’mento
massa (g) @) reagdo produto (%)
(h) (9)
8a 7a/0,432 0,324 1 0,359 89
8b 7b/0,400 0,449 1 0,300 84

A estrutura do composto 8b é suportada pelos dados apresentados a seguir.

2-feniloxazol-5-(4H)-ona

)
0

o>\9\l8

=N
1/ 7

Caracteristica: sélido alaranjado.
T: = 89,3-90,1 °C
CCD: R = 0,48 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) & 4,31 (s, 2H, H-8); 7,40 (t, 2H, J = 7,0 Hz, H-3 e H-
5); 7,50 (t, 1H, J = 7,5 Hz, H-4); 7,90 (d, 2H, J = 8,0 Hz, H-2 e H-6). O espectro é
apresentado na Figura 55 do Anexo Il, pg. 371.
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2.4.2.5 Sintese da N-(1-((2-((4-bromofenil)amino)-5-(trifluorometil)fenil)amino)-1-

oxo-3-fenilpropan-2-il)benzamida

O procedimento descrito a seguir foi baseado no trabalho publicado por
Pereira e colaboradores (2014).

Em um frasco de 5,0 mL previamente flambado e sob atmosfera de N, foram
adicionados 0,100 g (0,398 mmol) de 4-benzil-2-feniloxazol-5(4H)-ona (8a) e 9,25
mg (0,0398 mmol) de (t)-acido canforsulfénico (ACS). Em seguida adicionou-se
0,138 g (0,418 mmol) de N-4-(bromofenil)-4-(trifluorometil)lbenzeno-1,2-diamina 4a
dissolvida em 1,00 mL de diclorometano anidro. A mistura de reacao foi mantida a
temperatura ambiente, sem agitacdo magnética, e sob atmosfera de N, por 3
minutos. A reac¢ao foi monitorada por CCD e apds o término da reacdo a mistura foi
diluida em diclorometano (10,0 mL) e lavada com solugdo saturada de bicarbonato
de sédio (5,00 mL). A fase organica resultante foi seca com sulfato de sddio 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 (3:1 v/v),

obtendo-se a substancia 9a com 78% de rendimento (0,180 g; 0,309 mmol).
Caracteristica: solido branco.

CCD: Rf = 0,25 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).

T; = 206,4-207,2 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3317, 3082, 3032, 2926, 1681, 1632, 1545, 1513, 1486, 1331,
1242, 1157, 1109, 1073. O espectro é apresentado na Figura 56 do Anexo I, pg.
372.
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RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de) & 3,06-3,20 (m, 2H, H-3); 4,75-4,83 (m, 1H, H-2);
7,01 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-2” e H-6"); 7,16-7,75 (m, 14H, H-3'/H-4’/H-6’/H-3"/H-5"/H-
5/H-6/H-7/H-8/H-9/H-13/H-14/H-15 e NH); 7,81 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-12 e H-16); 8,79
(d, 1H, J = 6,9 Hz, NH); 9,73 (s, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 57 do
Anexo Il, pg. 373.

RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) & 36,9 (C-3); 56,4 (C-2); 112,9 (C-4"); 117,9 (C-
3’); 120,7 (C-2"/C-6"); 121,0 (q, Jc-r = 32,1 Hz, C-5°); 123,1 (Qap, Jc-F = 3,8 Hz, C-6’);
123,6 (Qap, Jc-F = 3,5 Hz, C-4’); 124,8 (Qap, Jc-r = 269,3 Hz, CF3); 126,8 (C-7); 127,9
(C-14); 128,0 (C-12/C-16); 128,6 (C-13/C-15); 128,7 (C-6/C-8); 129,7 (C-5/C-9);
132,0 (C-1’); 132,4 (C-3”/C-5"); 134,0 (C-11); 138,4 (C-4); 140,7 (C-2’); 142,0 (C-1");
167,5 (C-10); 171,6 (C-1). O espectro € apresentado na Figura 58 do Anexo I, pg.
374.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para Cy9H2302N3BrF3, 580,08475; encontrado: 580,08661. O espectro € apresentado
na Figura 59 do Anexo Il, pg. 375.

Para a sintese das diamidas 9b-9k e 10a-10k empregou-se a mesma metodologia
descrita para a preparacao do composto 9a. Na Tabela 2.5 (pg. 73) estao descritas

as informacdes referentes a estas reacoes.
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Tabela 2.5 - Informacgdes sobre as reagdes conduzidas para preparacao dos compostos 9a-9k e 10a-10k

3
R1
/N

(8a) R1 = R2 = amina
(8b)R!'=H (4a-4k)

(;t) ACS
CH2C12

Iz

o)
H
)‘\(N
R? (o]

Quando R' = Bn (92-9k)
Quando R!'=H (10a-10k)

Trifluorometilaril

Tempo de

Massa de

Composto xaslgzt(onr:gg anilina/ Mass(amc;e) ACS reacao produto Ren(z(i’/r:;ento
massa (mg) (min) (mg)
9a 8a/100 4a/138 9,25 03 180 78
9b 8a/100 4b/102 9,25 05 144 73
9c 8a/120 4c¢/116 11,1 20 179 93
9d 8a/85 4d/88 7,87 15 150 89
9e 8a/126 4e/122 12,0 15 204 84
of 8a/100 4f/108 9,24 01 152 75
9g 8a/170 49/179 15,7 01 292 86
9h 8a/180 4h/203 17,0 04 283 76
9i 8a/120 4i/144 11,1 06 221 86
9j 8a/140 4j/165 13,0 06 166 71
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Tabela 2.5 — Cont.

Trifluorometilaril

Tempo de

Massa de

Composto r;AlzaslsaaCt(c:ga) anilina/ Mass(am(:B ACS reacao produto Ren(z(i)/r:;ento
massa (mg) (min) (mg)
9k 8a/120 4k/134 11,0 03 206 83
10a 8b/58 4a/124 8,29 03 125 71
10b 8b/117 4b/186 16,8 01 203 69
10c 8b/110 4¢/165 16,0 15 185 70
10d 8b/120 4d/193 17,3 15 212 70
10e 8b/140 4e/212 20,2 20 258 75
10f 8b/147 4f/247 21,2 10 276 72
10g 8b/140 49/230 20,2 50 297 83
10h 8b/120 4h/211 17,3 02 221 69
10i 8b/114 4i/212 16,4 02 231 73
10j 8b/115 4j/212 16,6 60 253 80
10k 8b/110 4k/191 16,0 10 237 81
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As estruturas dos compostos 9b-9k e 10a-10k sdo suportadas pelos dados

apresentados a seguir.

N-(1-oxo-3-fenil-1-((2-(piperidin-1-il)-5-(trifluorometil)fenil)Jamino)propan-2-

illbenzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
CCD: Rf = 0,35 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
T;=157,1-157,9 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3288, 3066, 2935, 2808, 1685, 1642, 1530, 1436, 1334, 1261,
1117, 1026. O espectro é apresentado na Figura 60 do Anexo Il, pg. 376.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 1,32-1,54 (m, 6H, H-2"/H-3"/H-4"); 2,64-2,74
(m, 4H, H-1” e H-5"); 3,11-3,17 (m, 2H, H-3); 4,94-5,00 (m, 1H, H-2); 7,15-7,57 (m,
10H, H-3'/H-4’/H-5/H-6/H-7/H-8/H-9/H-13/H-14/H-15); 7,86 (d, 2H, J=7,6 Hz, H-12 e
H-16); 8,53 (s, 1H, H-6’); 9,01 (d, 1H, J = 7,6 Hz, NH); 9,37 (s, 1H, NH). O espectro é
apresentado na Figura 61 do Anexo I, pg. 377.

RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) &: 23,8 (C-3"); 25,9 (C-2” e C-4”); 36,6 (C-3); 53,0
(C-1"e C-5"); 56,4 (C-2); 116,6 (q, Jc.r = 3,6 Hz, C-6"); 121,4 (q, Jcr = 3,7 Hz, C-4’);
121,7 (C-3’); 123,3 (q, Jc.r = 270,0 Hz, CF3); 124,6 (q, Jcr = 31,7 Hz, C-5); 126,8
(C-1"); 127,9 (C-12/C-16); 128,7 (C-13/C-15); 128,8 (C-6/C-8); 129,6 (C-5/C-9); 132,2
(C-7); 133,3 (C-14); 133,8 (C-11); 138,6 (C-4); 147,3 (C-2’); 167,1 (C-10); 170,8 (C-
1). O espectro é apresentado na Figura 62 do Anexo I, pg. 378.
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ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado
para CigH2sO2N3F3, 496,22119; encontrado: 496,22119. O espectro € apresentado
na Figura 63 do Anexo Il, pg. 379.

N-(1-oxo-3-fenil-1-((2-(pirrolidin-1-il)-5-(trifluorometil)fenil)amino)propan-2-

illbenzamida

(9¢)

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

eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
CCD: R = 0,18 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
T:=219,4-219,8 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3292, 3066, 2939, 2812, 1687, 1642, 1530, 1436, 1334, 1261,
1117, 1026. O espectro é apresentado na Figura 64 do Anexo Il, pg. 380.

RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) & 1,76 (m, H-2” e H-3"); 3,09-3,24 (m, 6H, H-1"/H-
4”/H-3); 4,87-4,93 (m, 1H, H-2); 6,87 (dsp, 1H, J = 8,8 Hz, H-3’); 7,18-7,55 (m, 10H,
H-4’/H-6'/H-5/H-6/H-7/H-8/H-9/H-13/H-14/H-15); 7,85 (dap, 2H, J = 6,8 Hz, H-12 e H-
16); 8,79 (dap, 1H, J = 8,0 Hz, NH); 9,66 (s, 1H, NH). O espectro é apresentado na
Figura 65 do Anexo Il, pg. 381.

RMN de *C (100 MHz, DMSO-d¢) & 25,4 (C-2” e C-3”); 37,1 (C-3); 50,2 (C-1"e C-
4”); 55,9 (C-2); 115,7 (C-3’); 117,5 (q, Jc-r = 32,1 Hz, C-5’); 123,9 (Qap, Jc-F = 3,7 Hz,
C-6’); 124,4 (C-7); 125,6 (Qap, Jc-r = 3,2 Hz, C-4’); 126,8 (C-1"); 127,9 (C-12 e C-16);
128,0 (Qap, Jc-r = 269,0 Hz, CF3); 128,6 (C-13 e C-15); 128,7 (C-6 e C-8); 129,8 (C-5
e C-9); 131,9 (C-14); 134,3 (C-11); 138,6 (C-4); 147,9 (C-2’); 166,9 (C-10); 171,4 (C-
1). O espectro é apresentado na Figura 66 do Anexo II, pg. 382.
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ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado
para Cy7H2602N3F3, 482,20554; encontrado: 482,20510. O espectro € apresentado
na Figura 67 do Anexo Il, pg. 383.

N-(1-((2-morfolino-5-(trifluorometil)fenil)amino)-1-oxo-3-fenilpropan-2-

illbenzamida

(gd) 8 7

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

eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v).
CCD: Rf = 0,20 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).
T;=161,7-162,4 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3288, 3062, 2960, 2827, 1682, 1639, 1530, 1434, 1329, 1255,
1112, 1074. O espectro é apresentado na Figura 68 do Anexo Il, pg. 384.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 2,78 (tap, 4H, J=4,2 Hz, H-1” e H-4"); 3,12-3,18
(m, 2H, H-3); 3,62 (tap, 4H, J = 4,2 Hz, H-2” e H-3"); 4,92-4,98 (m, 1H, H-2); 7,18-
7,55 (m, 10H, H-3'/H-4’/H-5/H-6/H-7/H-8/H-9/H-13/H-14/H-15); 7,85 (d, J = 7,6 Hz, H-
12 e H-16); 8,44 (s, 1H, H-6’); 9,01 (d, J = 8,0 Hz, NH); 9,43 (s, 1H, NH). O espectro
€ apresentado na Figura 69 do Anexo Il, pg. 385.

RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) & 36,4 (C-3); 51,8 (C-1” e C-4”); 56,4 (C-2); 66,4
(C-2” e C-3”); 117,6 (Qap, Jcr = 3,7 Hz, C-6); 121,5 (C-3’); 121,7 (Qap, Jcr = 3,5 Hz,
C-4’); 124,7 (q, Jo.r = 269,9 Hz, CF3); 124,8 (q, Jcr = 31,6 Hz, C-5"); 126,9 (C-1');
127,9 (C-12 e C-16); 128,7 (C-13 e C-15); 128,9 (C-6 e C-8); 129,7 (C-5 e C-9);
132,3 (C-7); 133,1 (C-14); 133,7 (C-11); 138,6 (C-4); 146,3 (C-2’); 167,2 (C-10);
170,9 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 70 do Anexo Il, pg. 386.
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ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado
para Cy7H2603N3F3, 498,20045; encontrado: 498,20026. O espectro € apresentado
na Figura 71 do Anexo Il, pg. 387.

N-(1-((2-(dietilamino)-5-(trifluorometil)fenilllJamino)-1-oxo-3-fenilpropan-2-

illbenzamida

(9e)

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

eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
CCD: R = 0,25 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
T¢ = 155,9-156,2 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3311, 3062, 2976, 2823, 1662, 1629, 1530, 1434, 1332, 1265,
1119, 1078. O espectro é apresentado na Figura 72 do Anexo Il, pg. 388.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & 0,76 (t, 6H, J = 7,2 Hz, H-2” e H-3"); 2,82 (q,
4H, J =6,9 Hz, H-1" e H-4"); 3,11-3,18 (m, 1H, H-3a); 3,36-3,40 (m, 1H, H-3b); 4,90-
4,95 (m, 1H, H-2); 7,16-7,58 (m, 10H, H-5/H-6/H-7/H-8/H-9/H-13/H-14/H-15/H-4'/H-
3"; 7,85 (d, 2H, J = 7,2 Hz, H-12/H-16); 8,61 (s, 1H, H-6’); 9,06 (d, 1H, J = 7,6 Hz,
NH); 9,68 (s, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 73 do Anexo I, pg. 389.

RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) & 12,2 (C-2” e C-3”); 36,1 (C-3); 47,8 (C-1" e C-
47); 56,4 (C-2); 115,7 (q, Jer = 3,7 Hz, C-6’); 120,7 (q, Jc.r = 3,6 Hz, C-4’); 124,7 (C-
3’); 124,71 (Qap, Jcr = 270,2 Hz, CF3); 125,4 (q, Jc-r = 31,5 Hz, C-5’); 126,8 (C-1);
127,8 (C-12 e C-16); 128,7 (C-13 e C-15); 128,8 (C-6 e C-8); 129,5 (C-5 e C-9);
132,2 (C-7); 133,9 (C-14); 136,0 (C-11); 138,7 (C-4); 143,7 (C-2’); 167,4 (C-10);
170,6 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 74 do Anexo Il, pg. 390.
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ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para Cy7H2802N3F3, 482,20554; encontrado: 482,20677. O espectro € apresentado
na Figura 75 do Anexo Il, pg. 391.

N-(1-((2-(ciclohexilamino)-5-(trifluorometil)fenil)Jamino)-1-oxo-3-fenilpropan-2-

illbenzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v).
CCD: R = 0,41 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).
T: = 232,6-233,2 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3386, 3240, 3062, 2929, 2852, 1679, 1632, 1535, 1491, 1443,
1327, 1255, 1114, 1067. O espectro é apresentado na Figura 76 do Anexo Il, pg.
392.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 1,14-1,38 (m, 6H, H-3"/H-4"/H-5"); 1,58-1,93
(m, 5H, H-1"/H-2"/H-6"); 3,14-3,18 (m, 2H, H-3); 4,68-4,73 (m, 1H, H-2); 5,18 (d, 1H,
J = 8,0 Hz, NH); 6,76 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3’); 7,08-7,57 (m, 10H, H-4’/H-6’/H-5/H-
6/H-7/H-8/H-9/H-13/H-14/H-15); 7,89 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-12 e H-16); 8,89 (d, 1H, J
= 6,4 Hz, NH); 9,57 (s, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 77 do Anexo II,
pg. 393.

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-dé) & 24,8 (C-3” e C-5); 25,9 (C-4”); 32,7 (C-2"e C-
6”); 37,0 (C-3); 50,7 (C-2); 56,7 (C-1”); 110,7 (C-3'); 114,8 (q, Jo.r = 32,0 Hz, C-5);
1244 (Gap, Jor = 3,7 Hz, C-6"); 124,9 (Qap, Jo.r = 3,8 Hz, C-4); 125,5 (Gap, Jor =
268,3 Hz, CF3); 126,9 (C-1'); 128,0 (C-12 e C-16); 128,6 (C-13 e C-15); 128,7 (C-6 e
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C-8); 129,8 (C-5 e C-9); 132,0 (C-14); 134,0 (C-11); 138,3 (C-4); 146,2 (C-2’); 167,5
(C-10); 171,5 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 78 do Anexo I, pg. 394.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para Cy9H3002N3F3, 508,22119; encontrado: 508,22212. O espectro € apresentado
na Figura 79 do Anexo Il, pg. 395.

N-(1-oxo-3-fenil-1-((2-(fenilamino)-5-(trifluorometil)fenil)Jamino)propan-2-

illbenzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (3:1 v/v).
CCD: Rf = 0,22 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).
T = 206,3-207,4 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3336, 3221, 3062, 3032, 1677, 1622, 1532, 1489, 1328, 1254,
1107, 1070. O espectro é apresentado na Figura 80 do Anexo Il, pg. 396.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & 3,12-3,22 (m, 2H, H-3); 4,79-4,85 (m, 1H, H-2);
6,97-7,57 (m, 16H, H-5/H-6/H-7/H-8/H-9/H-2"/H-3"/H-4"/H-5"/H-6"/H-13/H-14/H-
15/H-3'/H-4'/NH); 7,65 (s, 1H, H-6"); 7,86 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-12/H-16); 8,87 (d, 1H,
J =6,8 Hz, NH); 9,80 (s, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 81 do Anexo
I, pg. 397.

RMN de "*C (100 MHz, DMSO-de) & 37,0 (C-3); 56,5 (C-2); 116,4 (C-3); 119,6 (C-2”
e C-6”); 119,9 (q, Jor = 32,0 Hz, C-5'); 122,3 (C-4”); 123,4 (Qap, Jo.r = 3,7 Hz, C-6);
123,8 (Gap, Jor = 3,7 Hz, C-4"); 125,0 (Gap, Jo.r = 269,0 Hz, CF3); 126,8 (C-1'); 126,9
(C-7); 128,0 (C-12 e C-16); 128,6 (C-13 e C-15); 128,7 (C-3” e C-5"); 129,8 (C-5 e
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C-9); 132,0 (C-14); 134,1 (C-11); 138,4 (C-4); 141,8 (C-2’); 142,2 (C-17); 167,5 (C-
10); 171,6 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 82 do Anexo I, pg. 398.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para CogH2402N3F3, 502,17424; encontrado: 502,17555. O espectro € apresentado
na Figura 83 do Anexo Il, pg. 399.

N-(1-((2-((4-fluorofenil)amino)-5-(trifluorometil)fenil)Jamino)-1-oxo-3-fenilpropan-

2-il)benzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (3:1 v/v).
CCD: Rf = 0,23 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).
T; = 202,2-202,8 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3327, 3209, 3066, 3034, 1677, 1622, 1535, 1504, 1437, 1328,
1215, 1108, 1070. O espectro é apresentado na Figura 2.16, pg. 136.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d¢) & 3,12-3,23 (m, 2H, H-3); 4,79-4,84 (m, 1H, H-2);
7,15-7,54 (m, 15H, H-3'/H-4’/H-2"/H-3"/H-5"/H-6"/H-5/H-6/H-7/H-8/H-9/H-13/H-14/H-
15 e NH); 7,63 (s, 1H, H-6’); 7,84-7,86 (m, 2H, H-12 e H-16); 8,88 (d, 1H, J = 7,2 Hz,
NH); 9,78 (s, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 2.17, pg. 137.

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) & 37,0 (C-3); 56,5 (C-2); 115,6 (C-3'); 116,4 (d,
Jor = 22,3 Hz, C-3" € C-5”); 119,6 (q, Jo.r = 32,0 Hz, C-5); 122,1 (d, Jo.r = 22,3 Hz,
C-2” e C-6”); 123,5 (Qap, Jor = 3,6 Hz, C-6"); 123,9 (Qap, Jo.r = 3,6 Hz, C-4); 125,0
(q, Jor = 269,2 Hz, CF3); 126,4 (C-1'); 126,9 (C-7); 128,0 (C-12/C-16); 128,6 (C-
13/C-15); 128,7 (C-6/C-8); 129,8 (C-5/C-9); 132,0 (C-14); 134,1 (C-11); 138,36 (C-4);
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138,42 (d, Jor = 2,2 Hz, C-17); 142,4 (C-2’); 158,1 (d, Jcr = 237,1 Hz, C-4"); 167,5
(C-10); 171,6 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 2.18, pg. 138.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para CogH2302N3F4, 520,16481; encontrado: 520,16558. O espectro € apresentado
na Figura 2.19, pg. 139.

N-(1-((2-((4-clorofenil)amino)-5-(trifluorometil)fenil)amino)-1-oxo-3-fenilpropan-

2-il)benzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (3:1 v/v).
CCD: R = 0,26 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).
T: = 205,4-206,6 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3302, 3032, 1672, 1632, 1517, 1488, 1436, 1329, 1253, 1106,
1073. O espectro € apresentado na Figura 84 do Anexo I, pg. 400.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & 3,12-3,21 (m, 2H, H-3); 4,79-4,84 (m, 1H, H-2);
7,09 (d, 2H, J = 8,8 Hz, H-2” e H-6"); 7,19-7,65 (m, 13H, H-5/H-6/H-7/H-8/H-9/H-
3"/H-5"/H-13/H-14/H-15/H-3'/H-4'/NH); 7,79 (s, 1H, H-6"); 7,84 (d, 2H, J = 7,2 Hz, H-
12 e H-16); 8,86 (d, 1H, J = 6,8 Hz, NH); 9,78 (s, 1H, NH). O espectro é apresentado
na Figura 85 do Anexo Il, pg. 401.

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) & 37,0 (C-3); 56,4 (C-2); 117,7 (C-3'); 120,4 (C-2”
e C-6"); 120,9 (q, Jo-r = 32,0 Hz, C-5'); 123,1 (qGap, Jo.r = 3,7 Hz, C-6); 123,8 (qap, J-
F= 4,1 Hz, C-4); 124,9 (Qap, Jor = 269,2 Hz, CF3); 126,9 (C-1'); 127,8 (C-7); 128,0
(C-12 e C-16); 128,6 (C-13 e C-15); 128,7 (C-6 e C-8); 129,6 (C-5 e C-9); 129,8 (C-
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3” e C-57); 132,0 (C-14); 134,1 (C-11); 138,4 (C-4); 140,9 (C-2’); 141,6 (C-17); 167,5
(C-10); 171,6 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 86 do Anexo Il, pg. 402.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para Cy9H2302N3F5Cl, 536,13526; encontrado: 536,13673. O espectro é apresentado
na Figura 87 do Anexo I, pg. 403.

N-(1-((2-((4-metoxifenil)Jamino)-5-(trifluorometil)fenil)Jamino)-1-oxo-3-

fenilpropan-2-il)benzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (3:1 v/v).
CCD: Rf = 0,23 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).
T; = 218,5-219,5 °C.

IV (ATR) Vimax (cm'1): 3336, 3219, 3186, 3066, 2935, 2841, 1677, 1615, 1531, 1509,
1439, 1328, 1258, 1102, 1069. O espectro é apresentado na Figura 88 do Anexo I,
pg. 404.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & 3,14-3,25 (m, 2H, H-3); 4,80-4,85 (m, 1H, H-2);
6,92 (d, 2H, J = 8,8 Hz, H-3” e H-5"); 7,07 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3’); 7,12 (d, 2H, J =
8,8 Hz, H-2” e H-6"); 7,19-7,56 (m, 11H, H-5/H-6/H-7/H-8/H-9/H-13/H-14/H-15/H-
4'/H-6'/NH); 7,86 (d, 2H, J = 7,2 Hz, H-12 e H-16); 8,87 (d, 1H, J = 6,8 Hz, NH); 9,72
(s, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 89 do Anexo I, pg. 405

RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) & 37,1 (C-3); 55,7 (OCHs); 56,5 (C-2); 113,8 (C-
3’); 115,2 (C-3” e C-5”); 118,2 (q, Jor = 32,0 Hz, C-5); 123,6 (C-2” e C-6”); 123,8
(C-6"); 124,1 (Qap, Jo.r = 3,2 Hz, C-4); 124,9 (C-1'); 125,1 (Qap, Jor = 271,4 Hz, CF3);
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126,9 (C-7); 128,0 (C-12 e C-16); 128,6 (C-13 e C-15); 128,7 (C-5 e C-9); 129,8 (C-6
e C-8); 132,0 (C-14); 134,2 (C-11); 134,4 (C-17); 138,4 (C-4); 143,9 (C-2’); 155,9 (C-
4); 167,6 (C-10); 171,6 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 90 do Anexo I,
pg. 406.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para CzoH2603N3F3, 532,18480; encontrado: 532,18602. O espectro é apresentado
na Figura 91 do Anexo Il, pg. 407.

N-(1-oxo-3-fenil-1-((2-(p-tolilamino)-5-(trifluorometil)fenil)amino)propan-2-

illbenzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v).
CCD: R = 0,38 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).
T: = 214,8-215,3 °C.

IV (ATR) Vnax (cm'1): 3346, 3219, 3186, 3066, 3024, 2926, 2862, 1673, 1616 1534,
1433, 1328, 1246, 1100, 1069. O espectro é apresentado na Figura 92 do Anexo I,
pg. 408.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & 2,27 (s, 3H, CHs); 3,13-3,23 (m, 2H, H-3); 4,78-
4,84 (m, 1H, H-2): 7,05 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-2" e H-6”); 7,15 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3”
e H-5"); 7,20-7,56 (m, 12H, H-5/H-6/H-7/H-8/H-9/H-13/H-14/H-15/H-3'/H-4'/H-6'/NH);
7,86 (d, 2H, J = 7,2 Hz, H-12 e H-16); 8,87 (d, 1H, J = 6,8 Hz, NH); 9,75 (s, 1H, NH).

O espectro é apresentado na Figura 93 do Anexo I, pg. 409.
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RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds) & 20,9 (CHs); 37,0 (C-3); 56,5 (C-2); 115,1 (C-3);
119,1 (q, Jer = 32,1 Hz, C-5’); 120,6 (C-2” e C-6”); 123,6 (Qap, Jcr = 3,6 Hz, C-6');
123,9 (Qap, Jcr = 3,6 Hz, C-4"); 125,0 (Qap, Jc-F = 268,9 Hz, CF3); 125,9 (C-1’); 126,9
(C-7); 128,0 (C-12 e C-16); 128,6 (C-13 e C-15); 128,7 (C-6 e C-8); 129,8 (C-5 e C-
9); 130,3 (C-3” e C-5”); 131,8 (C-14); 132,0 (C-4"); 134,1 (C-11); 138,4 (C-4); 139,3
(C-17); 142,7 (C-2’); 167,5 (C-10); 171,6 (C-1). O espectro € apresentado na Figura
94 do Anexo I, pg. 410.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para C3oH2602N3F3, 516,18989; encontrado: 516,19075. O espectro € apresentado
na Figura 95 do Anexo Il, pg. 411.

N-(2-((2-((4-bromofenil)amino)-5-(trifluorometill)fenil)amino)-2-

oxoetil)benzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (1:1 v/v).
CCD: Rf = 0,30 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
T =191,4-192,1 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3419, 3336, 3249, 3084, 3039, 1677, 1643, 1521, 1484, 1433,
1347, 1217, 1161, 1099. O espectro € apresentado na Figura 96 do Anexo Il, pg.
412.

RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) & 4,12 (d, 2H, J = 5,6 Hz, 2H-2); 7,06 (dap, 2H, J =
8,8 Hz, H-2" e H-6"); 7,37 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3'); 7,42 (dd, 1H, J=2,0 Hze J= 8,8
Hz, H-4); 7,36-7,58 (m, 5H, H-6/H-8/H-3"/H-5" € NH); 7,85-7,93 (m, 4H, H-5/H-7/H-
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9/H-6’); 8,94 (t, 1H, J = 5,6 Hz, NH); 9,67 (s, 1H, NH). O espectro é apresentado na
Figura 97 do Anexo I, pg. 413.

RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) & 43,9 (C-2); 112,9 (C-4”); 117,6 (C-3’); 120,88
(C-2” e C-6"); 120,89 (q, Jc-r = 32,0 Hz, C-5'); 122,7 (Qap, Jcr = 3,3 Hz, C-6’); 123,2
(Qap, Je-F = 3,2 Hz, C-4’); 124,9 (Qap, Jc-F = 269,3 Hz, CF3); 127,8 (C-5 e C-9); 127,9
(C-7); 128,8 (C-6 e C-8); 132,0 (C-1"); 132,5 (C-3” e C-57); 134,2 (C-4); 140,4 (C-2°);
142,1 (C-17); 167,4 (C-3); 169,3 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 98 do
Anexo Il, pg. 414.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para CH1702N3F3Br, 490,03780; encontrado: 490,03877. O espectro é apresentado
na Figura 99 do Anexo I, pg. 415.

N-(2-oxo0-2-((2-(piperidin-1-il)-5-(trifluorometill)fenil)amino)etill)benzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v).
CCD: Rf = 0,33 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).
T;=162,7-163,4 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3356, 3330, 3076, 2941, 2827, 1679, 1646, 1518, 1471, 1436,
1333, 1261, 1126, 1099. O espectro é apresentado na Figura 100 do Anexo Il, pg.
416.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 1,27-1,30 (m, 2H, H-3"); 1,39-1,44 (m, 4H, H-2"
e H-4"); 2,68 (t, 4H, J = 5,0 Hz, H-1" e H-5"); 4,14 (d, 2H, J = 6,0 Hz, 2H-2); 7,34 (d,
1H, J = 8,4 Hz, H-3'); 7,41 (dd, 1H, J = 1,8 Hz e J = 8,2 Hz, H-4’); 7,51-7,62 (m, 3H,
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H-6/H-7/H-8); 7,99 (d, 2H, J = 7,2 Hz, H-5 e H-9); 8,57 (s, 1H, H-6’); 9,26-9,28 (m,
2H, 2NH). O espectro € apresentado na Figura 101 do Anexo Il, pg. 417.

RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) &: 23,7 (C-3"); 25,9 (C-2” e C-4”); 44,8 (C-2); 53,1
(C-1” e C-5”); 116,0 (Qap, J = 3,8 Hz, C-6’); 121,2 (Qap, Jc-Fr = 3,7 Hz, C-4’); 121,9 (C-
3"); 124,7 (q, Jor = 270,1 Hz, CF3); 124,8 (q, Jc.r = 31,6 Hz, C-5); 127,9 (C-5 e C-9);
128,9 (C-6 e C-8); 132,3 (C-7); 133,4 (C-1"); 133,5 (C-4); 146,9 (C-2'); 167,3 (C-3);
168,9 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 102 do Anexo I, pg. 418.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para C,1Hx»0.N3F;, 404,15859; encontrado: 404,15938. O espectro € apresentado na
Figura 103 do Anexo II, pg. 419.

N-(2-ox0-2-((2-(pirrolidin-1-il)-5-(trifluorometil)fenil)amino)etill)benzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v).
CCD: R = 0,15 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).
T; = 186,9-187,3 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3342, 3259, 3066, 2983, 2833, 1670, 1640, 1541, 1433, 1331,
1274, 1156, 1084. O espectro é apresentado na Figura 104 do Anexo I, pg. 420.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de) & 1,81-1,84 (m, 4H, H-2” e H-3"); 3,28 (t, 4H, J =
6,2 Hz, H-1” e H-4"); 4,07 (d, 2H, J = 6,0 Hz, 2H-2): 6,89 (d, 1H, J = 8,8 Hz, H-3);
7,36 (dd, 1H, J = 1,8 Hz e J = 8,6 Hz, H-4’); 7,48-7,58 (m, 4H, H-6/H-7/H-8 e H-6");
7,92 (d, 2H, J = 7,2 Hz, H-5 e H-9); 8,91 (t, 1H, J = 5,8 Hz, NH); 9,51 (s, 1H, NH). O

espectro € apresentado na Figura 105 do Anexo Il, pg. 421.
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RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) & 25,4 (C-2” e C-3"); 43,7 (C-2); 50,3 (C-1" e C-
4”); 115,8 (C-3’); 117,6 (q, J = 32,0 Hz, C-5’); 123,8 (Qap, Jc-r = 3,6 Hz, C-6’); 124,6
(C-1’); 125,3 (q, Jc.r = 268,8 Hz, CF3); 125,5 (Qap, Jc-r = 3,7 Hz, C-4’); 127,8 (C-5 e
C-9); 128,8 (C-6 e C-8); 131,9 (C-7); 134,3 (C-4); 147,8 (C-2’); 167,1 (C-3); 169,2 (C-
1). O espectro é apresentado na Figura 106 do Anexo Il, pg. 422.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado
para CyoH2002N3F3, 392,15859; encontrado: 392,15795. O espectro é apresentado
na Figura 107 do Anexo Il, pg. 423.

N-(2-((2-morfolino-5-(trifluorometil)fenil)Jamino)-2-oxoetil)benzamida

[ j (10d)

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

eluida com hexano-acetato de etila (1:1 v/v).
CCD: Rf = 0,20 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
T;=179,9-180,4 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3357, 3302, 3082, 2929, 2858, 1659, 1616, 1520, 1437, 1336,
1259, 1109, 1070. O espectro é apresentado na Figura 108 do Anexo I, pg. 424.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de) & 2,78 (t, 4H, J = 4,6 Hz, H-1" e H-4"); 3,54 (t, 4H,
J=4,6 Hz, H-2” e H-3"); 4,13 (d, 2H, J = 7,2 Hz, CH>); 7,38 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3');
7,45 (dd, 1H, J = 1,8 Hz e J = 8,6 Hz, H-4’); 7,51-7,60 (m, 3H, H-6/H-7/H-8); 7,95-
7,98 (m, 2H, H-5 e H-9); 8,49 (s, 1H, H-6"); 9,24 (t, 1H, J = 5,6 Hz, NH); 9,30 (s, 1H,
NH). O espectro é apresentado na Figura 109 do Anexo I, pg. 425.

RMN de "3C (100 MHz, DMSO-de) & 44,8 (C-2); 51,8 (C-1” € C-4”); 66,4 (C-2” e C-
3"); 117,0 (Gap, Joor = 2,7 Hz, C-6); 121,5 (Qap, Jor = 3,7 Hz, C-4’); 121,7 (C-3');
124,7 (q, Jor = 270,1 Hz, CF3); 125,0 (q, Jor = 31,6 Hz, C-5); 127,8 (C-5 e C-9);
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129,0 (C-6 e C-8); 132,4 (C-7); 133,1 (C-1"); 133,6 (C-4); 145,9 (C-2’); 167,4 (C-3);
168,9 (C-1). O espectro € apresentado na Figura 110 do Anexo Il, pg. 426.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para CyoH2003N3F3, 406,13785; encontrado: 406,13871. O espectro € apresentado
na Figura 111 do Anexo Il, pg. 427.

N-(2-((2-(dietillamino)-5-(trifluorometil)fenil)Jamino)-2-oxoetil)benzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v).
CCD: R = 0,17 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).
T;=73,7-74,4 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3454, 3284, 3062, 2974, 2823, 1666, 1647, 1529, 1460, 1332,
1211, 1113, 1065. O espectro é apresentado na Figura 112 do Anexo I, pg. 428.

RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) & 0,74 (t, 6H, J = 7,0 Hz, 3H-2” e 3H-4"); 2,79 (q,
4H, J=7,2 Hz, 2H-1" e 2H-3"); 4,11 (d, 2H, J = 5,6 Hz, 2H-2); 7,41-7,42 (m, 2H, H-3’
e H-4’); 7,51-7,62 (m, 3H, H-6/H-7/H-8); 7,94-7,96 (m, 2H, H-5 e H-9); 8,59 (s, 1H, H-
6’); 9,32 (t, 1H, J = 5,8 Hz, NH); 9,61 (s, 1H, NH). O espectro € apresentado na
Figura 113 do Anexo I, pg. 429.

RMN de *C (100 MHz, DMSO-de) & 12,2 (C-2” e C-4”); 44,7 (C-2); 47,9 (C-1" e C-
3”); 115,3 (Qap, Jer = 3,6 Hz, C-6'); 120,7 (Qap, Jc-r = 3,6 Hz, C-4’); 124,7 (q, Jc-F =
270,2 Hz, CF3); 124,8 (C-3’); 125,5 (q, Jc.r = 31,6 Hz, C-5); 127,7 (C-5 e C-9); 128,9
(C-6 e C-8); 132,3 (C-7); 133,8 (C-4); 135,9 (C-1"); 143,6 (C-2’); 167,5 (C-3); 168,7
(C-1). O espectro é apresentado na Figura 114 do Anexo I, pg. 430.
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ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para CyoH2202N3F3, 392,15859; encontrado: 392,15968. O espectro € apresentado
na Figura 115 do Anexo Il, pg. 431.

N-(2-((2-(ciclohexilamino)-5-(trifluorometil)fenil)Jamino)-2-oxoetil)benzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v).
CCD: Rf = 0,12 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).
T =172,9-173,3 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3375, 3323, 3066, 2934, 2862, 1687, 1649, 1528, 1486, 1333,
1221, 1106, 1070. O espectro é apresentado na Figura 116 do Anexo I, pg. 432.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 1,17-1,41 (m, 6H, H-3"/H-4"/H-5”); 1,61-1,95
(m, 5H, H-1"/H-2"/H-6"); 4,05 (d, 2H, J = 5,6 Hz, 2H-2); 5,32 (d, 1H, J = 8,0 Hz, NH);
6,78 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3’); 7,32-7,59 (m, 5H, H-6/H-7/H-8/H-4’/H-6"); 7,94 (d, 2H,
J=17,2Hz H-5¢e H-9); 9,01 (t, 1H, J = 5,4 Hz, NH); 9,43 (s, 1H, NH). O espectro é
apresentado na Figura 117 do Anexo Il, pg. 433.

RMN de C (100 MHz, DMSO-ds) & 25,0 (C-3” e C-5"); 26,0 (C-4"); 32,8 (C-2"e C-
6”); 44,1 (C-2); 51,0 (C-1"); 110,8 (C-3’); 114,9 (q, Jc.r = 32,0 Hz, C-5’); 122,7 (C-1’);
124,0 (Qap, Jor = 3,4 Hz, C-6’); 124,5 (qap, Jo-r = 3,8 Hz, C-4’); 125,5 (q, Jcr = 268,1
Hz, CF3); 127,8 (C-5 e C-9); 128,8 (C-6 e C-8); 132,0 (C-7); 134,2 (C-4); 145,7 (C-
2’); 167,5 (C-3); 169,2 (C-1). O espectro € apresentado na Figura 118 do Anexo I,
pg. 434.
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ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para CoH2402N3F3, 418,17424; encontrado: 418,17511. O espectro € apresentado
na Figura 119 do Anexo Il, pg. 435.

N-(2-ox0-2-((2-(fenilamino)-5-(trifluorometil)fenil)amino)etil)benzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (1:1 v/v).
CCD: R = 0,27 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
T¢=173,2-173,8 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3375, 3223, 3066, 2939, 1689, 1643, 1593, 1535, 1488, 1328,
1254, 1107, 1071. O espectro é apresentado na Figura 120 do Anexo I, pg. 436.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & 4,14 (d, 2H, J = 5,6 Hz, 2H-2); 6,98-7,80 (m,
12H, H-6/H-7/H-8/H-2"/H-3"/H-4"/H-5"/H-6"/H-3'/H-4'/H-6'/NH); 7,94 (d, 2H, J = 6,8
Hz, H-5 e H-9); 8,94 (t, 1H, J = 5,6 Hz, NH); 9,67 (s, 1H, NH). O espectro é
apresentado na Figura 121 do Anexo I, pg. 437.

RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) & 43,9 (C-2); 116,3 (C-3’); 119,8 (C-2” e C-6”);
119,9 (q, Jo.r = 32,0 Hz, C-5’); 122,3 (C-4”); 123,1 (Qap, Jo-r = 3,2 Hz, C-6"); 123,4
(Qap, Jor = 3,7 Hz, C-4°); 125,0 (q, Jc-r = 269,1 Hz, CF3); 126,9 (C-1’); 127,8 (C-5 e
C-9); 128,8 (C-6 e C-8); 129,8 (C-3” e C-5"); 131,9 (C-7); 134,3 (C-4); 141,5 (C-2");
142,2 (C-17); 167,4 (C-3); 169,3 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 122 do
Anexo Il, pg. 438.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para CxH1gO2N3F3, 412,12729; encontrado: 412,12851. O espectro é apresentado

na Figura 123 do Anexo Il, pg. 439.
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N-(2-((2-((4-fluorofenil)amino)-5-(trifluorometil)fenil)Jamino)-2-oxoetil)benzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (1:1 v/v).
CCD: R = 0,30 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
T:=170,3-170,8 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3434, 3335, 3211, 3053, 2968, 1681, 1643, 1530, 1509, 1433,
1349, 1214, 1158, 1096. O espectro é apresentado na Figura 124 do Anexo Il, pg.
440.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & 4,14 (d, 2H, J = 5,6 Hz, H-2); 7,18-7,57 (m, 9H,
H-2"/H-3"/H-5"/H-6"/H-3'/H-4'/H-6'/H-7/NH); 7,76 (d, 2H, J = 9,6 Hz, H-6 e H-8); 7,92
(d, 2H, J = 6,8 Hz, H-5 e H-9); 8,94 (t, 1H, J = 5,4 Hz, NH); 9,64 (s, 1H, NH). O

espectro € apresentado na Figura 125 do Anexo Il, pg. 441.

RMN de C (100 MHz, DMSO-d6) & 43,9 (C-2); 115,5 (C-3’); 116,3 (d, J = 22,2 Hz,
C-3"e C-5"); 119,6 (q, Jc-r = 32,0 Hz, C-5’); 122,3 (d, J=7,9 Hz, C-2” e C-6"); 123,2
(Qap, Jer = 3,1 Hz, C-6’); 123,5 (Qap, Jo-Fr = 3,4 Hz, C-4’); 125,0 (q, J = 269,0 Hz, CF3);
126,5 (C-1’); 127,8 (C-5 e C-9); 128,8 (C-6 e C-8); 131,9 (C-7); 134,3 (C-4); 138,5 (d,
J=2,2Hz C-1"); 142,2 (C-2’); 158,1 (d, J = 237,0 Hz, C-4"); 167,4 (C-3); 169,3 (C-
1). O espectro é apresentado na Figura 126 do Anexo I, pg. 442.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para CxH4702N3F4, 430,11786; encontrado: 430,11872. O espectro é apresentado
na Figura 127 do Anexo Il, pg. 443.
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N-(2-((2-((4-clorofenil)amino)-5-(trifluorometil)fenil)Jamino)-2-oxoetil)benzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v).
CCD: Rf= 0,17 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).
T; = 185,9-186,5 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3421, 3336, 3248, 3088, 2931, 1678, 1642, 1523, 1484, 1350,
1221, 1161, 1098. O espectro é apresentado na Figura 128 do Anexo Il, pg. 444.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & 4,13 (d, 2H, J = 5,6 Hz, 2H-2); 7,12 (d, 2H, J =
8,8 Hz, H-2” e H-6"); 7,33-7,59 (m, 7H, H-6/H-8/H-3"/H-5"/H-3'/H-4'/NH); 7,84-7,92
(m, 4H, H-5/H-7/H-9/H-6’); 8,94 (t, 1H, J = 5,6 Hz, NH); 9,66 (s, 1H, NH). O espectro
€ apresentado na Figura 129 do Anexo Il, pg. 445.

RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) & 43,9 (C-2); 117,4 (C-3'); 120,8 (Qap, Jc.r = 32,0
Hz, C-5’); 120,9 (C-2” e C-6"); 122,8 (Qap, Jcr = 3,0 Hz, C-6’); 123,3 (qQap, Jor = 2,6
Hz, C-4’); 124,9 (q, Jc-r = 269,2 Hz, CF3); 125,3 (C-1'/C-4"); 127,8 (C-5 e C-9); 128,8
(C-6 e C-8); 129,6 (C-3” e C-5"); 132,0 (C-7); 134,2 (C-4); 140,6 (C-2°); 141,6 (C-17);
167,4 (C-3); 169,3 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 130 do Anexo I, pg.
446.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para C,H1702N3F3Cl, 446,08831; encontrado: 446,08958. O espectro é apresentado
na Figura 131 do Anexo Il, pg. 447.
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N-(2-((2-((4-metoxifenil)amino)-5-(trifluorometil)fenil)amino)-2-oxoetil)benzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (1:1,5 v/v).
CCD: R = 0,39 (hexano-acetato de etila 1:1,5 v/v).
T; = 146,5-147,8 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3316, 3062, 3005, 2939, 2841, 1669, 1640, 1531, 1506, 1416,
1329, 1257, 1106, 1071. O espectro é apresentado na Figura 132 do Anexo Il, pg.
448.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & 3,76 (s, 3H, OCHs); 4,15 (d, 2H, J = 5,6 Hz, H-
2); 6,97 (d, 2H, J = 8,8 Hz, H-3” e H-5"); 7,06 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-3’); 7,13 (d, 2H, J
= 8,8 Hz, H-2” e H-6"); 7,34 (dd, 1H, J=1,8 Hz e J = 8,6 Hz, H-4’); 7,48-7,59 (m, 5H,
H-6/H-7/H-8/H-6’/NH); 7,93 (d, 2H, J = 7,2 Hz, H-5 e H-9); 8,94 (t, 1H, J = 5,6 Hz,
NH); 9,60 (s, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 133 do Anexo Il, pg. 449.

RMN de *C (100 MHz, DMSO-d6) & 43,9 (C-2); 55,7 (OCHs); 113,7 (C-3’); 115,2
(C-3” e C-5"); 118,2 (q, Jcr = 32,0 Hz, C-5'); 123,5 (Qap, Jc-F = 3,3 Hz, C-6’); 123,805
(C-2” e C-6"); 125,0 (C-1); 126,5 (C-4’); 127,8 (C-5 e C-9); 128,8 (C-6 e C-8); 129,2
(CF3); 131,9 (C-7); 134,3 (C-4); 134,4 (C-17); 143,7 (C-2’); 155,9 (C-4”); 167,4 (C-3);
169,3 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 134 do Anexo I, pg. 450.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para Co3H20O3N3F3, 442,13785; encontrado: 442,13851. O espectro é apresentado
na Figura 135 do Anexo Il, pg. 451.
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N-(2-oxo0-2-((2-(p-tolilamino)-5-(trifluorometil)fenil)Jamino)etil)benzamida

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

eluida com hexano-acetato de etila (1:1 v/v).
CCD: R = 0,38 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
T; = 162,3-163,4 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3375, 3321, 3066, 2922, 2862, 1690, 1644, 1578, 1533, 1486,
1330, 1230, 1154, 1073. O espectro é apresentado na Figura 136 do Anexo Il, pg.
452.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & 2,28 (s, 3H, CHs); 4,14 (d, 2H, J = 5,6 Hz, H-2);
7,06 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-2” e H-6"); 7,16 (d, 2H, J = 8,0 Hz, H-3” e H-5"); 7,23 (d,
1H, J = 8,4 Hz, H-3’); 7,36 (dd, 1H, J=1,6 Hz e J = 8,8 Hz, H-4’); 7,48-7,72 (m, 5H,
H-6’/H-6/H-7/H-8/NH); 7,92 (d, 2H, J = 7,2 Hz, H-5 e H-9); 8,94 (t, 1H, J = 5,6 Hz,
NH); 9,63 (s, 1H, NH). O espectro é apresentado na Figura 137 do Anexo Il, pg. 453.

RMN de *C (100 MHz, DMSO-d6) & 20,9 (CHs); 43,9 (C-2); 115,1 (C-3’); 119,1 (q,
Je.r = 32,0 Hz, C-5'); 120,8 (C-2” e C-6"); 123,3 (Qap, Jc-r = 3,8 Hz, C-6’); 123,5 (qap,
Jer = 3,5 Hz, C-4"); 1251 (q, J = 268,9 Hz, CF3); 126,1 (C-1"); 127,8 (C-5 e C-9);
128,8 (C-6 e C-8); 130,3 (C-3” e C-5"); 131,8 (C-4"); 131,9 (C-7); 134,3 (C-4); 139,3
(C-17); 142,4 (C-2); 167,4 (C-3); 169,3 (C-1). O espectro é apresentado na Figura
138 do Anexo Il, pg. 454.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO m/z [M-H]: Calculado
para Cy3H2002N3F3, 426,14294; encontrado: 426,14407. O espectro é apresentado
na Figura 139 do Anexo Il, pg. 455.
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2.4.2.6 Sintese do cinamato de benzila

3 (13a) 15

O procedimento descrito a seguir foi baseado no trabalho publicado por Sova
e colaboradores (2006).

A um baldo de fundo redondo (50,0 mL) foram adicionados 0,297 g (2,75
mmol) de alcool benzilico (12a), 12,0 mL de diclorometano, 0,370 g (2,5 mmol) de
acido cinamico (11), 0,567 g (2,75 mmol) de dicicloexilcarbodiimida (DCC) e 0,0301
g (0,25 mmol) de N,N-dimetilaminopiridina (DMAP). A mistura de reacéao
permaneceu sob agitagdo magnética por 40 minutos a temperatura ambiente. Apos
o término da reacao que foi evidenciado por CCD, a mistura reacional foi filtrada e a
solucéo resultante lavada com 10% de acido citrico (2 x 20,0 mL), agua (15,0 mL) e
solugdo saturada de NaCl (30,0 mL). Reservou-se a fase organica resultante e a
fase aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 20,0 mL). Os extratos organicos
foram reunidos, e a fase organica resultante foi 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 (4:1 v/v),

obtendo-se a substéncia 13a, em 63% de rendimento (0,374 g; 1,57 mmol).
Caracteristica: sélido branco.

CCD: R¢= 0,52 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).

T = 33,1-33,6 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3084, 3032, 2968, 2897, 1703, 1634, 1574, 1494, 1371, 1312,
1152. O espectro € apresentado na Figura 140 do Anexo Il, pg. 456.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 5,27 (s, 2H, H-10); 6,50 (d, 1H, Jyans = 16,2 Hz, H-
8); 7,35-7,54 (m, 10H, H-1/H-2/H-3/H-4/H-6/H-12/H-13/H-14/H-15/H-16); 7,75 (d, 1H,
Jirans = 16,2 Hz, H-7). O espectro é apresentado na Figura 141 do Anexo Il, pg. 457.
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RMN de "*C (75 MHz, CDCl) & 66,3 (C-10); 117,9 (C-8); 128,1 (C-12/C-16); 128,5
(C-2/C-14); 128,6 (C-1/C-3); 128,9 (C-12/C-16); 130,3 (C-4/C-6); 134,4 (C-5); 136,1
(C-11); 145,1 (C-7); 166,7 (C-9). O espectro é apresentado na Figura 142 do Anexo
I, pg. 458.

Para a sintese dos cinamatos 13b-13p empregou-se a mesma metodologia
descrita para a preparagao do composto 13a. Na Tabela 2.6 (pg. 98) estdo descritas

as informacdes referentes a estas reacoes.
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Tabela 2.6 — Informacdes sobre as reagdes conduzidas para preparagao dos cinamatos 13a-13p

o) 0
©/\)\0H . R-OH DCC/DIC, DMAP ©/\)\0'R
(11) (12a-12p)  CH2Cl
t.a. (13a-13p)
R-OH = élcool, fenol
ou isobenzofuranona
Massa de
. . Composto Massa de Massa de .
Composto acido hidroxilado/  DCC/DIC DMAP Tempode  Massade  Rendimento
cinamico reagao produto (g) (%)
@) massa (g) (9) (9)
13a 0,370 12a/0,297 0,567 0,0301 40 min 0,374 63
13b 0,370 12b/0,392 0,567 0,0301 40 min 0,402 59
13c* 0,370 12¢/0,421 0,347 0,0301 4h 0,481 68
13d 0,370 12d/0,514 0,567 0,0301 40 min 0,444 56
13e 0,370 12e/0,484 0,567 0,0301 55 min 0,467 61
13f 0,370 12£/0,380 0,567 0,0301 1h 0,409 61
139 0,370 129/0,528 0,567 0,0301 40 min 0,515 64
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Tabela 2.6 — Cont.

Massa de Composto Massa de Massa de
Composto acido hidroxilado/  DCC/DIC DMAP Tempo de Massade  Rendimento
cinamico reagao produto (g) (%)
@) massa (g) (9) (9)
13h 0,296 12h/0,269 0,454 0,0245 45 min 0,363 72
13i 0,370 12i/0,413 0,567 0,0301 35 min 0,525 75
13j 0,253 12j/0,282 0,388 0,021 2h 0,214 45
13k 0,222 12k/0,248 0,340 0,0180 4h 0,220 53
13l 0,349 121/0,400 0,536 0,0290 1h 0,560 84
13m 0,050 12m/0,061 0,077 0,004 40 min 0,066 67
13n 0,200 12n/0,227 0,307 0,016 30 min 0,248 65
130 0,100 120/0,090 0,136 0,007 5h 0,138 82
13p 0,258 12p/0,370 0,567 0,030 40 min 0,460 82

*Apenas na sintese deste composto foi utilizado o DIC como reagente de acoplamento.
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As estruturas dos compostos 13b-13p sdo suportadas pelos dados

apresentados a seguir.

Cinamato de 4-clorobenzila

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

eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
CCD: Rf = 0,53 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
Ts=61,5-62,1 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3057, 2935, 2887, 2121, 1706, 1633, 1574, 1493, 1312, 1282,
1171, 1090. O espectro é apresentado na Figura 143 do Anexo ll, pg. 459.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 5,22 (s, 2H, H-10); 6,48 (d, 1H, Jyans = 16,0 Hz, H-
8); 7,35 - 7,39 (m, 8H, H-1/H-2/H-3/H-12/H-13/H-15/H-16); 7,51 - 7,53 (m, 2H, H-4/H-
6); 7,73 (d, 1H, Jians = 16,0 Hz, H-7). O espectro é apresentado na Figura 144 do
Anexo Il, pg. 460.

RMN de **C (75 MHz, CDCls) & 65,5 (C-10); 117,6 (C-8); 128,1 (C-4/C-6); 128,8 (C-
13/C-15); 128,9 (C-1/C-3); 129,6 (C-12/C-16); 130,4 (C-2); 134,1 (C-14); 134,3 (C-
11); 134,6 (C-5); 145,4 (C-7); 166,6 (C-9). O espectro é apresentado na Figura 145
do Anexo Il, pg. 461.

Cinamato de 4-nitrobenzila

3

(13¢)  °
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Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica gel

eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
CCD: R = 0,31 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
Ts= 114,5-115,7 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3111, 3066, 2964, 2846, 1706, 1630, 1513, 1446, 1374, 1342,
1205, 1154. O espectro é apresentado na Figura 146 do Anexo lI, pg. 462.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 5,34 (s, 2H, H-10); 6,51 (d, 1H, Jians = 15,9 Hz, H-
8); 7,39 -7,41 (m, 3H, H-1/H-2/H-3); 7,52- 7,58 (m, 4H, H-4/H-6/H-12/H-16); 7,76 (d,
1H, Jyans = 15,9 Hz, H-7); 8,23 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-13/ H-15). O espectro é
apresentado na Figura 147 do Anexo Il, pg. 463.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 64,7 (C-10); 117,1 (C-8); 123,8 (C-13/C-15); 128,2
(C-4/C-6); 128,3 (C-12/C-16); 128,9 (C-1/C-3); 130,6 (C-2/C-5); 134,1 (C-11); 143,4
(C-5); 146,0 (C-7); 147,7 (C-14); 166,4 (C-9). O espectro € apresentado na Figura
148 do Anexo Il, pg. 464.

Cinamato de 4-bromobenzila
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Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica gel

eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
CCD: R = 0,46 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
T¢=77,3-77,8 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3057, 2974, 2939, 2885, 2117, 1704, 1633, 1574, 1489, 1369,
1311, 1282, 1167, 1067. O espectro é apresentado na Figura 149 do Anexo Il, pg.
465.

101



RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 5,20 (s, 2H, H-10); 6,48 (d, 1H, Jyans = 15,9 Hz, H-8); 7,29
(d, 2H, J = 8,4Hz, H-12/H-16); 7,38-7,40 (m, 3H, H-1/H-2/H-3); 7,50-7,53 (m, 4H, H-13/H-
15/H-4/H-6); 7,74 (d, 1H, Jyans = 15,9 Hz, H-7). O espectro é apresentado na Figura 150
do Anexo Il, pg. 466.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 65,5 (C-10); 117,6 (C-8); 122,3 (C-14); 128,1 (C-
4/C-6); 128,9 (C-1/C-3); 129,9 (C-12, C-16); 130,4 (C-2); 131,7 (C-13/C-15); 134,3
(C-11); 135,1 (C-5); 145,4 (C-7); 166,6 (C-9). O espectro € apresentado na Figura
151 do Anexo I, pg. 467.

Cinamato de 4-(trifluorometil)benzila
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Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica gel

eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
CCD: Rf = 0,43 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
Ti=47,4-47,8 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3062, 3032, 2929, 2117, 1713, 1633, 1578, 1450, 1327, 1207,
1154, 1106, 1065. O espectro é apresentado na Figura 152 do Anexo I, pg. 468.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 5,31 (s, 2H, H-10); 6,51 (d, 1H, Jyans = 16,1 Hz, H-
8); 7,39-7,41 (m, 3H, H-2/H-12/H-16); 7,52-7,54 (m, 4H, H-1/H-3/H-4/H-6); 7,65 (d,
2H, J = 8,1 Hz, H-13 /H-15); 7,76 (d, 1H, Jyans = 16,1 Hz, H-7). O espectro é
apresentado na Figura 153 do Anexo Il, pg. 469.

RMN de "3C (75 MHz, CDCls) & 65,3 (C-10); 117,4 (C-8); 124,0 (q, Jc.r = 270,4 Hz,
CEs); 125,5 (q, Jcr = 3,8 Hz, C-13/ C-15); 128,1 (C-2/C-4/C-6); 128,9 (C-1/C-3);
130,4 (q, C-14, Jc.r = 32,3 Hz); 130,5 (C-12/C-16); 134,2 (C-5); 140,1 (C-11); 145,7
(C-7); 166,5 (C-9). O espectro é apresentado na Figura 154 do Anexo Il, pg. 470.
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Cinamato de 4-metoxibenzila

: (13f) O

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

eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
CCD: Rf= 0,51 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
T:=62,3-63,4 °C.

IV (ATR) Vimax (cm'1): 3047, 2995, 2931, 2833, 2117, 1892, 1700, 1641, 1574, 1513,
1452, 1369, 1306, 1247, 1167, 1033. O espectro é apresentado na Figura 155 do
Anexo I, pg. 471.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 3,82 (s, 3H, OCHzs); 5,2 (s, 2H, H-10); 6,48 (d, 1H,
Jirans = 15,9 Hz, H-8); 6,93 (dgp, 2H, J = 8,4 Hz, H-13/H-15); 7,36-7,52 (m, 7H, H-1/H-
2/H-3/H-4/H-6/H-12/H-16); 7,73 (d, 1H, Jgans =15,9 Hz, H-7). O espectro é
apresentado na Figura 156 do Anexo Il, pg. 472.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 55,3 (C-10); 66,2 (C-14); 114,0 (C-13/C-15); 118,1
(C-8); 128,1 (C-4/C-6); 128,2 (C-2); 128,9 (C-1/C-3); 130,1 (C-12/C-16); 130,27 (C-
11); 134,4 (C-5); 145,0 (C-7); 159,7 (C-14); 166,8 (C-9). O espectro € apresentado
na Figura 157 do Anexo Il, pg. 473.

Cinamato de 4-(trifluorometoxi)benzila
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Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica gel
eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
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CCD: Rf = 0,48 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
Ts = 34,0-35,1 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3066, 2964, 2931, 2121, 1969, 1708, 1634, 1506, 1451, 1370,
1309, 1262, 1143, 1011. O espectro é apresentado na Figura 158 do Anexo Il, pg.
474.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & 5,25 (s, 2H, H-10); 6,49 (d, 1H, Jyans = 15,9 Hz, H-
8): 7,23 (d, 2H, J = 8,4Hz, H-13/H-15); 7,38-7,40 (m, 3H, H-1/H-2/H-3); 7,45 (d, 2H, J
= 8,4 Hz, H-12/H-16); 7,52-7,55 (m, 2H, H-4/H-6); 7,75 (d, 1H, Jyans = 15,9 Hz, H-7).

O espectro é apresentado na Figura 159 do Anexo I, pg. 475.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 65,3 (C-10); 117,6 (C-8); 120,4 (q, Jor = 255,7 Hz,
OCFs); 121,0 (C-13/C-15); 128,1 (C-4/C-6); 128,9 (C-1/C-3); 129,7 (C-12/C-16);
130,4 (C-2); 134,2 (C-11); 134,8 (C-5); 145,5 (C-7); 149,1 (C-14); 166,6 (C-9). O

espectro € apresentado na Figura 160 do Anexo Il, pg. 476.

Cinamato de 4-metillbenzila
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Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica gel

eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
CCD: R = 0,47 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
T¢=40,3-41,6 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3049, 3022, 2920, 2856, 2121, 1702, 1638, 1570, 1446, 1373,
1308, 1282, 1173. O espectro é apresentado na Figura 2.22, pg. 153.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 2,38 (s, 3H, CHs); 5,23 (s, 2H, H-10); 6,49 (d, 1H,
Jyrans =15,9 Hz, H-8); 7,21 (d, 2H, J = 7,8 Hz, H-13/H-15): 7,33 (d, 2H, J = 7,8 Hz, H-
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12/H-16); 7,38-7,40 (m, 3H, H-1/H-2/H-3); 7,51-7,54 (m, 2H, H-4/H-6); 7,74 (d, 1H, J
= 15,9 Hz, H-7). O espectro é apresentado na Figura 2.23, pg. 154.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 21,2 (CHs); 66,3 (C-10); 118,0 (C-8); 128,1 (C-12/C-
16); 128,4 (C-4/C-6); 128,9 (C-1/C-3); 129,3 (C-13/C-15); 130,3 (C-2); 133,1 (C-11);
134,4 (C-5); 138,1 (C-14); 145,0 (C-7); 166,8 (C-9). O espectro é apresentado na
Figura 2.24, pg. 155.

Cinamato de 4-isopropilbenzila

8 16 19

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

eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
CCD: R = 0,52 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
T: = 38,1-38,5 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3053, 2958, 2926, 2858, 2121, 1708, 1636, 1510, 1453, 1382,
1311, 1202, 1159, 1057. O espectro é apresentado na Figura 161 do Anexo Il, pg.
477.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl) & 1,28 (dap, 6H, J = 6,9 Hz, H-18/H-19); 2,94 (sept,
1H, J = 6,9 Hz, H-17); 5,25 (s, 2H, H-10); 6,51 (d, 1H, H-8, Jirans = 15,9 Hz); 7,27 (dap,
2H, H-12/H-13, J = 6,9 Hz); 7,37-7,39 (m, 5H, H-1/H-2/H-3/H-14/H-15); 7,52-7,54 (m,
2H, H-4/H-6) 7,75 (d, H-7, Jirans = 15,9 Hz). O espectro € apresentado na Figura 162
do Anexo Il, pg. 478.

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) & 24,0 (C-18/C-19); 33,9 (C-17); 66,4 (C-10); 118,0
(C-8); 126,7 (C-14/C-15); 128,1 (C-12/C-13); 128,6 (C-4/C-6); 128,9 (C-1/C-3); 130,3
(C-2); 133,4 (C-5); 134,4 (C-11); 145,1 (C-7); 149,1 (C-16); 166,9 (C-9). O espectro &
apresentado na Figura 163 do Anexo Il, pg. 479.
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Cinamato de 5-isopropil-2-metilfenila

: (13j)

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

eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
CCD: R¢= 0,58 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
T¢ = 62,8-64,3 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3062, 3032, 2960, 2926, 2868, 2023, 1721, 1628, 1578, 1497,
1448, 1308, 1237, 1138. O espectro é apresentado na Figura 164 do Anexo Il, pg.
480.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,28 (d, 6H, J = 6,9 Hz, H-17/H-19); 2,21 (s, 3H, H-
12); 2,93 (sept, 1H, J = 6,8 Hz, H-18); 6,70 (d, 1H, Jyans = 15,9 Hz, H-8); 6,97 (s, 1H,
H-14); 7,06 (d, 1H, J = 7,5 Hz, H-15); 7,20 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-13); 7,44 (m, 3H, H-
1/H-2/H-3); 7,61 (m, 2H, H-4/H-6); 7,92 (d, 1H, Jtans = 16,2 Hz, H-7). O espectro é
apresentado na Figura 165 do Anexo Il, pg. 481.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 15,9 (C-12); 24,0 (C-17/C-19); 33,6 (C-18); 117,2
(C-8); 119,8 (C-14); 124,2 (C-15); 127,4 (C-11); 128,3 (C-4/C-6); 129,0 (C-1/C-3);
130,7 (C-13); 130,9 (C-2); 134,2 (C-5); 146,5 (C-7); 148,1 (C-16); 149,3 (C-10);
165,2 (C-9). O espectro é apresentado na Figura 166 do Anexo Il, pg. 482.
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Cinamato de 2-isopropil-5-metilfenila
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Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica gel

eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
CCD: Rf = 0,55 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
T¢ = 65,4-67,13 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3057, 3024, 2960, 2922, 2852, 2117, 1724, 1637, 1505, 1448,
1308, 1242, 1144, 1080. O espectro é apresentado na Figura 167 do Anexo Il, pg.
483.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,24 (d, 6H, J = 6,9 Hz, H-13/H-14); 2,35 (s, 3H, H-
19); 3,07 (sept, 1H, J = 6,9 Hz, H-12); 6,69 (d, 1H, Jyans = 15,9 Hz, H-8); 6,92 (s, 1H,
H-16); 7,06 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-17); 7,24 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-15); 7,43-7,45 (m,
3H, H-1/H-2/H-3); 7,60-7,63 (m, 2H, H-4/H-6); 7,90 (d, 1H, Jyans = 15,9 Hz, H-7). O

espectro € apresentado na Figura 168 do Anexo Il, pg. 484.

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) & 20,8 (C-19); 23,1 (C-13/C-14); 27,2 (C-12); 117,3
(C-8); 122,8 (C-16); 126,5 (C-17); 127,1 (C-15); 128,3 (C-4/C-6); 129,0 (C-1/C-3);
130,6 (C-2); 134,2 (C-5); 136,6 (C-18); 137,2 (C-11); 146,4 (C-7); 148,0 (C-10);
165,6 (C-9). O espectro € apresentado na Figura 169 do Anexo Il, pg. 485.

Cinamato de 4-formil-2-metoxifenila
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Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica gel

eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
CCD: R = 0,47 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).
Ts=91,5-92,6 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3059, 3012, 2929, 2852, 2738, 2117, 1979, 1725, 1701, 1633,
1595, 1500, 1423, 1391, 1307, 1265, 1132, 1029. O espectro € apresentado na
Figura 170 do Anexo I, pg. 486.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 3,91 (s, 3H, OCHs); 6,67 (d, 1H, Jyans = 15,9 Hz, H-
8); 7,31 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-16); 7,42-7,61 (m, 7H, H-1/H-2/H-3/H-4/H-6/H-12/H-15)
; 7,90 (d, 1H, Jyans = 15,9 Hz, H-7); 9,96 (s, 1H, H-14). O espectro é apresentado na
Figura 171 do Anexo II, pg. 487.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 56,1 (OCHs); 110,8 (C-12); 116,3 (C-8); 123,5 (C-
15); 124,8 (C-16); 128,4 (C-4/C-6); 129,0 (C-1/C-3); 130,9 (C-2); 134,0 (C-13); 135,2
(C-5); 145,0 (C-10); 147,4 (C-7); 152,1 (C-11); 164,3 (C-9); 191,1 (C-14). O espectro
€ apresentado na Figura 172 do Anexo Il, pg. 488.

Cinamato de 4-alil-2-metoxifenil
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Caracteristica: solido branco purificado por cromatografia em coluna de silica gel

eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v).
CCD: R = 0,59 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).
T¢:=79,5-80,6 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3059, 3003, 2935, 2843, 1731, 1636, 1602, 1507, 1462, 1449,
1305, 1264, 1122, 1031. O espectro é apresentado na Figura 173 do Anexo Il, pg.
489.
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RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 3,40 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-16); 4,82 (s, 2H, OCHs);
5,09-5,15 (m, 2H, H-18); 5,98 (ddt,,, J1 = 16,8 Hz, J, = 10,2 Hz e J3 = 6,6 Hz, 1H, H-
17); 6,67 (d, 1H, Jyrans = 16,0 Hz, H-8); 6,78-6,82 (m, 2H, H-12 e H-14); 7,03 (d, 1H, J
= 8,0 Hz, H-13); 7,40-7,59 (m, 5H, H-1/H-2/H-3/H-4/H-6); 7,87 (d, 1H, Jtans = 16,0
Hz, H-7). O espectro é apresentado na Figura 174 do Anexo I, pg. 490.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 40,2 (C-16); 55,9 (OCHs); 112,8 (C-12); 116,2 (C-
8); 117,1 (C-18); 120,7 (C-14); 122,7 (C-13); 128,3 (C-4 e C-6); 129,0 (C-1 e C-3);
130,6 (C-2); 134,3 (C-5); 137,1 (C-17); 138,0 (C-15); 139,0 (C-10); 146,5 (C-7);
151,0 (C-11); 165,2 (C-9). O espectro é apresentado na Figura 175 do Anexo I, pg.
491.

Cinamato de (S)-(4-(prop-1-en-2-il)ciclohex-1-en-1-il)metil
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Caracteristica: 6leo incolor purificado por cromatografia em coluna de silica gel

eluida com hexano-acetato de etila (4:1 v/v).
CCD: Rf= 0,51 (hexano-acetato de etila 4:1 v/v).

IV (ATR) Vmax (cm™): 3062, 2968, 2925, 2837, 2118, 1710, 1636, 1578, 1496, 1450,
1307, 1280, 1158. O espectro é apresentado na Figura 176 do Anexo Il, pg. 492.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) & 1,85-2,21 (m, 7H, H-12/H-13/H-15/H-16); 4,61 (sl
2H, H-10); 4,73-4,74 (m, 2H, H-17); 5,82 (sl, 1H, H-14); 6,47 (d, 1H, Jtrans = 16,0 Hz,
H-8); 7,36-7,40 (m, 3H, H-1/H-2/H-3); 7,52-7,54 (m, 2H, H-4/H-6); 7,70 (d, 1H, Jians =
16,0 Hz, H-7). O espectro é apresentado na Figura 177 do Anexo Il, pg. 493.

RMN de "*C (100 MHz, CDCl;) & 20,8 (C-19); 26,5 (C-12); 27,3 (C-13); 30,5 (C-15);
40,9 (C-16); 68,5 (C-10); 108,8 (C-17); 118,1 (C-8); 125,9 (C-14); 128,1 (C-4/C-6);
128,9 (C-1/C-3); 130,3 (C-2); 132,7 (C-11); 134,4 (C-5); 144,9 (C-7); 149,6 (C-18);
166,9 (C-9). O espectro € apresentado na Figura 178 do Anexo Il, pg. 494.
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Cinamato de 3-oxo0-1,3-diidroisobenzofuran-5-ila

7

Z°  (130)

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

eluida com hexano-acetato de etila (3:1 v/v).
CCD: Rf = 0,30 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).
Te=171,9-172,4 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3074, 2928, 2852, 1755, 1725, 1633, 1577, 1481, 1451, 1158,
1138. O espectro é apresentado na Figura 179 do Anexo Il, pg. 495.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 5,33 (s, 2H; H-3); 6,64 (d, 1H, J = 16 Hz; H-2);
7,43-7,72 (m, 8H; H-5", H-5, H-7, H-6", H-7’, H-6’, H-5, H-4); 7,90 (d, 1H, J = 16 Hz;
H-3’). O espectro é apresentado na Figura 180 do Anexo I, pg. 496.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 69,5 (C-3); 116,3 (C-2’); 118,8 (C-7); 123,1 (C-5);
127,2 (C-4); 128,2 (C-8); 128,4 (C-5, C-5"); 129,0 (C-6’, C-6"); 131,0 (C-77); 133,8
(C-4’); 143,6 (C-9); 147,6 (C-3’); 151,4 (C-6); 165,0 (C-1"); 170,2 (C-1). O espectro é
apresentado na Figura 181 do Anexo Il, pg. 497.

Cinamato de fenila
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Caracteristica: soélido branco purificado por recristalizacdo utilizando-se etanol

como solvente.
CCD: R¢ = 0,56 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Ts=73,9-75,3 °C.
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IV (ATR) 7max (cm™): 3058, 2932, 1727, 1637, 1588, 1484, 1449, 1204, 1145, 910. O

espectro € apresentado na Figura 182 do Anexo Il, pg. 498.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 6,73 (d, 2H, J = 16 Hz; H-2); 7,68-7,14 (m. 10H; H-
5, H-6, H-7, H-6' H-5", H-9, H-10, H-11, H-10’, H-9'); 7,87 (d, 2H, J = 16 Hz; H-3). O

espectro € apresentado na Figura 183 do Anexo Il, pg. 499.

RMN de "*C (75 MHz, CDCl3) & 116,8 (C-2), 121,3 (C-9, C-9), 125,4 (C-11), 128,0
(C-5, C-5’), 128,6 (C-6, C-6’), 129,0 (C-7), 134,1 (C-4), 146,5 (C-3), 150,9 (C-8),
165,5 (C-1). O espectro € apresentado na Figura 184 do Anexo Il, pg. 500.

A sintese e caracterizacdo dos compostos 2,3-dibromofenilpropanoato de
fenila (13q) e fenil 3-fenilpropanoato (13r) foi descrita por LIMA (2014).

'd Br O ) 4 O )
O : (@) :
Br
(13q) \ (13r) )

/

2.4.3 Difragao de raios X por monocristal (DRXM)

O espécime cristalino isolado do composto 9h foi submetido a analise por
DRXM em temperatura ambiente (296 + 1 K) em um difratbmetro APEX Il QUAZAR
Bruker AXS™. Este difratbmetro possui um detector por area, monocromador de
espelhos em multicamadas, microfonte de raios X IuS™ equipada com dupla fonte
de tudos selados, sendo uma de cobre e outra de molibdénio. Para a coleta de
dados utilizou-se fonte de molibdénio, MoKa (A = 0,71073 A).

Em um primeiro momento, o espécime isolado teve a monocristalinidade
verificada em um microscépio com polarizador e analisador acoplados. Tal amostra
foi submetida a pré-coleta para determinacdo da cela unitaria antes da coleta
completa de dados. Os parametros de cela foram determinados a partir de um
conjunto de 36 imagens capturadas em modo de varredura em w sob rotagdo de
0,5° e tempo de exposi¢ao ao feixe de raios X de 10 segundos.

A coleta das intensidades da amostra 9h (conjunto completo de dados)

envolveu técnicas de varredura em ¢ e em w, com tempo de exposi¢ao ao feixe de
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raios X de 20 segundos em todas as resolugbes. A estratégia de coleta das
reflexdes foi calculada com uma redundancia igual a 3 para reflexdes cujos indices
remetem a uma resolucédo de 0,78 A, com uma razdo entre reflexdes coletaveis e
possiveis de serem coletadas (completeza) de 100% para esta resolucao. Apos a
coleta dos dados completos, as reflexdes foram indexadas, integradas e corrigidas
por fatores de escala fisicos e geométricos, e cristalograficos, devido as
equivaléncias por simetria do sistema do grupo de ponto. Assim, foi possivel obter
reflexdes independentes que foram utilizadas para determinagéo do grupo espacial,
solucdo e refinamento da estrutura. Todo procedimento descrito foi realizado com
auxilio dos programas Bruker Saint e SADABS.

Os métodos diretos foram utilizados para resolver a estrutura usando o
programa SIR2004. Na solugao obtida, os atomos de fluor, oxigénio, nitrogénio e
carbono foram localizados em mapa de densidade eletrénica calculado por sintese
de Fourier usando o programa anterior. A estrutura foi refinada usando o programa
SHELXL-97. O método dos minimos quadrados de matriz completa foi utilizado para
todos os ciclos de refinamentos, e as diferencas entre os fatores de estrutura
observados e calculados, em F? foram minimizados. Estes programas foram
acessados por meio da interface de programas de cristalografia WinGX. Parametros
anisotropicos de deslocamento térmico foram refinados para os atomos néo-
hidrogendides. Posi¢cdes fixas e parametros térmicos isotrépicos fixos [Uiso(H) =
1,2Ueq(C ou N)] foram adotados para os atomos de hidrogénio acompanhando as

posicdes dos carbonos e nitrogénios aos quais foram ligados.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento do presente trabalho teve inicio com a preparagao das
anilinas 4a-4k conforme apresentado no Esquema 2.5 (pg. 113). Para isto,
primeiramente foi realizada a reacido de substituicido nucleofilica aromatica entre 1 e
diferentes aminas 2a-2k. Em seguida, os nitrocompostos 3a-3k foram reduzidos, na
presenca de SnCl,/HCI, as correspondentes anilinas 4a-4k (Esquema 2.5, pg. 113).
Conforme sera apresentado mais adiante, estas anilinas foram posteriormente

utilizadas como nucledfilos para realizar a abertura do anel azalactonico.
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Esquema 2.5 — Etapas envolvidas na preparagao das anilinas 4a-4k.

Os nitrocompostos sintetizados foram obtidos com rendimentos que variaram
de 81% a 98% apos purificagdo por recristalizagdo ou por cromatografia em coluna
de silica gel. Uma vez sintetizadas, estas substancias foram caracterizadas via
espectroscopia no infravermelho e espectroscopia de RMN de 'H e ®*C. Os dados
experimentais que caracterizam os compostos 3a-3k estdo descritos na segao
2.4.2.1 (pg. 45-55).

O Esquema 2.6 (pg. 114) contém uma proposta de mecanismo de reagcao que
explica a obtencdao dos compostos 3a-3k via reacdo de substituicdo nucleofilica
aromatica. Tomando-se como amina a piperidina, a primeira etapa consiste no
ataque nucleofilico do par de elétrons nao ligante do atomo de nitrogénio ao carbono
eletrofilico do anel aromatico do composto 1, levando a formagcdo de um
intermediario de carga negativa (intermediario de Meisenheimer). Como a
aromaticidade do anel é rompida, esta é a etapa lenta do mecanismo proposto. O
intermediario de Meisenheimer formado é rico em elétrons e estabilizado pelos
grupos retiradores de elétrons NO, e CF3. O segundo passo, etapa rapida, consiste
na eliminagdo do atomo de fluor, com restituicdo da aromaticidade do anel e

formacéao do produto de substituicao.
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Esquema 2.6 — Proposta de mecanismo para a obtencdo dos compostos 3a-3k

usando-se a piperidina como exemplo. Fonte: BARROS, 2014.

A seguir, sera discutida a caracterizagdo de um dos nitrocompostos
sintetizados. Os demais possuem caracterizacdo semelhante e seus espectros sao
apresentados no Anexo.

No espectro no infravermelho do composto 3b (Figura 2.5, pg. 116) a banda
de absorgdo em 2939 corresponde a vibracdo de estiramento da ligacdo =C-H do
anel aromatico. As bandas em 2868 e 2827 cm™' foram atribuidas ao estiramento
assimétrico de ligacdo C-H dos carbonos sp°. As bandas em 1622, 1561, 1494 e
1449 cm™ correspondem as vibragdes de estiramento das ligagdes C=C do anel
aromatico. As bandas em 1528 e 1324 cm™ foram atribuidas ao estiramento
assimétrico e simétrico do grupo nitro, respectivamente. O estiramento da ligagéo C-
F resultou em uma banda de absor¢do em 1116 cm™.

No espectro de RMN de 'H do composto 3b (Figura 2.6, pg. 117) os
hidrogénios metilénicos H-3, H-4 e H-5 foram observados como um multipleto
integrado para seis hidrogénios em o4 1,61-1,75. Um tripleto em oy 3,12, integrado
para quatro hidrogénios, foi atribuido aos outros hidrogénios metilénicos (H-2 e H-6)
e possui constante de acoplamento J = 5,3 Hz. O dupleto em o+ 7,14, integrado para
um hidrogénio, corresponde ao hidrogénio (H-6’) e possui constante de acoplamento
J=28,7 Hz. Em &1 7,60, tem-se um dupleto duplo com constantes de acoplamento J
= 2,3 Hz e J = 8,7 Hz, integrado para um hidrogénio e que foi atribuido ao hidrogénio
H-5’. O valor da constante de acoplamento J = 8,7 Hz confirma o acoplamento orto
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de H-5' com o hidrogénio vizinho H-6’. Outro dupleto em o6x 8,03, também integrado
para um hidrogénio, corresponde ao hidrogénio H-3’ e possui valor de constante de
acoplamento J = 2,3 Hz, uma vez que este valor € igual a um dos valores de
constante de acoplamento obtidos para H-5’, confirma-se o acoplamento meta de H-
3’ com H-5’.

No espectro de RMN de "*C do composto 3b (Figura 2.7, pg. 118) os sinais
em oc 24,0, 25,8 e 52,3 correspondem aos carbonos metilénicos C-4, C-3/C-5 e C-
2/C-6, respectivamente. Com excecdo dos carbonos C-1" e C-2', os demais
carbonos do anel aromatico foram observados como quartetos e seus valores de
constantes de acoplamento encontrados estdo em acordo com os descritos na
literatura. A observagao desses quartetos se deve ao acoplamento dos carbonos
com os atomos de fluor do grupo CF3. Ja os carbonos C-2’ e C-1" aparecem mais

desblindados em oc 139,8 e oc 148,8, respectivamente.
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A reducao dos nitrocompostos 3a-3k, utilizando cloreto de estanho em meio
acido, resultou na obtencido das anilinas em rendimentos que variaram de 56% a
94% apos purificagdo em coluna de silica gel. Uma vez sintetizadas, estas
substancias foram caracterizadas via espectroscopia no infravermelho e
espectroscopia de RMN de 'H e ®C. Os dados experimentais que caracterizam os
compostos 4a-4k estdo descritos na seg¢ao 2.4.2.2 (pg. 56-65).

A seguir, sera discutida a caracterizagao de uma das anilinas sintetizadas. As
demais possuem caracterizacdo semelhante e seus espectros sdo apresentados no
Anexo.

No espectro no infravermelho do composto 4b (Figura 2.8, pg. 120) as bandas
de absorcdo em 3453 e 3356 cm™ foram atribuidas aos estiramentos assimétrico e
simétrico do grupo NHz, respectivamente. As demais bandas de absorgdo possuem
atribuicdes semelhantes a do composto nitrado 3b.

No espectro de RMN de "H do composto 4b (Figura 2.9, pg. 121) os sinais em
oH 1,60-1,75 e o1 2,87, integrados para seis e quatro hidrogénios respectivamente,
correspondem aos hidrogénios metilénicos do grupo piperidinila. O simpleto largo
em &+ 4,11, integrado para dois hidrogénios, foi atribuido aos hidrogénios do grupo
amino. Em o4 6,93-7,03 tem-se um multipleto, integrado para trés atomos de
hidrogénio, referente aos hidrogénios do anel aromatico (H-3, H-4 e H-6).

No espectro de RMN de *C do composto 4b (Figura 2.10, pg. 122) observa-
se que o numero de sinais apresentados no espectro esta de acordo com a estrutura

de 4b e as atribuicdes sao similares aquela do composto nitrado 3b.
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Para a sintese das azalactonas 8a-8b, foi necessaria a preparacdo dos
aminoacidos benzoilados 7a e 7b. Os aminoacidos foram obtidos por meio da adigao
lenta de cloreto de benzoila (6) a uma solugdo contendo o aminoacido (5a ou 5b),
hidroxido de sédio e uma mistura de agua/acetonitrila (Esquema 2.7).
Posteriormente, a reacao foi neutralizada com acido cloridrico concentrado, levando
a formagao dos aminoacidos benzoilados 7a e 7b, com rendimentos de 76% e 84%,

respectivamente, apos purificagao por recristalizagao.

R 1. NaOH, CH,CN/H,0
)\ 0°C — ta.
COOH 2. HCI

(5a) R=Bn (7a) R =Bn
(Sb)R=H (7b)R=H

Esquema 2.7 — Etapas envolvidas na preparagao dos aminoacidos benzoilados 7a e
7b.

O Esquema 2.8 contém o mecanismo de reacao que explica a obtencédo dos
compostos 7a e 7b via reacdo de benzoilacdo dos aminoacidos. Como a reacao
ocorre em meio basico primeiramente temos a abstragdo do hidrogénio acidico do
grupo carboxila, com posterior ataque nucleofilico do par de elétrons nao ligante do
grupo NH;, ao carbono carbonilico do cloreto de benzoila. Na etapa final tem-se a

neutralizacdo da reacdo com HCI, levando a formacdo dos aminodacidos

benzoilados.
R R O) Oy R 5
Na _O Cl ')\[(
ou by, o Mo oS b
o) 0 N H O

Neutralizagao da reagéo | ()
com HCI

O R
N)\”/OH
H o
Esquema 2.8 — Proposta de mecanismo que explica a obtencdo dos aminoacidos

benzoilados 7a e 7b.
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Uma vez sintetizadas, estas substancias foram caracterizadas via
espectroscopia no infravermelho e espectroscopia de RMN de 'H e ®*C. Os dados
experimentais que caracterizam os compostos 7a e 7b estdo descritos na segao
2.4.2.3 (pg. 65-68).

A seguir, sera discutida a caracterizacdo de um dos aminoacidos benzoilados
sintetizados.

No espectro no infravermelho do composto 7a (Figura 2.11, pg. 126) a banda
de estiramento da ligagdo OH do grupo acido carboxilico aparece em 3527 cm™. A
banda de absorgdo aguda em 3340 cm™ foi atribuida ao estiramento da ligagdo N-H.
A banda de absorcdo em 3028 cm™ corresponde as vibracdes de estiramento da
ligagdo =C-H dos anéis aromaticos. A banda de absorgdo em 2910 cm™ foi atribuida
ao estiramento assimétrico de ligacdo C-H dos carbonos sp>. O estiramento tipico da
ligacdo C=0 do grupo acido carboxilico aparece como uma banda intensa em 1714
cm” e a banda de absorcdo referente ao estiramento da ligacdo C=0 do grupo
amida é observada em 1634 cm™.

No espectro de RMN de 'H do composto 7a (Figura 2.12, pg. 127) os
hidrogénios H-77 e H-8 foram observados como multipletos em 61 3,02-3,22
(integrado para dois hidrogénios) e o4 4,57-4,65 (integrado para um hidrogénio). O
multipleto em &y 7,14-7,32, integrado para cinco hidrogénios, foi atribuido aos
hidrogénios do anel benzilico (H-2'/H-3'/H-4'/H-5" e H-6’). Os hidrogénios H-3/H-4 e
H-5 do anel aromatico, préximo do grupamento amida, também foram observados
como um multipleto em &4 7,41-7,53. Em &4 7,78 tem-se um dupleto integrado para
dois hidrogénios, referentes aos hidrogénios aromaticos H-2 e H-6 e com constante
de acoplamento J = 8,1 Hz. Este valor de constante de acoplamento é tipico para
acoplamento de hidrogénios em posigdo orto e estd de acordo com a literatura
(PAVIA, pg.139, 2010). Um dupleto em &4 8,71, integrado para um hidrogénio e com
constante de acoplamento J = 8,1 Hz, foi atribuido ao nitrogénio do grupo NH. O
aparecimento deste dupleto ocorre devido ao acoplamento com o hidrogénio vizinho
H-8'. O simpleto largo em &4 12,8 corresponde ao hidrogénio do grupo carboxila.

No espectro de RMN de *C do composto 7a (Figura 2.13, pg. 128) os sinais

em oc 36,7 e oc 54,7 correspondem, respectivamente, aos carbonos C-7' e C-8. Os

sinais em oc 166,8 e 173,7 foram atribuidos aos carbonos carbonilicos do grupo
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amida e do grupo carboxila, respectivamente. Os demais sinais correspondem aos

carbonos dos anéis aromaticos.
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Para a sintese das azalactonas 8a e 8b, os aminoacidos benzoilados 7a e 7b
foram submetidos a uma reagao de ciclizagao intramolecular, utilizando o EDC como
reagente ativador do grupo carboxilico (Esquema 2.9). Apés o final da reagao, a fase
organica foi lavada exaustivamente com agua, a fim de retirar excesso de EDC que
porventura tenha permanecido no meio reacional. As azalactonas 8a e 8b foram
nado sendo

obtidas com bons rendimentos (89% e 84%, respectivamente),

necessaria purificagao por coluna de silica gel.

IR
O R o

H o 0°C
(7a) R=Bn
(7o) R =H (8a)R =Bn
(8b) R=H

Esquema 2.9 — Reacao envolvida na preparagao das azalactonas 8a e 8b.

O Esquema 2.10 contém o mecanismo de reacédo que explica a obtengao dos
compostos 8a e 8b via reacdo de ciclizagao intramolecular mediada pelo EDC. A
principal funcdo do EDC consiste em tornar o grupo hidroxila da fungdo acido

carboxilico um bom grupo abandonador, permitindo sua substitui¢ao.

-

R! Hr\

21 3
©)‘\)\r(o R2N=C=NR ©)L)\f( R2HNCNR3

R2HN

N=C=N
EDC

O@/Q
NS O

o’

NHR3

o\Jg\R
©/LN

Esquema 2.10 — Proposta de mecanismo que explica a obtengdo das azalactonas

8a e 8b.
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Os dados experimentais que caracterizam os compostos 8a e 8b estdo
descritos na seg¢ao 2.4.2.4 (pg. 68-70). A seguir, sera discutida a caracterizacédo de
uma das azalactonas sintetizadas.

No espectro de RMN de 'H do composto 8a (Figura 2.14, pg. 131) os
hidrogénios diastereotépicos (H-9a e H-9b) foram observados como dupletos duplos
em MH 3,21 e &4 3,40 respectivamente, ambos integrados para um atomo de
hidrogénio. Um dos valores de constante de acoplamento obtido para esses dois
sinais, J = 14,0 Hz, € um tipico valor de acoplamento geminal diastereotopico e esta
de acordo com a literatura (PAVIA, pg. 223, 2010). O outro dupleto duplo em &4 4,71,
integrado para um hidrogénio e com constantes de acoplamento J=6,6 Hze J=5,0
Hz, foi atribuido ao hidrogénio do estereocentro. Esses valores de constante de
acoplamento determinados confirmam o acoplamento de H-8 com H-9a e H-8 com
H-9b. Os demais sinais sao atribuidos aos hidrogénios aromaticos.

No espectro de RMN de C do composto 8a (Figura 2.15, pg. 132) o sinal em

oc 37,3 corresponde ao carbono metilénico C-9. O sinal referente ao estereocentro é
observado em oc 66,5. O carbono C-7 do anel azalactbnico aparece mais

desblindado em oc 161,7. O carbono da carbonila foi atribuido em oc 177,5. Os

demais sinais correspondem aos carbonos dos anéis aromaticos.
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Figura 2.14 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 8a.
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As anilinas previamente sintetizadas 4a-4k foram utilizadas como nucledfilos
para realizar a abertura do anel das azalactonas 8a e 8b, resultando na formacéao
das diamidas 9a-9k e 10a-10k (Esquema 2.11). O acido canforsulfénico foi utilizado
como catalisador desta reagao e nao foi necessario agitagdo magnética. A aplicagéao
desta reagdo culminou na sintese das diamidas em tempos reacionais relativamente
curtos, variando de 1 minuto a uma hora. As diamidas foram obtidas com

rendimentos que variaram de 69% a 93%, apds purificagdo em coluna de silica gel.

Q R1 CF3 CF3
»ﬁ/ (+) ACS
o —_— o)
=N CH,Cl, H
NH, ta. NJ\(
R2 R2 H R1 O
1 _

(8a) R =Bn R? = amina (9a-9k) Rl =Bn
(8b) R!=H (4a-4k) (10a-10k) R' =H

Esquema 2.11 - Rota sintética empregada na preparacgao das diamidas.

Pereira e colaboradores em 2014 utilizaram espectrometria de massas e
ressonancia magnética nuclear com marcacdo isotopica para estudar o ciclo
catalitico dessa reacgao de abertura do anel azalacténcio. No experimento realizado
com agua deuterada foi observado que ndo houve troca de hidrogénio por deutério,
ou seja, ndo houve incorporagao de atomo de deutério na estrutura do produto final,
indicando que o ACS é responsavel pela etapa de protonagdao e desprotonacao.
Deste modo, foi proposto pelos autores que a azalactona €& ativada pelo
organocatalisador () ACS via N-protonagcao com formacado de um intermediario de
emparelhamento de ions, e esta interagdo diminui a energia de todo o sistema.
Posteriormente ocorre o ataque do nucledfilo (anilinas) ao carbono carbonilico,
resultando na abertura do anel azalactdnico e consequentemente formacao das
diamidas de interesse e restituicdo do organocatalisador. No esquema 2.12 (pg. 134)

€ apresentado o ciclo catalitico proposto.
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Esquema 2.12 — Ciclo catalitico proposto para a ativagcao das azalactonas seguida

por um ataque nucleofilico. Fonte: Pereira et al., 2014.

A sintese das diamidas foi planejada de modo a avaliar o efeito dos diferentes
grupos R' e R? sobre as atividades bioldgicas que seriam avaliadas.

Uma vez sintetizadas, estas substiancias foram caracterizadas via
espectroscopia no infravermelho, espectroscopia de RMN de 'H e *C e massas de
alta resolucdo. Os dados experimentais que caracterizam os compostos 9a-9k e
10a-10k estdo descritos na sec¢do 2.4.2.5 (pg. 71-95).

A seqguir sera discutida a caracterizacdo de uma das diamidas sintetizadas. As
outras possuem caracterizacdo semelhante e seus espectros sdo apresentados no
Anexo.

No espectro no infravermelho do composto 9h (Figura 2.16, pg. 136) as
bandas de absorgdo em 3327 e 3209 cm™ foram atribuidas aos estiramentos das
ligacdes N-H. Os estiramentos das ligacdes C=0 dos grupos amida sao observadas
em 1677 cm™ e em 1622 cm™.

No espectro de RMN de 'H do composto 9h (Figura 2.17, pg. 137) os
hidrogénios H-3 e H-2 foram observados como multipletos em o1 3,12-3,23 (dois
hidrogénios) e &4 4,79-4,84 (um hidrogénio). O simpleto em & 7,63, integrado para
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um hidrogénio, foi atribuido ao hidrogénio aromatico H-6’. O multipleto em &4 7,84-
7,86, integrado para dois hidrogénios, corresponde aos hidrogénios H-12 e H-16. O
sinal referente ao hidrogénio do grupo NH, diretamente ligado ao atomo C-2,
aparece como um dupleto em &y 8,88, integrado para um hidrogénio e com
constante de acoplamento J = 7,2 Hz. Novamente, a observagcao deste dupleto
ocorre devido ao acoplamento deste hidrogénio com o hidrogénio vizinho H-2. O
sinal do outro NH do grupo amida & observado em &4 9,78, como um simpleto
integrado para um hidrogénio. Os demais hidrogénios aromaticos e o hidrogénio do
grupo amina estao relacionados ao mutipleto em &y 7,15-7,54, integrado para quinze
atomos de hidrogénio.

No espectro de RMN de "*C do composto 9h (Figura 2.18, pg. 138) os sinais

em oc 37,0 e oc 56,5 correspondem respectivamente aos carbonos C-3 e C-2. O

atomo de carbono C-5’ foi observado como um quarteto em oc 119,6 com valor de
constante de acoplamento de 32,0 Hz. Os quartetos esperados para os carbonos C-
4, C-6° e do carbono do grupo trifluorometil ndo se mostraram completamente
resolvidos no espectro, o que dificultou a determinagdo do deslocamento quimico
para estes sinais. Mesmo assim foi possivel calcular as constantes de acoplamento
e os valores encontrados estdo em acordo com os descritos na literatura (PRETSCH
et al., 1989). Os sinais para os atomos de carbono C-1’ e C-3’ ndo foram observados
como quartetos uma vez que, os valores das constantes de acoplamento sao
pequenos. Os sinais referentes aos atomos de carbono C-3”/C-5", C-2”/C-6" e C-4”
aparecem como dupletos, devido ao acoplamento destes carbonos com o atomo de
flior, e os valores obtidos para as constantes de acoplamento estdo em acordo com
os descritos na literatura (PRETSCH et al., 1989). Os sinais em oc 167,5 e 171,6
foram atribuidos aos carbonos carbonilicos dos grupos amida. Os demais sinais
correspondem aos carbonos dos aneéis aromaticos.

No espectro de massas de alta resolugédo do composto 9h (Figura 2.19, pg.
139) observa-se o pico referente a [M-H]" em m/z 520,16558, valor este similar ao
esperado (m/z = 520,16481).
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O composto 9h foi submetido a analise de difracdo de raios X de monocristal
(DRXM). A unidade assimétrica do composto 9h é mostrada na Figura 2.20 (pg.
141), enquanto que um sumario da coleta e processamento dos dados é exibido na
Tabela 2.7 (pg. 143), juntamente com os parametros estatisticos do refinamento.
Comprimentos e angulos de ligagcédo e angulos torsionais sdo mostrados nas Tabelas
2.8 (pg. 144), 2.9 (pg. 145), e 2.10 (pg. 146), respectivamente.

O composto 9h cristalizou no grupo espacial monoclinico P24/c, com uma
molécula cristalograficamente independente. A molécula pode ser descrita por duas
porcoes difenilicas conectadas por uma ponte amidica. Ha auséncia de
coplanaridade dentro de cada porgao difenilica, o que pode ser constatado pelos
angulos calculados entre os planos médios quadraticos ajustados para os atomos de
carbono dos anéis aromaticos (38,79° entre as fenilas dissubstituidas e 62,90° entre
as monossubstituidas). A ponte amidica supracitada também ¢é inclinada em relagao
a todos os anéis aromaticos, com angulos entre o plano formado pelos seus atomos
de carbono, nitrogénio e oxigénio e os supracitados planos dos aneéis aromaticos
rotulados como A, B, C e D (Figura 2.20, pg. 141) de 80,74°, 67,46°, 65,58° e 88,43°,
respectivamente. A estrutura intramolecular do composto 9h é adicionalmente
estabilizada por uma ligagdo de hidrogénio entre o grupo amino conectando as duas
fenilas dissubstituidas A e B e a carbonila pertencente a cadeia espacadora das
fenilas monossubstituidas C e D, configurando, assim, em uma conexao adicional
nao covalente entre as duas partes moleculares. O empacotamento cristalino é
estabilizado principalmente por ligagdes de hidrogénio classicas, em que os dois
grupos amidicos atuam como doadores para ambas carbonilas de moléculas
vizinhas na rede cristalina. Isto origina cadeias unidimensionais robustas de
moléculas relacionadas por simetria de inversdao que se alternam infinitamente ao

longo do eixo cristalografico b (Figura 2.21, pg. 142).
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Figura 2.20 - Unidade assimétrica do composto 9h. Atomos ndo hidrogendides s&o
representados por elipsdéides a uma probabilidade de 30% e sao rotulados
arbitrariamente. A rotulagem dos anéis aromaticos também é mostrada. Atomos de
hidrogénio sao representados por esferas de raio arbitrario. A linha pontilhada azul

representa a ligagao de hidrogénio intramolecular.
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Figura 2.21 - Cadeia unidimensional formada no empacotamento cristalino do

composto 9h. Somente os atomos de hidrogénio envolvidos nas interagdes
intermoleculares (linhas pontilhadas azuis) sao exibidos. Cores dos eixos

cristalograficos: a — vermelha; b — verde; ¢ — azul.
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Tabela 2.7 - Constantes de cela e determinacdo estrutural da substancia 9h
determinada por DRXM

Foérmula minima

Massa molar da férmula minima (g/mol)

Dimensdes do cristal (mm?®)
Sistema cristalino

Grupo espacial

Z2/2

Temperatura (K)

Dimensées da cela a(A)
unitaria b (A)
c(A)
a(®)
B(°)

7 ()
Volume da cela unitaria (A°%)
Densidade calculada (g/cm®)
Coeficiente de absorgdo p (mm’™)
Intervalo em 6(°)
Intervalo dos h

indices

Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes
indice de simetria (Rin)
Completeza para 0 nax.

F 000

Paréametros refinados
Qualidade do ajuste sobre F*

indice residual para / >20(/)

indice residual ponderado para todos os

dados
DPrmeax | Domin (6/A%)

CagH23F N30,
521,5
0,20 x 0,10 x 0,08
Monoclinico
P2./c
4/1
273(2)
14.026(7)
9.126(4)
21.115(10)
90
91.101(12)
90
2702(2)
1.282
0.100
2,393 — 24,981
-16a 16

-10a 10
-25a25
28487
4720
0.3610
99.4
1080
343
1.037
0.1306
0.3481

0,248 / -0,285




Tabela 2.8 — Comprimentos de ligagéo (A) para 9h determinada por DRXM

02
o1
N2
N2
N3
N3
Cc23
Ci4
C15
N1
N1
C17
C17
C17
Cc7
c7
C8
C24
C24
C22
C18
C25
c4
Cc4
F1
C29
C11
C11
c21
9
C10
c3
C26
Cc28
C20
C6
Cé
(ox}
F2
F4
F3

Cc23
Ci4
Ci4
C8

Cc23
C15
C24
C15
C16
c7

c4

C18
C22
Ci6
C12
C8

9

C29
C25
c21
C19
C26
c3

c5

C1

Cc28
C10
C12
C20
C10
C13
C2

Cc27
Cc27
C19
(ox}

c5

C2

C13
C13
C13

1,248(8)
1,214(8)
1,341(9)
1,416(9)
1,343(9)
1,467(8)
1,483(10)
1,524(10)
1,515(9)
1,366(10)
1,411(11)
1,354(10)
1,363(10)
1,496(10)
1,377(11)
1,386(11)
1,376(11)
1,370(11)
1,376(10)
1,377(12)
1,412(12)
1,423(12)
1,395(13)
1,406(12)
1,376(18)
1,362(12)
1,351(13)
1,353(12)
1,318(13)
1,384(12)
1,407(14)
1,375(15)
1,315(14)
1,367(14)
1,350(13)
1,323(19)
1,375(17)
1,33(2)
1,315(15)
1,247(13)
1,292(14)
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Tabela 2.9 — Angulos de ligagdo (°) da substancia 9h determinada por DRXM

Ci4
C23
02
02
N3
o1
o1
N2
N3
N3
Ci16
c7
C18
C18
C22
N1
N1
C12
9
9
Cc7
C29
C29
C25
C17
C17
C17
C24
c3
c3
c5
C28

N2
N3
Cc23
C23
Cc23
Ci4
Ci4
Ci4
C15
C15
C15
N1
C17
C17
C17
c7
Cc7
c7
C8
C8
C8
C24
C24
C24
C16
C22
C18
C25
c4
Cc4
c4
C29

C8
C15
N3
C24
C24
N2
C15
C15
C16
Ci4
Ci4
Cc4
C22
Ci6
Ci16
C12
C8
C8
Cc7
N2
N2
C25
Cc23
Cc23
C15
Cc21
C19
C26
c5
N1
N1
C24

122,2(6)
119,0(6)
120,3(7)
120,8(8)
118,8(7)
123,2(7)
121,7(7)
115,0(7)
109,2(6)
110,7(6)
111,6(6)
125,4(8)
115,5(8)
121,0(8)
123,4(8)
124,3(9)
116,9(8)
118,8(9)
120,6(8)
119,7(8)
119,6(8)
119,7(9)
118,2(8)
122,1(8)
114,1(6)
122,3(9)
122,6(8)
116,6(9)
116,0(11)
118,4(9)
125,4(11)
122,1(10)
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Tabela 2.10 — Angulos torsionais (°) da substancia 9h determinada por DRXM

C15
C15
C8
C8
C23
C23
01
N2
01
N2
C4
Cc4
N1
C12
N1
C12
Ci4
Ci14
02
N3
02
N3
C18
C22
N3
Ci4
C18
C16
C22
C16
C29
C23
c7
Cc7
C25
Cc23
C17
C10
N1
C8
c7
N2
C12
C12

N3
N3
N2
N2
N3
N3
Ci4
Ci4
Ci4
Ci4
N1
N1
c7
Cc7
c7
Cc7
N2
N2
C23
C23
C23
C23
C17
C17
C15
C15
C17
C17
C17
C17
C24
C24
N1
N1
C24
C24
C22
C11
c7
c7
C8
C8
C11
C11

C23
C23
Ci4
Ci4
C15
C15
C15
C15
C15
C15
c7

Cc7

C8

C8

C8

C8

C8

C8

C24
C24
C24
C24
C16
C16
C16
C16
C22
C22
C18
C18
C25
C25
C4

Cc4

C29
C29
C21
C12
C12
C12
c9

c9

C10
C10

02
C24
01
C15
C16
Ci4
N3
N3
C16
C16
C12
C8
c9
c9
N2
N2
)
C7
C29
C29
C25
C25
C15
C15
C17
Cc17
c21
C21
C19
C19
C26
C26
c3
c5
C28
C28
C20
c7
C11
C11
C10
C10
c9
C13

-6,6(10)
172,5(6)
-3,7(12)
175,2(7)
-167,1(6)
69,7(8)
51,8(9)
-127,1(7)
-70,0(9)
111,1(7)
-15,9(14)
163,8(8)
179,9(7)
-0,4(12)
-1,6(11)
178,1(7)
100,1(9)
-78,5(10)
-10,7(11)
170,2(7)
167,0(7)
-12,1(11)
121,4(8)
-56,4(10)
174,4(6)
-62,9(9)
2,1(12)
180,0(8)
-2,9(13)
179,1(8)
0,4(12)
-177,3(8)
-125,0(10)
61,1(13)
-0,1(14)
177,7(9)
-0,8(15)
-2,2(16)
-178,1(9)
2,2(14)
-1,3(13)
-179,8(8)
0,5(17)
-177,8(13)
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Tabela 2.10 - Continuagao

C8
C8
C5
N1
C24
C24
C22
C25
C29
C21
C17
C1
c3
N1
c5
c5
Cé
F1
Cc4
C11
C9
C11
C9
C11
C9

9
c9
C4
C4
C25
C29
C21
C26
C28
C20
C18
Cé
Cc4
C4
Cé
Cé
c1
C1
c3
C10
C10
C10
C10
C10
C10

C10
C10
C3
c3
C26
C28
C20
Cc27
c27
C19
C19
c5
c5
c5
c1
C1
C2
Cc2
C2
C13
C13
C13
C13
C13
C13

c11
c13
c2
2
c27
c27
19
28
26
c18
20
c4
c6
C6
2
F1
c3
c3
c1
F4
F4
F3
F3
F2
F2

1,3(15)
179,7(12)
-0,7(14)
-175,2(10)
-1,6(16)
1,0(17)
0,3(16)
3(2)

-2(2)
-1,1(16)
2,5(15)
-1(2)
0,5(14)
174,6(10)
3(3)
-177,6(10)
-3(3)
177,4(12)
1,8(19)
12(3)
-166,6(18)
136,8(16)
-41(2)
-111,0(16)
71(2)

Além da sintese e avaliagdo de bioatividades de diamidas, um dos objetivos

deste trabalho foi buscar viabilizar a sintese de derivados do acido cindmico a partir

da reagao de adigao do tipo Michael catalisada por um acido de Bronsted, o (+/-)-

acido canforsulfénico (ACS), entre cinamatos (13) e diferentes azalactonas (8), que

deveriam levar a formacgao dos ésteres derivados do acido cinamico contendo o anel

azalactonico de estrutura geral (14) (Esquema 2.13, pg. 148).
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Esquema 2.13 — Proposta de sintese para os ésteres cinamatos contendo o anel

azalactoénico.

A inspiracdo para o desenvolvimento desta reacdo foi baseada no trabalho
descrito por Avila e colaboradores (2013) o qual reportou a adicdo do tipo Michael
diastereosseletiva de azalactonas a enonas, catalisada pelo (f)-acido
canforsulfénico. Considerando estas premissas, foi preparada uma série de ésteres
cinamatos.

Os cinamatos de estrutura 13a-13p foram preparados via reagdo de
esterificacdo de Steglich entre o acido cindmico (11) e diferentes compostos
hidroxilados 12a-12p (Esquema 2.14).

1 0
©/\)‘\OH " R-OH w ©/\)\O,R
(11) (12a-12p) CH,Cl,

t.a. (13a-13p)

£ .
H3CO/©/ F3CO©/ /©/ ’ \(@f /ig

~0

T T 0 ek
OCHj OCH;

12k 121 12m

Esquema 2.14 — Sintese de ésteres cinamatos por meio da reagéao de Steglich.
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O Esquema 2.15 contém o mecanismo de reagao que explica a obtencido de
13a via esterificacdo de Steglich.
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Esquema 2.15 — Proposta mecanistica para a obtencdo do composto 13a.
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A primeira etapa desta reagdo consiste na protonagdo de um dos nitrogénios
do DCC pelo acido carboxilico. O DCC, agora contendo um carbono extremamente
eletrofilico, é atacado pelo anion carboxilato dando origem a O-acil-isoureia. Apos
uma nova protonacéao, este intermediario sofre, entdo, um novo ataque nucleofilico
do DMAP, uma vez que este € um nucledéfilo mais forte do que o alcool, resultando
na formacdo da amida reativa e eliminagcdo da dicicloexilureia (DHU). Quando a
esterificacéo é lenta, uma reagao paralela pode ocorrer na forma de um rearranjo 1,3
do intermediario O-acil-isoureia, resultando na obtencdo da N-acil-isoureia que nao
reage com o alcool (Esquema 2.16). Porém, a adicdo da DMAP impede esta reagao
paralela, pois esta base substitui o grupo O-acil-isoureia como grupo abandonador,
formando a nova espécie acilante. Esta nova espécie, que nao sofre rearranjo, sera
posteriormente atacada pelo alcool levando a formacédo do éster (DE ALMEIDA,
2014; LUTJEN et al., 2018).

O-acil-isoureia

N-acil-isoureia

Esquema 2.16 — Conversao da O-acil-isoureia em N-acil-isoureia em reagdes lentas

na auséncia de DMAP.

A aplicagdo da esterificagdo de Steglich permitiu a sintese dos ésteres 13a-
13p em condi¢gdes brandas e com tempos de reagédo relativamente curtos. As
substancias 13a-13p foram obtidas com rendimentos que variaram de 45% a 84%
apos purificacdo em coluna de silica gel.
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Uma vez sintetizadas, estas substancias foram caracterizadas via
espectroscopia no infravermelho e espectroscopia de RMN de 'H e ®*C. Os dados
experimentais que caracterizam os compostos 13a-13p estdo descritos na segao
2.4.2.6 (pg. 96-111).

A seguir, sera discutida a caracterizacdo de um dos ésteres sintetizados. Os
outros possuem caracterizacdo semelhante e seus espectros sdo apresentados no
Anexo.

No espectro no infravermelho do composto 13h (Figura 2.22, pg. 153) as
bandas de absor¢gdo em 3049 e 3022 cm™ correspondem as vibragdes de
estiramento da ligacdo =C-H dos anéis aromaticos. As bandas de absor¢édo em
2920 e 2856 cm™' foram atribuidas ao estiramento assimétrico de ligagcdo C-H dos
carbonos sp®. O estiramento tipico da ligacdo C=0 do grupo éster aparece como
uma banda intensa em 1702 cm™.

No espectro de RMN de 'H do composto 13h (Figura 2.23, pg. 154)
observa-se um sinal em o4 2,38 na forma de um simpleto, integrado para
trés hidrogénios, correspondente aos atomos de hidrogénio
do grupo metila (CH3). Outro simpleto é observado em o+ 5,23, integrado para dois
hidrogénios, referente aos hidrogénios metilénicos H-10.
O dupleto em o1 6,49, integrado para um hidrogénio, foi atribuido ao hidrogénio H-8
e possui constante de acoplamento Jwans = 15,9 Hz. Esse é o valor tipico de
constante de acoplamento para atomos de hidrogénio trans em uma
ligacado dupla (PAVIA, pg. 134, 2010). Observa-se ainda no espectro de 13h outro
dupleto em o 7,74, também integrado para um hidrogénio e com constante de
acoplamento Jirans = 15,9 Hz, correspondente ao hidrogénio H-7, confirmando assim
a estereoquimica da ligacéo dupla e o acoplamento de H-7 com o atomo vizinho H-
8. O hidrogénio H-7 é observado com deslocamento quimico maior do que H-8
devido a deslocalizacéo de elétrons da ligacdo dupla aciclica com o grupo carbonila,
diminuindo assim a densidade eletrbnica nessa regido e desblindando mais o
hidrogénio H-7 em relacédo a H-8. Em o+ 7,21 tem-se um dupleto, integrado para dois
hidrogénios e com constante de acoplamento J = 7,8 Hz, atribuido aos hidrogénios
H-13 e H-15. Outro dupleto também integrado para dois hidrogénios e com
constante de acoplamento idéntico ao dupleto anterior (J = 7,8 Hz) é observado em

oH 7,33, correspondente aos hidrogénios H-12 e H-16. Este fato confirma o
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acoplamento dos atomos em posi¢cao orto H-12 com H-13 e H-15 com H-16. Os
demais sinais correspondem aos hidrogénios do anel fenila.

No espectro de RMN de *C do composto 13h (Figura 2.24, pg. 155) os sinais
observados em oc 21,2 e ¢ 66,3 foram atribuidos aos carbonos sp3 CH; e C-10. O
carbono C-8 foi observado em o6¢c 118,0, mais blindado em relagdo ao C-7 (oc 145,0).

Este fato se deve, novamente, a diminuicdo da densidade eletronica em C-7, pelos

mesmos motivos citados na atribuicdo do espectro de hidrogénio anteriormente. O
carbono da carbonila foi atribuido em oc 166,8. Os demais sinais correspondem aos

carbonos dos anéis aromaticos.
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ApOs a sintese dos cinamatos, foram testadas diferentes condi¢des de reagao
(Esquema 2.17) buscando a preparagdo de ésteres cinamatos contendo o anel
azalacténico. Entretanto ndo houve formagado de quaisquer quantidades de produto
mesmo apos trés dias de reacdo, aquecimento, agitagdo, troca de solvente e
mudanca de catalisador. Além do (x) acido canforsulfénico foram testados também
os catalisadores cloreto de zirconila e niobato de sédio. Os solventes testados foram
diclorometano e tolueno, e as reag¢des foram conduzidas a temperatura ambiente e a
80 °C (Esquema 2.17).

)

R
10 (o]

o] Ph o]
=N A W
‘v, O
. ©/\)LO/\© >< > o) //R
>§N

Ph

Condicoes testadas: -Solventes: Diclorometano e Tolueno
- Catalisadores: ACS, ZrOCl,.8H,0, NaNbO;
- Sem agitacdo magnética e com agitagdo magnética
- Reacgdes conduzidas a temperatura ambiente e sob aquecimento.

Esquema 2.17 — Condi¢bes de reagdo que foram utilizadas na tentativa de sintese

dos cinamatos contendo o anel azalacténico via adi¢ado do tipo Michael.

Diante da falta de sucesso na obtencdo dos cinamatos contendo o anel
azalactonico e considerando relatos de atividade antitumoral e antimetastatica de
eésteres cinamatos, incluindo uma investigacdo conduzida por nosso grupo de
pesquisa (LIMA et al., 2018), optou-se por avaliar as atividades biologicas dos
ésteres sintetizados. Cumpre ressaltar que dados da literatura demonstram que
estruturas simples de derivados do acido cinamico podem apresentar bioatividades
bastante interessantes (DE et al., 2011).

Nos capitulos seguintes serdo descritos os resultados encontrados
no que tange a avaliagdo de bioatividades das diamidas e dos cinamatos

sintetizados.
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CAPIiTULO 3

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DAS DIAMIDAS E DOS ESTERES
CINAMATOS E INVESTIGAGAO DO EFEITO ANTIMETASTATICO DOS
CINAMATOS

3.1 INTRODUCAO

Segundo definicdo do INCA (Instituto Nacional do Céancer) o cancer consiste
de um conjunto de mais de 100 doengas que sao caracterizadas pelo crescimento
descontrolado de células que invadem os tecidos e 6rgédos, podendo ainda
disseminar para outras areas do corpo, em um processo conhecido como
metastase. A metastase é a principal causa de morte relacionada ao cancer,
principalmente devido a dificuldade de tratamento com cirurgia convencional ou
radioterapia, o que se deve a localizacdo anatomicamente difusa das células
cancerosas nos diferentes orgaos. Além disso, a resisténcia das células tumorais
aos quimioterapicos € uma causa importante de fracasso do tratamento em
pacientes com cancer em fase metastatica (INCA, 2019; XU et al., 2018).

O céancer € a segunda principal causa de morte no mundo e estima-se que
tenha sido responsavel por 9,6 milhdes de mortes em 2018. Dados estatisticos
revelam que cerca de 17 milhées de novos casos ocorram a cada ano. Dentre estes,
os canceres de pulméo, prostata, colo retal, estbmago e figado sdao os mais
incidentes na populacdo masculina, enquanto mama, colo-retal, pulmao, colo do
utero e o cancer de tireoide sdo os mais comuns entre as mulheres (WHO; CHENG
etal., 2018).

O carcinoma hepatocelular € o tipo mais comum de cancer de figado e
consiste de uma neoplasia maligna agressiva com elevado indice de mortalidade. E
uma doenga que se manifesta com grande frequéncia em pessoas portadoras de
doencas hepaticas crbénicas, como a cirrose. A hepatite viral crénica, hepatite B ou
infecgao por hepatite C, e o consumo excessivo de alcool sdo os principais fatores
de risco para o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular (BALOG et al., 2016;
GOMES et al., 2013).

O adenocarcinoma de colo do utero é o quarto tipo de cancer mais comum
entre as mulheres em todo o mundo. Para o ano de 2018 foram estimados 569.847
novos casos e por volta de 311.365 mortes relacionados a este tipo de cancer ao
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redor do mundo. Cerca de 80% das mortes relacionadas ao cancer do colo do utero
ocorrem em paises de baixa renda com ineficientes medidas de triagem. O
papilomavirus humano (HPV) é o principal agente causador do deste tipo de cancer.
Porém, o risco de desenvolvé-lo pode ser reduzido ao realizar rastreamento de
rotina e vacinagao contra o virus HPV (COHEN et al., 2019; PORRAS et al., 2018).

O melanoma ¢é o tipo mais agressivo de cancer de pele e possui elevado
potencial de se tornar metastatico. Ele tem origem nos melandcitos, as células que
produzem melanina, e pode aparecer em qualquer parte do corpo, na pele ou
mucosas, na forma de manchas, pintas ou sinais. J& em pessoas negras, O seu
aparecimento ocorre geralmente nas areas claras do corpo do individuo, como nas
palmas das méaos e parte inferior dos pés. No estagio inicial, o melanoma se
desenvolve apenas na camada mais baixa da epiderme, a camada basal, o que
facilita a remocgéao cirurgica e a cura do tumor. Nos estagios mais avangados, ele
penetra na derme levando a lesbes mais profundas e espessas, aumentando a
possibilidade de desenvolvimento de metastase, o que dificulta o processo de cura
do paciente. O melanoma maligno metastatico possui um mau progndstico; estima-
se que o tempo de sobrevida esteja entre 5,3-10,0 meses, dependendo do estagio
da doencga. Segundo o INCA, 2.920 novos casos de melanoma foram previstos entre
0s homens, para o Brasil, no ano de 2018. Entre as mulheres esse numero € ainda
maior, por volta de 3.340 novos casos (INCA, 2018; SALEH, 2018).

Os principais métodos para o tratamento do cancer incluem a radioterapia,
quimioterapia e cirurgia, ou ainda a combina¢ao desses meios terapéuticos (ZHANG
et al., 2019).

Dentre esses métodos, a cirurgia, quando indicada, € na maioria dos casos a
escolha preferencial dos pacientes, visto que existe nesse método a esperanga de
que ocorra a retira total ou pelo menos parcial do tumor. Quando o tumor é
detectado precocemente, o ato cirurgico pode ter finalidade curativa. Entretanto,
existem alguns riscos associados a realizagdo da cirurgia como dor crénica apds a
cirurgia, desenvolvimento de infeccbes, hemorragia, danos aos tecidos proximos e
indugcdo do aumento da disseminagado de células cancerigenas para a circulagao
(TOHME et al., 2017).

A radioterapia utiliza diferentes formas de radiagdo ionizante para o

tratamento do cancer. Seu objetivo consiste em destruir ou inibir o crescimento de
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células anormais que formam o tumor. Esse tratamento apresenta alguns efeitos
colaterais, como mielossupressao parcial, reacdes adversas na pele e danos locais
irreversiveis a macromoléculas biolégicas, como DNA e proteinas. Além disso,
dependo do local onde o tumor se encontra, a radiagao pode gerar danos em tecidos
saudaveis (ZHANG et al., 2019).

O objetivo da quimioterapia € destruir as células neoplasicas (células
cancerigenas), preservando as normais. O tratamento ¢é realizado com
medicamentos quimioterapicos que podem ser administrados por via intravenosa,
por via oral, intramuscular, subcutanea, intracraneal ou por meio topico (INCA). Um
dos grandes problemas relacionado ao uso de quimioterapicos refere-se ao
desenvolvimento de resisténcia de células tumorais aos farmacos utilizados (LIU et
al., 2019). Além deste fato, a quimioterapia apresenta diversos efeitos colaterais tais
como supressdo da medula Ossea, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, perda de
cabelo, nauseas e vomitos, diarreia, maior susceptibilidade a infecgdes, dentre
outros (ROSAS et al., 2013).

Embora o diagndstico precoce e o tratamento terapéutico ajudem a controlar
a doengca e em alguns casos promover a cura, ainda é necessario 0
desenvolvimento de outros métodos para prevenir e tratar o cancer, uma vez que a
resisténcia primaria ou secundaria a todas as terapias ira ocorrer em algum
momento do tratamento (GOVINDARAJAN, 2018). Deste modo, € necessaria a
continuidade de pesquisas que busquem a descoberta e promovam o
desenvolvimento de novas drogas que possam impedir a proliferagdo celular e
induzir a apoptose, inibir a mobilidade das células cancerigenas e que, além disso,
possuam menores efeitos colaterais, maior seletividade e diminuam o processo de
resisténcia (VIDENOQOVIC et al., 2018).

Entre muitas substdncias naturais potencialmente dteis que vem
sendo investigadas como quimioterapicos alternativos no tratamento do
cancer, pode-se citar o acido cinamico e seus derivados. Recentemente, a atividade
antimetastatica de uma série de derivados do acido cinamico contendo o nucleo
1,2,3-triazdlico (Figura 3.1, pg. 164) foi avaliada in vitro frente as células de
melanoma cutdneo murino B16-F10. Dezenove dos vinte e seis derivados
sintetizados suprimiram significativamente a migragdo de células B16-F10 na
concentracdo de 100 pmol L', sendo que dez destes compostos suprimiram a
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migragao celular em pelo menos 50% em relagdo ao controle. Esses dez compostos
foram, subsequentemente, avaliados na concentracdo de 50 pmol L™, sendo que
somente o composto cinamato de 3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila (Figura 3.1)
suprimiu significativamente a migracdo celular (cerca de 86%). Este cinamato
também foi capaz de inibir os processos de proliferacdo, invasao, adesdo e
colonizagédo das células B16-F10. Diante dos resultados experimentais observados
in vitro, concluiu-se que o composto cinamato de 3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-
il)propila foi eficiente na redugdo do potencial metastatico das células B16-F10
(LIMA et al., 2018).

0]
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. J

Figura 3.1 — Estrutural geral dos derivados do acido cindmico que foram sintetizados
e do composto mais ativo que apresentou atividade antimetastatica (LIMA et al.,
2018).

O splicing € um processo que resulta na remocao seletiva dos introns e na
juncdo dos éxons imediatamente apds a transcricdo do RNA. No processo
conhecido como splicing alternativo, uma mesma molécula de pré-RNA sofre
diversas possibilidades de combinacdes resultando na sintese de proteinas distintas
a partir de um unico gene (CZUBATY e PIEKIELKO-WITKOWSK, 2017).

As SRPKs representam uma familia de cinases que €& responsavel pela
fosforilagdo das proteinas SR e por regular os fatores de splicing alternativo. Quando
o splicing alternativo é prejudicado, o funcionamento de genes chaves que controlam
a proliferacéo, migracao e apoptose é afetado (OGAWA e HAGIWARA, 2012). A
superexpressao e a desregulacdo da atividade das cinases SRPK1 e SRPK2 séao
fatores importantes na promocgao da proliferagao celular em varios canceres, como a
leucemia (SIQUEIRA et al., 2015).
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O SRPIN340, N-[2-(piperidin-1-il)-5-(trifluorometil)  fenillisonicotinamida,
consiste em um derivado da isonicotinamida que inibe seletivamente as cinases
SRPK1 e o SRPK2. O tratamento de células de leucemia com SRPIN340 resulta na
diminuicdo da viabilidade celular, indugdo de apoptose e alteragbes no splicing
alternativo de MAP cinases, VEGF e FAS. Além disso, o SRPIN340 pode inibir a
tumorigénese in vivo (CZUBATY e PIEKIELKO-WITKOWSK, 2017). Deste modo,
observa-se que a inibicdo das SRPKs pode controlar a proliferagdo de células
tumorais.

Siqueira e colaboradores em 2017 descreveram a sintese e avaliacédo da
atividade antileucémica de vinte e dois derivados do SRPIN340. Alguns desses
derivados apresentaram efeitos citotoxicos superiores contra as linhagens de células
de leucemia mieldide e linfoide em comparagao com o SRPIN340. Os melhores
resultados foram obtidos para os trés compostos apresentados na Tabela 3.1 (pg.
166), com valores de ICso variando entre 6,0 e 35,7 ymol L ™. Esses derivados do
SRPIN340 também foram capazes de desencadear a apoptose e autofagia. Dentre
0s compostos avaliados, o] composto N-[2-(4-bromofenilamino)-5-
(trifluorometil)fenillnicotinamida foi mais eficiente que o SRPIN340 em inibir o estado
de fosforilagao intracelular das proteinas SR, bem como a expressao das isoformas
oncogénicas de MAP2K1, MAP2K2, VEGF e RON.
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Tabela 3.1 — Valores de ICs5p para as linhagens celulares HL60, Jurkat e Nalm6 do

SRPIN340 e dos trés derivados mais ativos

Composto ICs0
HL60 Jurkat Nalm6
CF,
: kc 38,3 +8,7 75,4 £5,7 70,6 £5,0
SRP|N340
CF,
o)
N AN
/@NH H ' \? 14.2+0,9 20,6 + 4.0 357+ 1,0
Br
CF,
/@NH H 8,5+0,2 17,8 + 1,1 17,0+ 1,0
Br
CF,
NH H 11,8+04 33,8+1,8 6,024

@

Br

Dessa forma, considerando as atividades antitumorais ja descritas na

literatura para os derivados do acido cinamico, bem como de amidas derivadas do

SRPIN340, descrevem-se neste capitulo os resultados da avaliacdo do efeito

antitumoral dos compostos 9a-9k, 10a-10k e 13a-13r bem como os resultados da

avaliagao da atividade antimetastatica dos cinamatos 13a-13r.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Metodologia utilizada nos bioensaios envolvendo os ésteres derivados do

acido cinamico
3.2.1.1 Linhagens celulares e cultura celular

Células de linhagem tumorigénica do tipo melanoma murino B16-F10, e ndo
tumorigénica Vero foram cultivadas no Laboratorio de Bioquimica Celular e
Bioprodutos (LBCB) da Universidade Federal de Vigosa. Todo o procedimento de
cultivo foi realizado em condigbes assépticas, utilizando-se capela de fluxo laminar e
material esterilizado e descartavel. As culturas celulares foram mantidas em meio
RPMI 1640, pH 7,2 (Gibco, Invitrogen, CA, USA) e suplementadas com 10% de soro
fetal bovino (10% SFB), penicilina (1%), estreptomicina (1%) a 37 °C, sob tensao de
5% de tensdo de CO,. Antes da realizagdo de cada experimento, as células foram
removidas das garrafas de cultivo, centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI

1640, sendo suplementadas com SFB e contadas em camara de Neubauer.
3.2.1.2 Ensaio de avaliagao de citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade e seletividade dos compostos 13a-13r, foram
utilizadas as linhagens celulares tumorigénica B16-F10 e nao tumorigénica Vero.
Para tal, foi empregado o teste do MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide]. Somente o0s compostos que apresentaram os
melhores valores de ICs frente a linhagem B16-F10 e significativa seletividade

foram submetidos aos demais ensaios.

3.2.1.3 Ensaio de avaliagao de viabilidade celular

As linhagens celulares tumorais B16-F10 (1x10* células/poco) e Vero (8x10*
células/pogo) foram incubadas em placas de 96 pogos, por 24 horas a 37 °C e 5%
de tensédo de CO,. Cada poco continha 100 yuL de meio RPMI completo e 100 pL da
solucdo dos compostos em diferentes concentragdes (100 e 200 pymol L), diluidos
em meio RPMI com 10% de SFB e 0,4% de DMSO (v/v, Sigma). Apés 48 h de
incubacdo, MTT (5 mg mL™, Sigma) foi adicionado aos pocos. Apds 4 h a 37 °C, a
solugdo de MTT foi removida e 100 pmol L' de DMSO por pogo foram adicionados

para solubilizar os cristais de formazan. A leitura da absorbancia foi realizada a 540
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nm em um leitor de microplaca (SpectraMax M5, Molecular Devices). Os resultados
foram normalizados considerando os pogos tratados com 0,4% de DMSO (controle).
Para os calculos da viabilidade celular foi utilizado o programa Microsoft Excel e para
determinacao dos valores de ICsy para os compostos mais ativos foi utilizado o

programa GraphPad Prism verséo 6.1.
3.2.1.4 Ensaio de migragao celular (wound healing)

Células B16-F10 foram semeadas em placas de cultura de 24 pogos na
concentracédo de 1x10° células (100 pL por pogo) em meio RPMI 1640 (10% SFB),
por 24 h para completa aderéncia celular a placa e formacdo de uma monocamada
confluente de células. Com o auxilio de uma ponteira (P200), uma fenda de células
foi raspada da placa e o meio foi descartado. Em seguida, foi acrescido meio RPMI
1640 (2% SFB) a cada pogo e as células foram tratadas com o éster cinamato
selecionado na concentragdo de 50 pmol L' ou com o veiculo (0,4%, DMSO).
Imagens digitais de cada fenda foram capturadas na objetiva de 10X, usando um
microscopio de luz invertido conectado a uma camera digital, no tempo 0 h e 24 h
apo6s a adicdo do composto. As distancias médias de migragdo das células foram
obtidas a partir da mensuracao de cinco medidas transversais aleatorias, de uma
borda a outra da fenda. Cada analise foi realizada em ftriplicata. As quantificacbes

foram realizadas utilizando-se o software Paint 6.2.

3.2.2 Metodologia utilizada no ensaio de avaliagdo da citotoxidade das
diamidas 9a-9k e 10a-10k

3.2.2.1 Linhagens celulares e cultura celular

As linhagens celulares humanas utilizadas foram HelLa (adenocarcinoma de
colo do utero), HepG2 (carcinoma hepatocelular) e HEK293 (célula embrionaria de
rim — linhagem nao tumoral). Para o cultivo, utilizou-se meio RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute Medium, Sigma) pH 7,2 suplementado com 100 U mL™" de
penicilina (Sigma), 100 ug mL™ de estreptomicina (Sigma) e 10% v/v de soro fetal
bovino (SFB, LGC Bio). As células foram crescidas em suspensdo utilizando
garrafas de 75 e 300 cm?, mantidas em atmosfera com 95% de umidade e 5% de

tensdo de CO..
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3.2.2.2 Ensaio de Viabilidade Celular

Para avaliacdo da atividade citotoxica das diamidas 9a-9k e 10a-10k, as
células foram contadas em camaras de neubauer, ressuspendidas em meio RPMI
1640 (10% v/v SFB, 100 U mL™ de penicilina e 100 pg mL™" de estreptomicina) e
incubadas em placa de 96 pocos de fundo chato, na densidade de 10.000 células
por poco, por 24 horas a 37 °C e 5% de CO, para adaptacdo das células. As
diamidas foram avaliadas na concentracdo de 100 umol L' por 48 horas de
incubacédo a 37 °C e 5% de tensdo de CO,. Como veiculo foi utilizado DMSO na
concentracédo de 0,4% v/v. Para verificacdo do efeito citotdxico, foi adicionado a
cada poco 10 pL do reagente MTT na concentragdo de 5 mg mL™ e incubou-se
novamente a 37 °C por 4 horas. Posteriormente, o sobrenadante foi removido, o
formazan foi ressuspendido em 100 yL de DMSO e a leitura de absorbancia no
comprimento de onda de 540 nm foi realizada em leitora automatica de microplacas
(Biotek Sinergy HT). Para os calculos da viabilidade foi utilizado o programa

Microsoft Excel.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Avaliacao de bioatividades dos cinamatos

No teste de avaliagdo da viabilidade celular das células B16-F10 frente aos
cinamatos e ao acido cinamico (controle positivo), observou-se que a conversao do
acido cinamico em ésteres cinamatos resultou em substancias com maior efeito
citotoxico frente a esta linhagem celular, com excecdo dos compostos 13h, 13n e
13r que apresentaram viabilidade celular superior ao controle positivo (Figura 3.2,
pg. 170).
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Figura 3.2 - Viabilidade das células B16-F10 apés tratamento com 100 pmol L™ do

acido cinamico e dos ésteres cinamatos por 48 h. AC: acido cinamico.

Conforme apresentado na Figura 3.2, os compostos que diminuiram a
viabilidade celular em porcentagem menor ou igual a 70% foram os compostos 13c,
131, 13p e 13q, (Figura 3.3, pg. 171) e estes foram selecionados para determinagao
dos valores de ICs5p para a bioatividade avaliada. Trés destes compostos possuem a
similaridade de terem sido obtidos a partir da reacdo do acido cinamico com a
vanilina e o fenol. Este fato possivelmente indica que a por¢cdo derivada destes
fendis resulta em menor viabilidade celular e consequentemente maior efeito
citotoxico sobre a linhagem B16-F10 em relagcdo aos compostos benzilados. Além
disso, os compostos 13p e 13q diferem estruturalmente apenas na dupla ligagao,
sendo o composto 13q preparado via reagdo de bromocdo. Desta forma, como a
adicdo de atomos de bromo na dupla ligacdo aciclica culminou em significativa
reducdo da viabilidade celular, pode-se sugerir que o atomo de bromo seja
responsavel por este incremento na atividade citotoxica. Outro fator a ser
mencionado é que o composto 13r, obtido através da reagdo de hidrogenacao de
13p, mostrou aumento da viabilidade celular em relacdo ao acido cinamico. Assim,
quando este composto € comparado ao acido cinamico conclui-se que a dupla

ligacao aciclica provavelmente € um importante fator para a atividade citotdxica.
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Figura 3.3 — Derivados do acido cinamico que exibiram as menores porcentagens de
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viabilidade celular frente a linhagem celular B16-F10.

Para a determinagao dos valores de ICs, células B16-F10 foram tratadas com
concentracdes crescentes (0-200 umol L") de cada um dos compostos durante 48
horas. Os valores de ICs calculados para os quatro compostos mais ativos
demostraram que dois deles possuem valores abaixo de 200 pmol L. O composto

13q apresentou 0 melhor resultado com valor de ICso = 60,28 pmol L™ (Figura 3.4).
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Figura 3.4 - Valores de ICs, e do coeficiente de determinagdo (R?) para os derivados do

acido cindmico mais ativos nos ensaios de avaliacdo da viabilidade celular frente as células

B16-F10.
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Foi realizado também o teste de viabilidade celular contra a linhagem celular
nao tumoral Vero. Para isto, células renais semelhantes a fibroblasto Vero foram
tratadas com os compostos 13a-13r nas concentragées de 100 e 200 pmol L por
48 h (Figura 3.5). Na menor concentragdo avaliada, todos os compostos
apresentaram porcentagem de viabilidade celular superior a 70%. Apesar do
composto 13q ter apresentado maior atividade citotoxica contra células B16-F10, na
maior concentragido utilizada ele possui maior citotoxicidade para células Vero em
relagdo aos demais cinamatos avaliados. Entretanto, na concentragdo de 100 umol
L' demonstrou viabilidade celular superior a 80%.
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Figura 3.5 - Viabilidade das células Vero apos tratamento com 100 pmol L™ e 200

umol L™ do acido cinamico e dos ésteres cinamatos por 48 h. AC: acido cinamico.

No ensaio de migracao celular, as células B16-F10 foram tratadas com 50
umol L™ de cada composto durante 24 h. Na Figura 3.6 (pg. 173) observa-se que
oito (13c, 13f, 13i, 13m, 13n, 13l, 13p, 13q) dos dezoito compostos avaliados
apresentaram porcentagens de migracao celular igual ou inferior ao acido cinamico.
Dentre esses, o 13l, 13p e 13q foram aqueles que apresentaram os melhores
resultados para a atividade avaliada. Outros ensaios como proliferacdo, invasao,
adesdo e colonizagdo ainda sao necessarios para verificar o potencial desses

compostos em reduzir o processo de metastase em células B16-F10.
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Figura 3.6 — Migracgao celular de células B16-F10 apds tratamento com 50 pmol L

do acido cinamico e dos ésteres cinamatos por 24 h. AC: acido cinamico.

3.3.2 Avaliacao da citotoxicidade das diamidas

As diamidas 9a-9k e 10a-10k foram avaliadas na concentracdo de 100 pmol

L?, em triplicata. As linhagens celulares humanas utilizadas foram a Hela

(adenocarcinoma de colo do utero), HepG2 (carcinoma hepatocelular) e HEK293

(célula embrionaria de rim — linhagem nao tumoral). O SRPIN340 foi utilizado como

controle positivo. Os resultados de avaliagao da viabilidade celular sao apresentados

na Tabela 3.2 (pg. 173-174).

Tabela 3.2 - Viabilidade (%) das células cancerigenas HelLa e HepG2, apds 48 horas

de exposicéo as diamidas e ao SRPIN 340 (médiatdesvio padréo)

% Viabilidade Celular

% Viabilidade Celular

Composto
HelLa HepG2

9a 70,62+0,811 71,04+3,849
9b 102,317,456 78,836,236
9c 98,23+6,043 96,16+2,997
9d 76,33+1,57 70,27+2,956
9e 76,70+1,66 83,734,951
of 98,965,755 85,83+4,148
99 83,68+3,104 68,38+4,373
9h 49,85+2,354 52,37+1,583
9i 90,53+3,987 81,69+0,45
9j 71,68+3,864 92,87+3,99
9k 68,92+2,291 79,95+2,466
10a 10,23+0,156 7,415+0,465
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Tabela 3.2 — Cont.

% Viabilidade Celular

% Viabilidade Celular

Composto
HelLa HepG2

10b 84,59+1,004 72,88+3,987
10c 85,04+1,673 77,2912 507
10d 88,89+1,507 70,58+1,783
10e 101,315,417 85,88+1,302
10f 16,61+0,911 7,817+0,062
109 13,6410,056 8,148+0,098
10h 11,21+1,147 7,595+0,053
10i 9,867+0,314 7,802+0,239
10j 16,2510,336 8,523+0,082
10k 16,72+0,832 10,74+0,8

SRPIN340 26,17£2,175 64,83+1,96

Conforme observado na Tabela 3.2, das vinte e duas diamidas avaliadas, sete

(10a, 10f, 10g, 10h, 10i, 10j, 10k) reduziram a viabilidade celular em mais de 80%
(Figura 3.7, pg. 175). Para a linhagem celular HelLa, o melhor resultado foi obtido
para o composto 10i, que foi capaz de inibir a viabilidade celular em
aproximadamente 90%. Para a outra linhagem celular avaliada, HepG2, observa-se
maior sensibilidade a esses sete compostos, resultando em efeitos citotdéxicos mais
pronunciados. Cabe destacar que essas sete diamidas exibiram resultados de
inibicdo da viabilidade celular superiores ao SRPIN340 sendo, portanto mais

citotdxicos do que o controle positivo.
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Figura 3.7 — Diamidas mais efetivas em inibir o crescimento das células Hela e
HepG2.

Com relacao as estruturas quimicas desses compostos mais ativos, observa-
se que possuem como caracteristica estrutural comum a presenca de uma amina
secundaria (R'-NH-R?). Além disso, estes apresentam em comum o fato de
possuirem um grupo metileno (-CHz) conectando os dois grupamentos amida.

Uma comparacdo estrutural pode também ser feita com os compostos
sintetizados por Barros em 2014, onde os compostos mais ativos correspondem
aqueles que possuem a presenga do grupo 4-bromofenila. Deste modo, nota-se
novamente a importancia da ligacédo N-H do grupo amina na atividade citotoxica dos
compostos avaliados, sugerindo que esta ligagcdo € uma unidade estrutural essencial
e que deve estar presente nas estruturas dos analogos ao SRPIN340 para que estes
venham a apresentar promissoras atividades bioldgicas.

As diamidas também foram avaliadas contra a linhagem nao tumoral HEK293,
a fim de verificar a seletividade dos compostos. Os resultados referentes a

viabilidade celular para esta célula sdo apresentados na Tabela 3.3 (pg. 176).
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Tabela 3.3 - Viabilidade (%) da célula ndo tumoral da linhagem HEK293, apés 48

horas de exposi¢cdo aos compostos derivados do SRPIN340 (médiatdesvio padrao)

Composto % Viabilidade Celular
HEK293

9a 96,38+3,992
9b 94,62+3,463
9c 96,85+2,276
9d 90,01+0,805
9e 95,22+5,091
of 94,36+4,882
99 96,25+2,732
9h 77,20+9,488
9i 96,77+2,275
9j 87,895,507
9k 94,78+6,856
10a 13,241,617
10b 95,15+6,101
10c 96,98+2,412
10d 90,90+5,729
10e 94,85+6,861
10f 41,10£11,44
10g 51,44+25,34
10h 28,89+6,787
10i 16,495,581
10j 22,78+1,253
10k 28,71+9,114
SRPIN340 75,515,895

Apesar dos compostos 10a, 10h, 10i, 10j e 10k terem apresentado elevado
efeito inibitério sobre a viabilidade das células avaliadas HeLa e HepG2, estes
possuem também citotoxicidade elevada para a linhagem nao tumoral. Ja as
diamidas 10f e 10g demostraram serem menos toxicas para a célula HEK293 e,
portanto, apresentam maior seletividade. A seletividade é um fator importante no que
tange a descoberta e desenvolvimento de novos quimioterapicos para o tratamento
do céancer.

Um dos maiores desafios atualmente consiste em desenvolver novos
medicamentos em dosagem segura e eficaz sem causar toxicidade sistémica. Uma
estratégia que vendo sendo utilizada por pesquisadores para diminuir ou até mesmo
erradicar a toxicidade em células humanas normais € o nanoencapsulamento. As

nanocapsulas sdo capazes de manter ou até mesmo ampliar a acdo de moléculas
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terapéuticas, podendo ainda aumentar a biodisponibilidade e minimizar os efeitos
colaterais, uma vez que os nanocarreadores atuam transportando o farmaco e o
liberando de maneira progressiva e controlada nos tecidos doentes (LOMBARDO et
al., 2019; KUMARI et al., 2014).

Devido ao sucesso relacionado ao uso de nanocarreadores ja esta sendo
realizado o nanoencapsulamento dos sete compostos mais ativos (10a, 10f, 10g,
10h, 10i, 10j, 10k), a fim de verificar se esta estratégia seria util para diminuir a
toxicidade desses compostos contra células humanas n&o tumorigénicas. Espera-se
que este processo reduza a citotoxicidade contra a linhagem nao tumoral, e desta
forma possamos dar continuidade a investigacao das atividades citotoxicas in vitro e

in vivo das diamidas.
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CAPITULO 4

AVALIAGAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA DAS DIAMIDAS INSPIRADAS NO
SRPIN340

4.1 INTRODUGAO

As leishmanioses sao doencgas parasitarias causadas por mais de 20
espécies de protozoarios do género Leishmania e sao transmitidas aos seres
humanos através da picada de flebotomineos fémeas infectadas (BURZA et al.,
2018). Estes protozoarios apresentam um ciclo biolégico digenético (heteroxeno),
alternando entre a forma promastigota movel exclusivo de um hospedeiro
invertebrado e a forma amastigota ndo movel que reside em um hospedeiro
vertebrado de mamiferos (CYSNE-FINKELSTEIN et al., 2018; ZAIDI et al., 2017).

A leishmaniose € responsavel por 12 milhdes de pessoas infectadas no
mundo, com uma média de 2 a 2,5 milhées de novas infecgbes anualmente. Além
disso, 350 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de contrair esta doenga em
pelo menos 98 paises em desenvolvimento na Africa, no Sudeste Asiatico e nas
Américas (DE SOUZA et al., 2018; GITARI et al., 2018). Trata-se de uma doenca
tropical negligenciada, que consiste de um grupo diversificado de doencgas
transmissiveis que prevalecem em populagdes de baixa renda e em condigdes
tropicais e subtropicais (KAPIL et al., 2018).

As manifestagdes clinicas diversas da leishmaniose sao resultantes da
interacdo entre o tipo de espécie infectante e da resposta imune do
hospedeiro. As trés principais formas clinicas da leishmaniose (Figura 4.1, pg. 181)
incluem a leishmaniose cutanea, leishmaniose mucocutanea e leishmaniose visceral
(ou calazar) (PACE, 2014).

A leishmaniose cutdnea é a forma mais comum da doenca, pode se
manifestar com uma ou mais lesbes cutdneas nas areas do corpo expostas a
picadas do flebotomineo, apresentando diferentes manifestagées clinicas (AL-
KAMEL, 2017). Por volta de 95% dos casos da leishmaniose cutanea ocorrem nas
Américas. Estima-se que entre 600 a 1 milhdo de novos casos ocorram anualmente
em todo o mundo (WHO, 2019). Com relagdao ao Brasil, a principal espécie
responsavel pela leishmaniose cutanea é a Leishmania (Viannia) braziliensis, com

cerca de 26.000 novos casos humanos registrados a cada ano (TONELLI et al.,
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2017). Essa espécie é encontrada em todas as zonas endémicas do pais, sendo
transmitida por diferentes espécies de flebotomineos como Lutzomyia whitmani,
Lutzomyia wellcomei e Lutzomyia intermedia, dentre outras (GONTIJO e DE
CARVALHO, 2003).

A leishmaniose mucocutanea ataca as mucosas e a pele, os pacientes sofrem
com ulceragdes desfigurantes progressivas acometendo nariz, nasofaringe e laringe.
Estas ulceracbes podem ocorrer meses ou anos apos o0 primeiro episodio de
leishmaniose cutanea (CHAPPUIS et al., 2007).

A leishmaniose visceral é a forma clinica mais séria e fatal da doencga, capaz
de afetar 6rgdos como figado, baco, linfonodos e intestinos. Consiste em uma
doencga crbnica e sistémica e que quando nao tratada, pode evoluir para o 6bito em
mais de 95% dos casos. Ela é considerada um sério problema de saude publica em
varias regides do mundo, onde entre 50 a 90 mil novos casos sdo estimados para
ocorrer anualmente, e cerca de 2 milhdes de pessoas encontram-se em risco de
contrair essa doenca. Dos doze paises das Américas afetados pela leishmaniose
visceral em 2015, o Brasil registrou 96% desses casos, cerca de 3289, com 268
obitos (HERRERA et al., 2018; DE SOUZA et al., 2018; PELLISARI et al., 2011;
WHO).

Leishmaniose Cutanea Leishmaniose Mucocutanea Leishmaniose Visceral

Figura 4.1 — Formas clinicas da leishmaniose humana.

Fontes: http://www.dbbm.fiocruz.br/tropical/leishman/leishext/html/leishmaniose_cut_nea.htm. Acesso
em: 11 de dezembro de 2018;
https://web.stanford.edu/class/humbio103/ParaSites2006/Leishmaniasis/Mucocutaneous.htm. Acesso
em: 11 de dezembro de 2018;
https://www.paho.org/hg/index.php?option=com_content&view=article&id=6420:2012-leishmaniasis-

visceral&ltemid=39347&lang=en. Acesso em: 11 de dezembro de 2018.
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A auséncia de vacinas efetivas para humanos torna o uso de quimioterapicos
nao apenas importante para tratar os pacientes com leishmaniose, mas também
para controlar a disseminacgao da doenga.

Os quimioterapicos disponiveis para o tratamento da leishmaniose incluem os
antimoniais pentavalentes, estibogluconato de sédio (Pentostan®) e o antimoniato de
meglumina (Glucantime®) (Figura 4.2, pg. 183), que ainda sdo os medicamentos
mais utilizados no tratamento da leishmaniose em muitos paises, principalmente nos
mais pobres. Outros farmacos que também sao utilizados correspondem as
formulacdes lipidicas da anfotericina B, paromomicina, miltefosina e pentamidina
(Figura 4.2, pg. 183), que podem ser utilizadas individualmente ou em combinagéo e
tem-se tornado as drogas de escolha nas ultimas décadas principalmente para
prevenir o desenvolvimento de resisténcia e aumentar a eficacia do tratamento.
Apesar da existéncia desses farmacos, eles possuem suas desvantagens e
toxicidades particulares. Eles ndo sao ideais devido aos diversos efeitos colaterais
apresentados pelos pacientes durante o tratamento que incluem pancreatite,
cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, efeito teratogénico. Além disso,
observa-se ainda o surgimento de cepas resistentes aos medicamentos. Os
medicamentos disponiveis para o tratamento da leishmaniose também podem
apresentar baixa eficacia (em alguns casos) e custos elevados (VIJAYAKUMARA e
DAS, 2018; ORYAN e AKBARI, 2016; DE SOUZA et al., 2018). Deste modo, torna-
se necessario o0 desenvolvimento de novos compostos leishmanicidas com
mecanismos de acgao alternativos e eficientes para tratar esta doenca. Neste

tocante, amidas vém sendo avaliadas conforme exemplificado a seguir.
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Figura 4.2 - Estruturas dos quimioterapicos utilizados no tratamento da

leishmaniose.

Previdi e colaboradores (2019) sintetizaram treze diamidas e avaliaram a
atividade leishmanicida in vitro contra formas promastigotas de Leishmania
amazonenses apés 24 h e 48 h de tratamento. Foram selecionados sete compostos
que inibiram o crescimento de L. amazonensis em mais de 50% para determinar

seus valores de ICsy. Para isto, as diamidas a, b, ¢, d, e, f e g (Figura 4.3, pg. 184)
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foram avaliadas in vitro nas concentragdes 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 umol L™ apos
incubacgédo por 48 h contra formas promastigotas de L. amazonenses. Os valores de
ICs50 obtidos para esses sete compostos variaram de 2,6 a 72 umol L™, sendo os
melhores resultados obtidos para as diamidas b, ¢ e f (ICs 2,6-7,9 umol L),

conforme apresentado na Tabela 4.1.

- /

Figura 4.3 — Estruturas dos peptbides (diamidas) que apresentaram os maiores
valores de porcentagem de inibicdo do crescimento de formas promastigotas contra

L. amazonenses.

Tabela 4.1 — Valores de I1Csy obtidos apds incubagéo por 48 h (PREVIDI et al., 2019)

Composto ICso/umol L™
a 60,60 + 0,39
b 2,80 +£0,38
c 2,61+042
d 59,03 £ 0,54
e 72,00 £ 0,48
f 7,90+ 0,42
g 13,35+ 0,40

Compostos derivados do SRPIN340 tem sido alvo de estudo de sua atividade
leishmanicida. Teixeira em 2018 determinou os valores de ICso para o SRPIN340#9
e SRPIN340#19 (Figura 4.4, pg. 185) contra macrofagos RAW 264.7 e
promastigotas. Os valores obtidos para o derivado SRPIN340#19, tanto em
macrofagos quanto em promastigotas, foram menores do que os obtidos para o
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SRPIN340#9 (Tabela 4.2). Foram realizados também experimentos de infeccdo de
macrofagos por L. braziliensis, in vitro, utilizando os compostos separados e
combinados. O tratamento com os compostos na concentragdo de 10 umol L
resultou na reducdo da porcentagem de células infectadas e no numero de
amastigotas intracelulares para ambos compostos, sendo que o SRPIN340#19
apresentou os melhores resultados. Ja a combinagdo dos compostos ndo demostrou
incremento na atividade, obtendo-se resultados semelhantes ao do SRPIN340#19
(Figura 4.5, pg. 186).

P @*g

SRPIN340#9 SRPIN340#19

Figura 4.4 — Estruturas dos SRPIN340#9 e do SRPIN340#19.

Tabela 4.2 — Valores de ICsy das amidas SRPIN340#9 e SRPIN340#19 (TEIXEIRA,
2018)

IC50 contra

Composto macrofagos RAW ICs0 cqntra
264.7 promastigotas
SRPIN340#9 82,41 + 1,01 57,35+ 1,10
SRPIN340#19 61,81 £ 1,06 23,46 £ 1,03
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Figura 4.5 — Efeito dos compostos SRPIN340#9 (denominado 9) e SRPIN340#19
(denominado 19) isolados e combinados. A) Porcentagem de macréfagos

infectados e B) Numero de amastigotas para cada 100 células (TEIXEIRA, 2018).

Diante da necessidade de desenvolvimento de novos quimioterapicos para o
tratamento da leishmaniose e levando-se em conta estudos prévios descritos na
literatura com respeito a avaliacdo da atividade leishmanicida tanto de diamidas
quanto de analogos ao SRPIN340, sdo descritos neste capitulo os resultados
obtidos com respeito a avaliacdo da atividade leishmanicida das diamidas 9a-9k e
10a-10k inspiradas no SRPIN340.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Determinacgao da Viabilidade Celular

A determinagdo da viabilidade celular foi feita a partir da redugdo da
resazurina (Alamar blue) 1 mmol L' em PBS (MIKUS e STEVERDING., 2000;
O'BRIEN et al., 2000; BOPP e LETTIERI, 2008; RAMPERSAD, 2012; DINIZ, 2013;
KULSHRESTHA et al., 2013; XU et al., 2015). Apés os tratamentos foram realizadas
leituras colorimétricas em comprimentos de 570 nm e 600 nm no SpectraMax® M5
(Molecular Devices).

A redugao da resazurina foi calculada a partir da seguinte equacao: Redugao
= [As70 — (Asoo X R0)], onde As7o representa a absorbancia da resazurina em 570 nm
de uma dada condigao (tratamentos ou controles), Agoo representa a absorbancia da
resazurina em 600 nm na mesma condicdo e RO é um fator de correcao obtido de

acordo com a equacao RO = Meios7g / Meioggy. Nessa equacao, Meiosz representa a
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absorbancia da resazurina em 570 nm dos pog¢os contendo somente 0 meio de
cultura e Meioggo representa a absorbancia da resazurina em 600 nm dos mesmos
pocos. Os pogos contendo células, sem tratamento, sdo considerados como
viabilidade maxima (100%), e os demais foram transformados (em porcentagem) a

partir do valor de redugao obtido.

4.2.2 Obtengao dos macrofagos e avaliagao da citotoxicidade

O teste de citotoxicidade em macréfagos da linhagem Raw.264.7 foi realizado
em placa de 96 pocos. Inicialmente os macréfagos cultivados em garrafas de cultivo
de 50 mL por 3-4 dias foram liberados da parede da garrafa com o auxilio de
espalhador de células (Kasvi 25 cm) e contados em camara de Neubauer (diluicao
de 50X a 100X com azul de tripan) a fim de se determinar a concentracéo de células
por mL. Os testes foram realizados de modo que a acdo dos compostos fosse
analisada no tempo de 24 h.

As vinte e duas diamidas 9a-9k e 10a-10k inspiradas no SRPIN340 foram
analisadas. Os compostos foram diluidos em DMSO 100% (dimetilsulfoxido PA) na
concentracdo de 10 pmol L™

Ap6s contagem das células, foram plaqueados 1x10° macréfagos por poco.
Em seguida, foram adicionados 0,2 pL de solugdo de cada composto, em
quadruplicata, a fim de que a concentracéo final do composto em cada pocgo fosse
de 10 pmol L. Em pocos especificos para os controles foram adicionados 2,5 pL de
anfotericina B (250 pug mL™"), 2 uL de DMSO (100%) de modo que a concentragdo
em cada pogo atingisse a concentragdo maxima de 1% de DMSO (bem como para o
caso dos compostos sendo avaliados). Além destes, também foram feitos os
controles sem tratamento (macréfagos + meio RPMI completo) e o controle com
somente Meio RPMI completo por poco. Todos os testes e controles foram
realizados em quadruplicata para um volume final de 200 yL por pogo.

Apds a montagem das placas, estas foram lacradas e incubadas em estufa de
CO, a 37 °C. Apds 23 h, cada placa foi retirada da estufa e foram adicionados 20 pL
de resazurina na concentracdo de 1 pmol L' e em seguida a placa voltou para
estufa de CO; por mais 1 h. Completadas as 24 h em estufa de CO,, as placas foram
levadas para leitura em espectrofotdmetro de microplacas da Spectramax M5, em

570 e 600 nm, lidas por 3 horas em intervalos de 1 hora,
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4.2.3 Manutencgao dos parasitos

As formas promastigotas de L. braziliensis da cepa M2904 GFP foram
mantidas em garrafas de cultivo de 10 mL em meio Grace’s completo (Grace’s Insect
Medium, Sigma), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (LGC Biotecnologia,
Cotia, SP, Brasil) acrescido de L-glutamina (2 mmol L™ Serva Electrophoresis & Life
Science Products, NY, USA) e penicilina (100 ug mL”" — USB Corporations,
Cleveland, OH, USA) a pH 6,5, filtrado em membrana 0,22 pm, mantidos sob
incubacado em estuda de B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) a 25 °C. Os repiques

foram realizados a cada quatro dias para a manutencao de células viaveis.
4.2.4 Avaliagcao da atividade leishmanicida em promastigotas de L. braziliensis

Partindo-se de um cultivo de quatro dias, transferiu-se seu conteudo de uma
garrafa com 10 mL de cultura, para uma garrafa de 400 mL e adicionaram-se mais
300 mL de meio Grace’s completo, a fim de se expandir a concentracado de parasitos
por mL. Apds quatro dias de crescimento, as células foram transferidas para tubos
de fundo cbnico de 50 mL e levadas a centrifugagdo em 3000 rpm, por 10 minutos a
4 °C. Em seguida, descartou-se o sobrenadante e as células foram ressuspendidas
em 5 mL de meio Grace’s completo e realizou-se contagem em Céamara de
Neubauer. Em sequéncia a contagem, promastigotas foram plaqueadas na
concentracdo de 4x10° leishmanias/pogo. Em seguida os compostos 9a-9k e 10a-
10k foram adicionados de modo que em cada poco, para um volume final de 200 uL,
a concentracdo do composto fosse de 10 umol L. As placas, entdo, foram lacradas
e transferidas para incubagdo em estuda de B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) a
25 °C.

Os compostos foram avaliados somente no periodo de 24 h. Apds 23 h de
incubagao, adicionaram-se 20 uL de resazurina na concentracdo de 1 pmol L' e
retornaram para a estufa por mais 1 h. As placas, entdo, foram lidas em
espectrofotdmetro de placas da Spectramax M5, em 570 e 600 nm, lidas por 3 horas
em intervalos de 1 h, na qual voltavam para a estufa. A viabilidade celular foi

calculada como descrito anteriormente.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A acao dos compostos foi avaliada inicialmente contra macréfagos e os
resultados demostraram que as diamidas 9b, 9j, 9k, 10b, 10d, 10f, 10g, 10h e 10k
nao exibiram toxicidade para os macrofagos, apresentando taxa de sobrevivéncia
igual ou superior a 80%, sendo alguns destes resultados superiores ao obtido para o
controle positivo (SRPIN340 e anfotericina B). De todos estes compostos, destaca-
se a diamida 9k que favoreceu o crescimento de macréfagos em aproximadamente
180%. Ja os compostos 9e, 9g, 9h, 9i, 10a, 10c, 10e, 10j foram téxicos para os
macréfagos no ensaio de 24 h, com valores de porcentagem de sobrevivéncia
abaixo de 60% (Figura 4.6).

Qc Qd Qe Qf ‘IDa ﬂ]b 10c 10d 102 10i’ Qg 109 Qh 10| 10] 10h 9| 9j ‘IDk Qk
Compostos (10 uM)

Figura 4.6 — Analise do efeito dos compostos na concentracéo de 10 umol L™ contra
macrofagos RAW 264.7.

Segundo Ohnstedt e colaboradores (2019) os macrofagos sdo importantes
para a cicatrizagdo adequada de feridas, uma vez que estes sofrem alteracdes
fenotipicas durante o processo de cicatrizagcao, e deste modo mudam o fendétipo de
pré-inflamatério para um fendtipo regulador que promove a restauragao tecidual.
Com base nesses dados e visto que o composto 9k foi capaz de estimular o
crescimento de macréfagos, este pode ser um candidato para a formulagédo de uma
pomada para a cicatrizagdo de lesdes resultantes da manifestagdo da leishmaniose
cutanea. Entretanto, s&o necessarios ensaios biolégicos para confirmar esta
hipotese.

No ensaio de citotoxicidade em promastigotas de L. braziliensis observa-se
que todos os compostos avaliados apresentaram taxa de sobrevivéncia acima de
20%, sendo, portanto menos citotdéxicos em relacdo ao farmaco anfotericina B.
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Porém, algumas das diamidas demostraram maior toxicidade em relacdo ao
SRPIN340 para as formas promastigotas. Apesar dos compostos 9d (40,14%) e 9e
(38,67%) terem exibido maior citotoxicidade para a forma promastigota estes

também foram toxicos para os macréfagos apés 24 h (Figura 4.7).
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Figura 4.7 - Analise do efeito dos compostos na concentracdo de 10 pmol L™ contra

promastigotas de L. braziliensis.

Os compostos foram avaliados somente em 24 h tanto para a forma
promastigota quanto em macrofagos. Outros ensaios estdo sendo realizados em
maiores tempos de exposi¢cao aos compostos, por 48 h ou 72 h. Experimentos com

amastigotas também ja estdo em andamento.
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CAPITULO 5

AVALIAGAO DA ATIVIDADE INSETICIDA DAS DIAMIDAS

51 INTRODUGAO

O continuo crescimento populacional de seres humanos resultou no aumento
da demanda por fibras e alimentos. Para garantir estes produtos em quantidade e
qualidade suficiente para suprir a demanda da populagao, tornou-se necessaria o
emprego de agroquimicos.

Os agroquimicos vem sendo utilizados pelo homem desde a antiguidade,
sendo conhecidos relatos de romanos e gregos a respeito do uso de arsénico e
enxofre para controlar insetos (STETTER e LIEB, 2000).

A utilizagcdo de agroquimicos reduz consideravelmente as perdas causadas
por insetos, plantas daninhas e fungos patogénicos. Estes patdgenos e pragas sao
responsaveis pela reducao de até 30% no rendimento das culturas em todo o mundo
(SHANG et al., 2019). Apesar de sua importancia, no final da década de 1950
observou-se que a utilizacdo de forma indiscriminada destes agentes de controle de
pragas na agricultura resultava em problemas ambientais tais como rapida evolugao
de resisténcia dos organismos alvos aos agroquimicos, contaminagao do lencol
freatico e acumulo de residuos em plantas, no solo, animais e, principalmente, em
tecidos humanos, colocando em risco a saude dos agricultores (VELASCO e
CAPANEMA, 2006). Porém, os agroquimicos continuam sendo uma ferramenta
extremamente importante para o controle de diversas pragas e doengas na
agricultura.

Embora importantes avangos tenham sido alcangados no controle quimico de
diversas pragas, existe uma demanda continua por novos produtos mais seletivos,
com diferentes mecanismos de acdo, mais ativos e que causem menor impacto
ambiental (DUKE, 2010).

Além dos fatores citados anteriormente, o surgimento crescente de novos
insetos, plantas daninhas e fungos torna necessaria a busca por novas moléculas a
fim de controlar esses organismos (BARBOSA, 2004). A mosca Drosophila suzukii &
um exemplo de uma nova praga que tem se disseminado rapidamente por paises da

Europa e das Américas.
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Drosophila suzukii, também comumente denominada de Drosodfila de asa
manchada ou mosca da cereja, € um inseto de tamanho médio, com comprimento
de corpo de 2 a 3 mm, possui olhos vermelhos e cor corporal variando entre marrom
e amarelo. Os machos podem ser facilmente reconhecidos pela presenga de
manchas escuras nas asas enquanto que as fémeas n&o possuem esta
caracteristica e apresentam um ovopositor grande e serrilhado (Figura 5.1)
(DREVES et al., 2009).

Figura 5.1 — Fémea e macho de Drosophila suzukii, respectivamente.
Fonte: https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/33744019/como-

combater-a-praga-do-morango-drosophila-suzukii. Acesso em: 10/10/2019.

Esta praga possui alta capacidade reprodutiva, um ciclo de vida curto,
inimigos naturais limitados e sua oviposicdo pode chegar a 25 ovos por dia,
dependendo da temperatura. A temperatura € um fator importante no desempenho
reprodutivo da D. suzukii, a praga costuma estar mais ativa em temperaturas
amenas, 20 a 25 °C, e sua atividade diminui em temperaturas fora dessa faixa (DA
SILVA et al., 2019; ASPLEN et al., 2015).

D. suzukii foi primeiramente descrita em 1931 por Matsumura e relatada como
praga em 1939 por Kanzawa no Japao. Desde 2008 tem se estabelecido como uma
praga devastadora e invasiva na América do Norte e Europa. Por se tratar de um
inseto polifago vem ocasionando grandes danos econdmicos em frutiferas,
principalmente em pequenos frutos de casca fina como o morango, cereja, uva,
ameixa, caqui, amora, framboesa, mirtilo (blueberry) e o figo (ANDREAZZA et al.,
2017; ANDREAZZA et al., 2016; JAPOSHVILI et al., 2018).
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O primeiro registro desta praga no Brasil ocorreu em 2013. Frutos de
morangueiros do Municipio de Vacaria, Rio Grande do Sul, foram danificados
ocorrendo prejuizo de até 30% na produgdo. Além do Sul do pais, na regiéo
Sudeste, especificamente em Sao Paulo, a mosca D. suzukii foi encontrada em
frutas de mirtilo comercializadas em um centro atacadista. Em Minas Gerais e no Rio
de Janeiro foi observada em campos de morango e em um trecho de Mata Atlantica
nativa, respectivamente. Ha registros também na regido Central, Brasilia, onde esta
espécie foi localizada em uma reserva natural de cerrado (BENITO et al., 2016;
ANDREAZZA et al., 2017).

Os danos ocasionados pela D. suzukii sdo classificados em primario e
secundario. No primario, pelo fato das fémeas possuirem um ovopositor serrilhado,
elas sao capazes de penetrar na epiderme de frutas de casca fina, depositando
posteriormente os ovos sob a cicatriz da oviposicdo. Em seguida, ocorre o
desenvolvimento larval (trés instares) onde se alimentam da polpa do fruto, levando
ao colapso do tecido da fruta. Os danos secundarios as frutas podem ocorrer
posteriormente ao dano primario, uma vez que apos a formacdo de orificios de
oviposigao as frutas ficam expostas a outros patdgenos, como bactérias, leveduras e
fungos. Além disso, outras espécies de drosofilas podem se associar aos danos ja
ocasionados pela D. suzukii acelerando a decomposic¢ao do fruto, o que impede o
seu consumo e comercializagdo e resultando, consequentemente, em prejuizos
econdémicos (ASPLEN et al., 2015; KINJO et al.; 2014).

Diante dos diversos problemas ocasionados pela D. suzukii que foram
descritos anteriormente, e o fato de ainda n&o existir registro de inseticida eficiente
em seu controle, observa-se a necessidade de realizar pesquisas que objetivem a
busca por novos inseticidas para o controle desta espécie. Porém, um dos grandes
desafios relacionado a prospecc¢ao de novos inseticidas para esta mosca consiste na
resisténcia das larvas aos pesticidas, uma vez que estdo bem protegidas sob a
casca do fruto (CARRAU et al., 2018).

Na pesquisa por compostos quimicos eficientes que possam vir a atuar como
inseticidas comerciais destaca-se a classe das diamidas. As diamidas consistem na
mais nova classe de agentes de protegdo de cultura que possuem agao contra
insetos fitdfagos, sendo capazes de controlar um amplo espectro de pragas, além de

serem eficientes no combate de organismos alvo, possuirem perfil toxicolégico
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satisfatério e apresentarem baixa toxicidade para as espécies de mamiferos
(GNAMM et al., 2012; TEIXEIRA e ANDALORO, 2013; LIU et al., 2016).

Atualmente as diamidas sdo caractegorizadas em antranilicas e derivadas do
acido ftalico. O primeiro inseticida da classe das diamidas registrado consistiu na
flubendiamida (Figura 5.2), derivada do acido ftalico e desenvolvida por Nihon
Nohyaku juntamente com a Bayer. Posteriormente a descoberta desta diamida, os
compostos clorantraniliprole e ciantraniliprole (Figura 5.2), derivados do acido
antranilico, passaram a ser comercializados pelas empresas DuPont e Syngenta
(CUl et al., 2017; TEIXEIRA e ANDALORO, 2013).
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Figura 5.2 — Estrutura dos inseticidas comerciais flubendiamida (diamida ftalica),
clorantraniliprole e ciantraniliprole (diamidas antranilicas). Nas estruturas dos
inseticidas estdo destacadas as por¢des derivadas do acido ftalico (em vermelho na
estrutura da flubendiamida) e do acido antranilico (em azul nas estruturas do
clorantraniliprole e ciantraniliprole). As estruturas dos acidos o-fitalico e o-antranilico

também sao apresentadas.

Com relagdo ao mecanismo de agao das diamidas, sabe-se que o inseticida
aplicado é absorvido e chega até o conjunto de fibras musculares do inseto se
ligando aos receptores de rianodina (RyR). Em seguida, a diamida ativa os
receptores de rianodina, resultando na liberagado descontrolada de reservas de calcio

do reticulo sarcoplasmatico no citoplasma. Uma vez que o calcio esta envolvido em
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varios processos celulares ocorre, consequentemente, a interrupcao da alimentacao,
letargia, paralisia contratil e morte dos insetos (CUI et al., 2017; AGROBAYER,
2019).

Devido a eficiéncia e seletividade das diamidas, diversos pesquisadores ao
redor do mundo tem buscado a obtencdo de novos compostos quimicos que
possuam esta unidade estrutural. Descrevem-se abaixo alguns exemplos
publicados.

Li e colaboradores em 2019 realizaram a sintese de novas diamidas
antranilicas e avaliaram suas atividades inseticidas. Os resultados demonstraram
que grande parte das diamidas apresentou moderada a significativa atividade contra
a lagarta oriental (Mythimna separata) e a mariposa diamante (Plutella xylostella). Os
compostos (h) e (i) (Figura 5.3) exibiram 100% de atividade larvicida na
concentracédo de 1 mg L™, resultado este semelhante ao obtido para o controle
positivo (clorantraniliprole) nesta mesma concentracdo. Na avaliagdo contra a
mariposa de diamante, o composto (i) exibiu 60% de atividade inseticida na
concentracdo de 0,01 mg L, demonstrando maior eficacia em comparagdo ao

controle positivo.
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Figura 5.3 — Estrutura das diamidas antranilicas sintetizadas por Liu e colaboradores
(2019).

Em 2011, Feng e colaboradores descreveram a sintese de 31 novas diamidas
ftalicas e concomitantemente a avaliacdo de suas atividades inseticidas contra
Plutella xylostella. Na maior concentracdo avaliada, 100 pug mL™, cinco desses
compostos apresentaram mortalidade de 100%. Ja na concentragédo de 10 ug mL" o

composto (j) (Figura 5.4, pg. 199) foi o que apresentou maior taxa de mortalidade
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(91%). Porém, este valor foi inferior ao obtido pelo inseticida comercial
flubendiamida (100% de mortalidade).
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Figura 5.4 — Estrutura do composto mais ativo na menor concentragao avaliada

contra Plutella xylostella conforme descrito por Feng e colaboradores (2011).

Conforme observado neste capitulo, as diamidas tém emergido como uma
importante classe de inseticidas. Dentro deste contexto e buscando encontrar um
novo ingrediente ativo capaz de atuar no controle da mosca D. suzukii, realizou-se a

avaliacdo da atividade inseticida das diamidas sintetizadas no presente trabalho.

5.2 MATERIAL E METODOS

Para a avaliacado da atividade inseticida das 20 diamidas (9a-9k; 10a-10g, 10i
e 10k) contra D. suzuki, realizou-se o bioensaio de ingestao/contato. Primeiramente,
as diamidas foram diluidas em &agua destilada (20% m v' de acucar) e
dimetilsulféxido (5% v v'') na concentracdo de 1000 ppm. Como controle positivo, foi
utilizada uma substancia de efeito inseticida conhecido (imidacloprida) na mesma
concentragdo; como controle negativo foi utilizada solugdo aquosa 20% m v de
agticar € 5% v v' de DMSO. Em seguida, um rolete de algodao foi colocado em
cada frasco de vidro de 200 mL (n=4) e embebido com 1,8 mL de cada composto
diluido, cada frasco foi vedado com uma espuma e recebeu 25 moscas cada. O
bioensaio foi conduzido em condigbes controladas de temperatura (25 + 2 °C),
fotoperiodo (12:12 h claro/escuro) e humidade (55 £ 10%). Apds 24 h, a mortalidade
dos insetos foi avaliada (por exemplo, insetos que ndo conseguiam se locomover

duas vezes a distancia do proprio corpo apds estimulo foram considerados mortos).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O ensaio de avaliagdo da atividade inseticida das diamidas (9a-9k; 10a-10g,
10i e 10k) contra D. suzukii foi realizado em quadruplicata e os dados da
porcentagem de mortalidade estdo expressos em média. Os resultados obtidos sao
apresentados na Figura 5.5. Observa-se que as diamidas avaliadas apresentaram
menor toxicidade para as moscas de D. suzukii em relagdo ao produto comercial
utilizado como controle positivo (imidacloprida). Das diamidas avaliadas os
compostos 10a, 10e e 10f foram os que exibiram maior potencial inseticida, com
valores de porcentagem de mortalidade média de (9,92+2,04), (9,05%£2,38) e

(9,53+0,63), respectivamente.
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Figura 5.5 - Mortalidades de adultos de Drosophila suzukii em bioensaio de
ingestao/contato por 24h de exposi¢cdo. Insetos considerados mortos quando nao
conseguiam se locomover duas vezes a distadncia do proprio corpo apds estimulo.
Os ensaios foram realizados em quadruplicata. C- = controle negativo (solugéo
aquosa 20% m V' de acglicar e 5% v v' de DMSO). C+ = controle positivo

(imidacloprida).

Os resultados ndo permitiram estabelecer uma correlagdo entre estrutura

quimica e atividade inseticida dos compostos, o que poderia auxiliar na investigagao
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de possiveis alteragcdes nas estruturas das diamidas sintetizadas levando ao
aumento da eficacia destes sobre D. suzukii.

Apesar dos resultados nao terem sido expressivos é importante ressaltar que
nao existem registros na literatura sobre a avaliagdo inseticida de diamidas
inspiradas na substancia SRPIN340. Ha apenas um registro de atividade
agroquimica de moléculas analogas ao SRPIN340, que foi descrito por Teixeira e
colaboradores em 2017, e trata da avaliagdo in vitro do efeito das amidas
sintetizadas sobre o transporte de elétrons fotossintético.

Desta forma, os resultados obtidos neste trabalho impulsionam a continuagao
de pesquisas por moléculas com maior potencial inseticida. Tomando como
inspiragao cita-se o artigo publicado por Jeschke e Nauen em 2008. Neste trabalho
descreve-se todo o processo envolvido na otimizagao estrutural para a obtengao do
inseticida comercial imidacloprida. Inicialmente foi avaliada a atividade inseticida do
composto 2-(dibromonitrometil)-3-metilpiridina e este demonstrou baixo efeito
inseticida contra moscas domeésticas (Musca domestica L.) e pulgdes de ervilha
(Acyrtosiphum pisum Harris). A partir da estrutura deste heterociclo foram realizadas
inumeras modificacdes estruturais, sendo necessaria a sintese de cerca de 2000
compostos para chegar a obteng¢ao do inseticida imidacloprida.

Este capitulo retrata o primeiro ensaio inseticida para diamidas inspiradas na
estrutura do composto SRPIN340. A partir desses resultados, modificacbes nas
estruturas das diamidas podem ser racionalizadas com a finalidade de obtencéo de

moléculas mais ativas.
5.4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGROBAYER, 2019. Disponivel em: https://www.agro.bayer.com.br/conteudos/
news-ucket/2019/01/15/11/42/como-funcionam-as-diamidas. Acesso
em: 10/10/2019.

ANDREAZZA, F.; BERNARDI, D.; BOTTON, M.; NAVA, D. E. Drosophila suzukii
(Matsumura) (Diptera: Drosophilidae) in Peaches: is it a problem? Scientia
Agricola, v. 74, p. 489-491, 2016.

ANDREAZZA, F.; BERNARDI, D.; DOS SANTOS, R. S. S.; GARCIA, F. R. M;;
OLIVEIRA, E. E.; BOTTON. M.; NAVA, D. E. Drosophila suzukii in Southern

201



Neotropical Region: Current Status and Future Perspectives. Neotropical
Entomology, v. 46, p. 591-605, 2017.

ASPLEN et al. Invasion biology of spotted wing Drosophila (Drosophila suzukii): a
global perspective and future priorities. Journal of Pest Science, v. 88, p. 469-
494, 2015.

BARBOSA, L. C. A. Os Pesticidas, o homem e o meio ambiente. Vicosa: Editora
UFV, p. 55, 2004.

BENITO, N. P.; DA SILVA, M. L.; DOS SANTOS, R. S. S. Potential spread and
economic impact of invasive Drosophila suzukii in Brazil. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v. 51, p. 571-578, 2016.

CARRAU, T.; HIEBERT, N.; VILCINSKAS, A.; LEE, K-Z. Identification na
characterization of natural viroses associated with the invasive insect pest
Drosophila suzukii. Journal of Invertebrate Pathology, v. 154, p. 74-78, 2018.

CUI, F.; CHAI T.; QIAN, L.; WANG, C. Effects of three diamides (chlorantraniliprole,
cyantraniliprole and flubendiamide) on life history, embryonic development and
oxidative stress biomarkers of Daphnia magna. Chemosphere, v. 169, p. 107-116,
2017.

DA SILVA, C. S. B.; PARK, K. R.; BLOOD, R. A.; WALTON, V. M. Intraspecific
Competition Affects the Pupation Behavior of Spotted-Wing Drosophila (Drosophila
suzukii). Scientific Reports, v. 9, p. 1-9, 2019.

DREVES, A. J.; WALTON, V.; FISHER, G. A New Pest Attacking Healthy Ripening
Fruit in Oregon. Spotted wing Drosophila: Drosophila suzukii (Matsumura). EM
8991, 20009. Disponivel em:
https://pdfs.semanticscholar.org/083e/67e10224fd70f64bf991b869732ae9d2075d.
pdf. Acesso em: 10/10/2019.

DUKE, S. O. Herbicide and pharmaceutical relationships. Weed Science, v. 58, p.
334-339, 2010.

FENG, M-L.; LI, Y-F.; ZHU, H-J.; NI, J-P.; XI, B-B.; ZHAO, L. Design, synthesis,
insecticidal activity and structure—activity relationship of 3,3-dichloro-2-
propenyloxy-containing phthalic acid diamide structures. Pest Management
Science, v. 68, p. 986-994, 2012.

202



JASPOSHVILI, G.; DZNELADZE, N.; KIRKITADZE, G.; KISS, B.; KAYDAN, M. B. A
new and dangerous pest for the Caucasus — Drosophila suzukii (Matsumura, 1931)
(Diptera: Drosophilidae). Annals of Agrarian Science, v. 16, p. 464-465, 2018.

JESCHKE, P.; NAUEN, R. Neonicotinoids — from zero to hero ininsecticide
chemistry. Pest Management Science, v. 64, p. 1084-1098, 2008.

KINJO, H.; KUNIMI, Y.; NAKAI, M. Effects of temperature on the reproduction and
development of Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae). Applied Entomology
and Zoology, v. 49, p. 297-304, 2014.

LI, F-Y.; WANG, Y-H.; LIU, J-B.; LI, Y-X,; LI, Z-M. Synthesis, insecticidal evaluation
and mode of action of novel anthranilic diamide derivatives containing sulfur moiety
as potential ryanodine receptor activators. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v.
27, p. 769-776, 2019.

LIU, Y.; LEI, C.; XU, X-Y.; SHAO, X-S.; LI, Z.; Design, synthesis and insecticidal
activity of biphenyl-diamide. Chinese Chemical Letters, v. 27, p. 321-324, 2016.
SHANG, X-F.; ZHAO, Z-M.; LI, J-C.; YANG, G. Z,; LIU, Y-Q.; DAI, L-X.; ZHANG, Z-
J.; YANG, Z-G.; MIAO, X-L.; YANG, C-J.; ZHANG, J-Y. Insecticidal and antifungal
activities of Rheum palmatum L. anthraquinones and structurally related

compounds. Industrial Crops and Products, v. 137, p. 508-520, 2019.

STETTER, J.; LIEB, F. Innovation in crop protection: Trends in research.
Angewandte Chemie International Edition, v. 39, p. 1724-1744, 2000.

TEIXEIRA, L. A.; ANDALORO, J. T. Diamide insecticides: Global efforts to address
insect resistance stewardship challenges. Pesticide Biochemistry and
Physiology, v. 106, p. 76-78, 2013.

TEIXEIRA, R. R.; BARROS, M. V. A.; BRESSAN, G. C.; SIQUEIRA, R. P.; DOS
SANTOS, F. S.; BERTAZZINI, M.; KIRALJ, R.; FERREIRA, M. M. C.; FORLANI, G.
Synthesis, theoretical studies, and effect on the photosynthetic electron transport of
trifluoromethyl arylamides. Pest Management Science, v. 73, p. 2360-2371,
2017.

VELASCO, L. O. M.; CAPANEMA, L. X. L.; O setor de aqroquimicos. BNDES
Setorial, Rio de Janeiro, p. 69-96, 2006.

203



CAPITULO 6

AVALIAGAO DA ATIVIDADE TRIPANOCIDA DAS DIAMIDAS INSPIRADAS NO
SRPIN340

6.1 INTRODUGAO

A doencga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana,
consiste em uma doenga parasitaria causada pelo protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi (Figura 6.1, pg. 205). Em 1909, o agente etioldgico, o vetor e o
modo de acgao desta doenga foram descritos pelo brasileiro Carlos Chagas que
também nomeou o agente etiologico T. cruzi em homenagem ao seu mentor,
Oswaldo Cruz (NUNES et al., 2013).

A doenca de Chagas é considerada uma doencga tropical negligenciada, e
embora seja endémica em vinte e um paises da América Latina (WHO, 2017), ela se
tornou, nas ultimas décadas, um problema global devido ao crescente movimento
migratorio (SCHIMUNIS e YADON, 2010; MOURE et al., 2018). De acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude (2019), estima-se que 6-7 milhdes de pessoas no
mundo estejam infectadas e que 75 milhdes estejam em risco de infecgao,
principalmente nos paises latino-americanos.

Uma das principais formas de transmissdo da doenga de Chagas,
aproximadamente 80%, ocorre por meio da picada de insetos triatomineos
hematofagos infectados. Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma
pseudomaculata, Panstrongylus megistus, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata
sdo espécies conhecidas como barbeiro (Figura 6.1, pg. 205), e consistem nos
transmissores mais comuns. Durante ou imediatamente apds os insetos se
alimentarem do sangue do hospedeiro, esses depositam fezes sobre a pele,
eliminando nelas a forma infectante, tripomastigota metaciclica, do T. cruzi. O ato de
cogar o local da picada ou o contato da méao infectada em mucosas (olhos e boca),
por exemplo, pode resultar em penetragdo dos protozoarios que interagem com o
sistema monofagocitario, se multiplicam e eventualmente atingem a corrente
sanguinea do hospedeiro. Outras formas de transmissdo da doenca incluem a
transfusdo de sangue, recepcao de 6rgaos transplantados de doadores infectados,

ingestdo de alimentos contaminados com fezes de barbeiros infectados e a
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transmissao congénita (de mae para filho) (FIDALGO et al., 2018; NUNES et al.,
2013; GUARNER, 2019; FIOCRUZ).

(a)

(d)

Figura 6.1 — Doenca de Chagas: (a) agente etiolégico, o parasito T. cruzi; (b)
barbeiro, o inseto vetor; (¢) transmissao por vetor; (d) transmissdo de mae para filho;
(e) transmisséao por transfusdes de sangue ou transplantes de érgaos sem o devido
controle; (f) transmissao por ingestao oral de alimentos contaminados.

Fontes: https://drauziovarella.uol.com.br/doencas-e-sintomas/doenca-de-chagas/.
Acesso em: 20/11/2019; https://www.dndial.org/doencas/doenca-chagas/. Acesso
em: 20/11/2019.

Na regiao Norte do Brasil, o consumo de frutos contaminados com T. cruzi,
como por exemplo, 0 agai e a cana-de-agucar (maceragao de barbeiros com o fruto),
€ a principal causa de transmissao por via oral (FUJITA et al., 2019). Este modo de
transmissao resulta em curso clinico mais grave e maior taxa de mortalidade
(ANTUNES et al., 2016).

A doencga de Chagas se divide em duas fases: a fase aguda e a fase cronica.
Durante a fase aguda, que pode evoluir naturalmente para a fase crdnica,
geralmente o0s pacientes permanecem assintomaticos ou podem apresentar
sintomas clinicos nao especificos (PRATA, 2001), retardando o diagndstico e
consequentemente o tratamento (ORTIZ et al., 2019). Em sua fase crbnica, a
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doenca de Chagas pode se apresentar sobre a forma indeterminada (sem sinais e
sintomas), forma cardiaca, forma intestinal ou ainda forma mista. A forma cardiaca &
de destaque, pois pode ocasionar alteragbes cardiacas graves como cardiopatia
chagasica crénica na qual ha arritmias, bradicardia, edemas e pode ocasionar morte
subita. A forma intestinal acomete principalmente es6fago e colon causando
diminuicdo da motilidade, secregcdo e absorgdo nos orgaos, dificultando a
alimentacgao, nutricao e eliminagcao de fezes dos acometidos. A forma mista envolve
ocorréncia das formas clinicas cardiaca e intestinal simultaneamente (PRATA, 2001;
RASSI Jr et al., 2010).

Devido as sérias consequéncias das manifestacdes da fase crénica desta
patologia, fica evidente a necessidade da intervencéao terapéutica logo nos primeiros
sintomas da doencga, a fim de combater o parasito, impedir a progressdo da doenca
e evitar a transmissdo para individuos saudaveis. Atualmente, existem apenas dois
farmacos para o tratamento da doenga de Chagas, o benzonidazol e o nifurtimox
(Figura 6.2). Entretanto estes sédo eficazes apenas na fase aguda e fase cronica
recente (até 10 anos pods-infecgdo) da doenga, enquanto a grande maioria dos casos
€ diagnosticada ja na fase crbnica tardia. Além da eficacia limitada, ambos os
farmacos apresentam efeitos colaterais importantes. O nifurtimox pode causar
anorexia, alteracbes psiquicas, nauseas, vOmitos e ocasionalmente coélicas
intestinais. Ja o benzonidazol pode gerar hipersensibilidade, dermatites, edema
generalizado, linfadenopatia, depressdo da medula &ssea, purpura
trombocitopénica, além da manifestagdo mais grave, a saber, parestesia e
polineurite dos nervos periféricos. Somado a isso, existem evidéncias de resisténcia
natural de cepas do parasito ao tratamento com esses medicamentos (COURA e
CASTRO, 2002; BRENER et al., 1976; FILARDI e BRENER, 1987; ANDRADE e
MAGALHAES, 1997; DE LANA et al., 1998; REVOLLO et al., 1998; TOLEDO et al.,
2002).

( N\
O /4\ ~\ O
J NN ON__o N-N S§
Ve,
Benzonidazol Nifurtimox
g J

Figura 6.2 — Estruturas dos farmacos Benzonidazol e Nifurtimox.
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Devido aos problemas relacionados as alternativas terapéuticas disponiveis
atualmente para o tratamento da doenga de Chagas, aliado ao fato de ainda n&o
existir uma vacina eficiente para o seu controle, torna-se necessario a busca por
novos compostos mais eficazes, com menores efeitos colaterais e mais seletivos
para serem empregados no seu tratamento. Ao longo deste trabalho foram
abordadas as diversas aplicagbes biologicas das amidas, e desta forma pode-se
pensar na utilizagdo de compostos que contenham esta porgéo estrutural como
possiveis agentes tripanocidas. Trabalhos cientificos que suportam essa hipétese
sdo apresentados a seguir.

Alvarez e colaboradores em 2015 sintetizaram derivados tiazdlicos contendo
0 grupamento amida e avaliaram o seu efeito contra T. cruzi. Os resultados in vitro
demostraram que o composto k (Figura 6.3) apresentou elevada atividade contra
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas intracelulares e excelente seletividade.
Nos ensaios in vivo foi observado que k foi capaz de reduzir a parasitemia no
sangue de camundongos de maneira tdo eficaz quanto o farmaco benzonidazol.
Desta forma, este derivado tiazélico pode ser considerado um promissor candidato a

quimioterapico para o tratamento da doenca de Chagas.

T
(/(E\/V N. [\j//’S\/I\I\>\§:j

\ k

Figura 6.3 — Estrutura do derivado tiazdlico k contendo o grupamento amida que

apresentou eficacia contra T. cruzi in vitro e in vivo (ALVAREZ et al., 2015).

Em 2016, Papadopoulou e colaboradores também realizaram a sintese de
tiazdis contendo porgdes amida e avaliaram a atividade destes compostos contra T.
cruzi. Apenas um dos derivados, o composto (l), apresentou efeito promissor contra
formas amastigotas de T. cruzi, demonstrando ser 4 vezes mais potente que o

medicamento benzonidazol, conforme pode ser observado na Tabela 6.1 (pg. 208).
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Tabela 6.1 — Valores de ICsy do composto mais ativo (I) e do farmaco comercial
benzonidazol avaliados contra formas amastigotas de T. cruzi (PAPADOPOULOU et
al., 2015)

Composto ICs0 (Mol L)

O NCNWHYS NO,
O I va 0,571

cl I

T
N ~
" NO2 2.20

Benzonidazol

Diante da necessidade do desenvolvimento de novos quimioterapicos para o
tratamento da doenca de Chagas e levando em conta os relatos da literatura de
avaliagdo da atividade tripanocida de amidas, sdo descritos neste capitulo os
resultados obtidos com respeito a avaliacido desta atividade para as diamidas 9a-9k
e 10a-10k.

6.2 MATERIAL E METODOS
6.2.1 Ensaio com T. cruzi transfectado com -galactosidase

Para avaliar a atividade das substancias 9a-9k e 10a-10k foi feita uma
triagem inicial adicionando cada composto a um meio com células infectadas por T.
cruzi. Os compostos foram diluidos em DMSO 1% e a concentracdo utilizada para
esta avaliacdo inicial foi de 20 ug mL™". O ensaio se baseia no descrito por Romanha
e colaboradores (2010), modificado e padronizado na plataforma de ensaios pré-
clinicos de triagem de drogas anti-Trypanosoma cruzi (PlaBio Tc) (RPT11F) do
Instituto René Rachou, Fiocruz Minas Gerais.

Para tal, 1x10* células da linhagem L929 (fibroblastos de camundongo) foram
semeadas em placas de estireno de 96 pogos em meio de cultura RPMI (Sigma-

Aldrich) suplementado e incubadas por 24 h a 37 °C para permitir a adesdo das
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células. Apos aderidas, as células foram infectadas na proporcdo 1:10 com
tripomastigotas da cepa Tulahuen transfectados com S-galactosidase (BUCKNER et
al, 1996; BETTIOL et al, 2009). As células foram mantidas em presenga de parasitos
por 2 h e apés este periodo elas foram lavadas com solugdo de PBS (tampao
fosfato-salino) e mantidas a 37 °C em estufa sob tensao de 5% de CO, por 48 h para
a multiplicacdo da forma amastigota intracelular.

Apos 48 h foram adicionadas as substéncias 9a-9k e 10a-10k (cada
composto na concentragédo de 20 ug mL'1) e as culturas foram novamente incubadas
em estufa por 96 h a 37 °C. Apos este periodo, o sobrenadante foi removido,
acrescentou-se um novo meio de cultura RPMI sem vermelho de fenol, e adicionou-
se o substrato vermelho de clorofenol 3-D-galactopiranosideo (CPRG, Roche) para a
enzima transfectada em T.cruzi. Procedeu-se a novo periodo de incubacdo em
estufa (37 °C e 5% de tensdo de CO;) por 20 h. Por fim, realizou-se leitura em
espectrofotdmetro a 570 nm.

A partir dessa primeira triagem, compostos com indicativo de atividade
tripanocida foram selecionados. O ensaio descrito anteriormente foi repetido para
maior numero de concentragdes dos compostos ativos, utilizando-se da interpolacéo
linear para determinagdo da concentragdo efetiva para eliminar 50% da infecgao

celular (ICsp) em relagéo as células infectadas nao tratadas.
6.2.2 Avaliagao de citotoxicidade

Células da linhagem L929 (1x10%) foram semeadas em placas de 96 pocos e
incubadas por 24 h em meio RPMI, em estufa sob tensdo de 5% de CO, a 37 °C,
para adesdo. Apds o periodo de incubacdo, o meio de cultura foi removido e os
compostos avaliados foram adicionados em diferentes concentragdes e as células
foram novamente incubadas por 96 h. Decorrido este tempo, o sobrenadante foi
removido e em cada poco foram adicionados 20 pL de solucdo 1 mmol L' do
corante Alamarblue® (Invitrogen, Thermofisher) e as células foram novamente
incubadas por cerca de 6 h. Ao término deste periodo, procedeu-se a leitura das
absorbancias em espectrofotbmetro a 570 e 600 nm. Como controles foram
utilizados o farmaco de referéncia (benzonidazol) nas mesmas concentragdes que

as demais substancias, meio de cultura (controle ndo tratado) e solugdo de KCI 3
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mol L™ como controle de morte celular. A porcentagem de inibicdo da proliferacao

celular induzida pelas substancias foi calculada utilizando-se a equagéo seguinte:

% inibigdo = 100 — [A570-(A600xR0) Tratado / A570-(A600xR0) Controle+] x100

onde A570 corresponde a absorbancia a 570nm; A600 corresponde a absorbancia a
600nm; Controle + € o pogo contendo células, meio de cultivo celular e Alamarblue,
na auséncia do farmaco; e RO é o fator de correcéo, calculado a partir dos valores
de absorbancia do controle negativo (C-), ou seja, apenas meio de cultura e
Alamarblue® na auséncia de células [RO = (A570/A600) C-].

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados relativos as avaliacbes das atividades tripanocida e citotoxica
em células L929 das diamidas 9a-9k e 10a-10k sdo apresentadas na Tabela 6.2 (pg.
211-212). Nesta mesma tabela também sado apresentados os indices de

seletividade.
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Tabela 6.2 - Resultados da avaliagédo da atividade anti-Trypanosoma cruzi em
células L929 infectadas com cepa Tulahuen transfectada com [-galactosidase,

citotoxicidade em células L929 e indice de seletividade

R . 1 ICs sobreo IC5, sobre indice de
Substancia Co(n c::gltrf_?)a ° At'v(',ga)‘de parasita’ L929° Seletivida
H ° (emol L™ (umol L) de*
20
9a 11 Inativo - -
10
20 58
9b 10 22 13,9+55 >80 >5,8
5 13
20 68
9c 10 68 59 > 160 >27.1
5 46
9d 20 16 Inativo - -
9e 20 3 Inativo - -
of 20 12 Inativo - -
20 32
9g >20 - -
10 21
20 82
9h 10 > 320 > 32
10 50
9i 20 6 Inativo - -
20 90
9j 10 75 4.3 > 320 >74.4
5 64
20 38 -
9k > 20 -
10 27
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Tabela 6.2 — Cont.

- .. 1 ICs, sobre o IC5, sobre indice de
Substancia Co(n c;:gltrf_%a ° At'v('gi;de parasita’ L929° Seletivida
H ° (pmol L™) (pmol L) de*
20 100
10a 10 9 9,3+3,5 <40 <43
5 13
10b 20 4 Inativo - -
10c 20 0 Inativo - -
10d 20 9 Inativo - -
10e 20 21 Inativo - -
20 32
10f > 20 - -
10 12
20 62
10g 10 34 11,56+44 44 3,8
5 0
20 99*
10h 10,4 > 20 >1,9
10 48
20 100
10i 10 83 7.5 <40 <5,3
5 16
20 83
10j 14,9 > 20 >1,3
10 18
20 79
10k 10 49 124+ 2,3 <40 <3,2
5 21
Benzonidazol
3,81 umol L™ 3,81 umol L™ 2.381 pmol L™
Valores - 625
médios (1 ugmL™) (1 ug mL™) (1 pgmL™)

padronizados

! Porcentagem de redugao das formas amastigotas e tripomastigotas sob agdo do composto.
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2 Concentragao do composto que reduz em 50% o crescimento parasitario.

3 Concentragéo do composto que induz 50% de morte celular.

*1Cs do composto sobre as células dividido pelo ICsq do composto sobre o parasita.
Os valores de IC5, foram calculados através de interpolagao linear.

¥~100% de morte das células hospedeiras L929.

Observa-se que dez das diamidas inspiradas no SRPIN340 (9b, 9¢c, 9h, 9j,
10a, 10g, 10h, 10i, 10j e 10k) apresentaram valor de ICsy (sobre o parasita) menor
do que 15 umol L. Dentre estes, os compostos 9¢, 9h e 9j exibiram os resultados
mais promissores com valores de ICsp = 4,3 umol L™, ICso = 10,0 pmol L™ e ICs =
5,9 umol L. Na avaliacdo da citotoxicidade sobre L929, estes compostos exibiram
valores de ICsy de 160 pmol L™ (9¢) e 320 umol L™ (9h e 9j). Comparando estes
resultados com os obtidos para o controle positivo, o farmaco benzonidazol,
percebe-se que as diamidas 9c, 9h e 9j sdo menos eficazes. Entretanto, 9j
apresentou o maior valor de indice de seletividade (IS = 74,4) em relacao a todas as
diamidas avaliadas.

Com relagao as estruturas quimicas dessas trés diamidas mais ativas (Figura
6.4), constata-se que estas apresentam em comum o fato de possuirem um grupo
metileno (-CH) conectando os dois grupamentos amida. Outra observagao € que o
composto mais promissor, 9j, possui o grupo 4-metoxifenila em sua estrutura,
indicando que possivelmente este grupo possa ser responsavel pelo incremento na

atividade anti-T. cruzi.
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Figura 6.4 — Estruturas das diamidas inspiradas no SRPIN340 que mostraram maior
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acao tripanocida.
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O indice de seletividade das substancias avaliadas foi obtido calculando a
razao entre o valor de ICsp do ensaio de citotoxicidade e o valor de ICsy obtido no
ensaio de avaliagdo da atividade tripanocida contra T. cruzi transfectado com (-
galactosidase (concentracdo da substancia que elimina o numero de parasitas em
50%). Esse indice avalia o quao seletivo um farmaco é para o seu alvo sem causar
toxicidade as células do hospedeiro. Sendo considerado promissor para avaliacdes
in vivo aqueles compostos com I1S>50 (ROMANHA et al, 2010). Deste modo, os
resultados obtidos indicam que o composto 9j possui potencial para avaliagado de
atividade anti-T.cruzi in vivo e consiste em um excelente candidato para o
desenvolvimento de um novo farmaco para o tratamento da doenga de Chagas.
Embora o composto 9j tenha apresentado menor eficacia comparada ao farmaco
benzonidazol, os testes in vivo, a serem futuramente realizados, podem demonstrar
que 9j possui numero reduzido de problemas comparado ao benzonidazol. Além
disso, como abordado no Capitulo 3 o nanoencapsulamento do composto 9j também
podera resultar em melhoria da seletividade e em aumento da eficacia deste

composto sobre T. cruzi.
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CAPITULO 7

EFEITO PROTETOR DOS DERIVADOS DO ACIDO CINAMICO NO
DESEQUILIBRIO REDOX INDUZIDO POR H,0, EM CELULAS DE GLIOMA

7.1 INTRODUCAO

A respiracdo celular € um processo de fundamental importancia para um
grande numero de seres vivos. Nele, o oxigénio (Oz) € empregado para oxidar
compostos organicos, ocorrendo produgao de energia para o metabolismo celular.
Porém, ha também a formacdo de radicais livres e/ou espécies reativas nao
radicalares, denominadas espécies reativas do oxigénio (ERO), como, por exemplo,
0 anion superoxido (O2"), radicais hidroxila (OH') e peréxido de hidrogénio (H205)
(LU et al., 2018).

As espécies reativas do oxigénio sao subprodutos comuns do metabolismo
celular aerdbico e em baixas ou moderadas concentragdes sdo importantes para
atividades fisiolégicas como a sinalizagdo celular intracelular e homeostase, morte
celular, defesa imunoldgica contra patégenos, e regulagao da diferenciacao celular,
migracao e proliferacdo. Entretanto, sua producédo excessiva resulta em danos tais
como injuria tecidual e, em altas concentragdes, danifica organelas celulares, acidos
nucleicos, lipideos e proteinas (KATERJI et al, 2019; MIRONCZUK-
CHODAKOWSKA et al., 2018; DA SILVA e GONCALVES, 2010).

As células possuem um sistema de defesa contra ERO em condigcbes
aerdbicas. Entretanto quando acontece um desequilibrio entre a produgdo de
substancias oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidantes, ocorre
aumento excessivo de ERO ou enfraquecimento dos mecanismos de defesa dos
antioxidantes, processo este conhecido como desequilibrio redox. Sabe-se que
fatores como luz ultravioleta, radiacbes ionizantes, poluentes, metais pesados e
medicamentos quimioterapicos estao relacionados ao aumento na producado de ERO
(LIGUORI et al., 2018; ZAVATTI et al., 2019; PIZZINO et al., 2017).

Muitos dos radicais livres sdo instaveis e altamente reativos. A alta reatividade
desses radicais se deve a presencga de pelo menos um elétron desemparelhado na
sua camada eletronica mais externa. Desta forma, nas células do corpo humano
sucessivas reacdes oxidativas podem ocorrer durante o desequilibrio redox, uma
vez que as espécies radicais livres se tornam estaveis ao adquirirem elétrons de
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uma variedade de biomoléculas vitais para a funcao celular e tecidual tais como
lipideos, acidos nucleicos, proteinas e carboidratos. Este fato, por sua vez, resulta
em danos nessas moléculas, nas células e no DNA. Além disso, trabalhos
publicados demonstram que o desequilibrio redox esta envolvido em disturbios
neurodegenerativos como, por exemplo, a doenca de Alzheimer e Parkinson,
esclerose multipla, envelhecimento, diabetes, desordens metabdlicas, doencas
cardiovasculares, artrite reumatoide e cancer (LU et al, 2018; BURTON e
JAUNIAUX et al., 2011; KATERJI et al., 2019).

Das espécies reativas de oxigénio, o radical hidroxila (OH') constitui uma das
mais reativas, de maior instabilidade (vida média de 10”° segundos), extremamente
deletéria ao organismo e, portanto, considerado o radical com maior potencial de
ocasionar danos oxidativos. Como resultado, pode ocorrer alteracdo da funcao
biolégica das membranas celulares e das proteinas, além de danos no DNA que
levam ao desenvolvimento de mutagcdes. Com respeito as demais espécies reativas,
o radical superoxido (O2™) € o principal produto das ERO, pois as demais espécies
sao formadas a partir deste radical. Apesar de ser considerado pouco reativo em
solugdes aquosas, ele esta relacionado a lesdes bioldgicas secundarias. O peroxido
de hidrogénio (H20,), espécie ndo radicalar, também possui elevada reatividade e
possui vida longa, esta envolvido na formagao do radical hidroxila através da reagéo
de Fenton ou Haber-Weiss e possui capacidade de atravessar membranas celulares
tornando-se potencialmente toxico para as células (BARBOSA et al., 2010).

Diante do exposto, é nitida a importdncia dos mecanismos de defesa
antioxidantes, visto que possuem a finalidade de controlar a produgao excessiva de
espécies reativas de forma a reduzir os danos ocasionados pelo desequilibrio redox.
Estes antioxidantes sao classificados em antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos. Os primeiros incluem enzimas como superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSHPXx), enquanto que os ndo enzimaticos
correspondem aos antioxidantes de origem dietética como por exemplo vitaminas C
e E, zinco, selénio, carotendides e glutationa (NIMSE e PAL, 2015).

Dados da literatura demonstram que as células cancerigenas sao
caracterizadas por niveis mais elevados de ERO do que as células normais. As
especies reativas de oxigénio estdo relacionadas ao aumento da atividade

metabdlica, ativagdo de oncogenes, disfuncdo mitocondrial, aumento da sinalizagao
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celular e mutagcdées no DNA, desempenhando papel importante nas fases de
iniciacdo, promogao e progressao do cancer (LIOU e STORZ, 2010).

Com relacédo aos tipos de cancer que podem ser ocasionados pelo
desequilibrio redox cita-se o glioma, principal tumor cerebral primario incidente na
populagdo adulta e que apresenta um mau progndstico. Apesar dos diversos
tratamentos clinicos disponiveis para o tratamento do glioma como a cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, terapia direcionada e imunoterapia, a taxa de
reincidéncia do tumor é grande, mesmo em pacientes que obtiveram o diagndstico
na fase inicial da doenga. A cirurgia em muitos casos auxilia apenas no aumento da
sobrevida dos pacientes. Os resultados negativos ao tratamento quimioterapico se
devem a resposta diferencial do tumor a quimioterapia, a resisténcia celular e a
diminuicdo da liberacdo dos medicamentos devido a barreira hematoencefalica.
Métodos terapéuticos eficazes para o glioma ainda permanecem um grande desafio
(CHEN, 2019; RINALDI et al., 2016).

Na busca por melhores abordagens terapéuticas para o glioma, pesquisas
atuais tém enfatizado seus estudos nos fatores moleculares e genéticos que estao
associados ao desenvolvimento e progressdo deste cancer cerebral. E de
conhecimento que o desequilibrio redox esta relacionado na patogénese de uma
variedade de doencas cerebrais (TORREGROSSA et al., 2019).

O cérebro apresenta poucos sistemas de defesas antioxidantes e por este
motivo € mais susceptivel ao desequilibrio redox em relagdo aos outros tecidos. O
cérebro pode metabolizar de forma eficiente o radical superdxido; entretanto, a
eliminacdo do peréxido de hidrogénio ndo ocorre com a mesma eficacia, resultando
em acumulo. Grandes quantidades de H,;O, sdo preocupantes, uma vez que no
cérebro existem quantidades significativas de ferro e cobre, metais estes que podem
catalisar a formacédo do radical hidroxila resultando em inducdo da peroxidacao
lipidica (ATUKEREN, 2011).

Diante da elevada resisténcia das células cancerosas aos quimioterapicos, se
torna necessario o desenvolvimento de novas moléculas com diferentes
mecanismos de acao e maior eficacia.

Em trabalhos publicados, o acido cindamico e seus derivados aparecem como
moléculas que atuam contra o processo de desequilibrio redox. Zhang e
colaboradores em 2019 descreveram a sintese de 42 derivados do acido cinamico e
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a avaliagdo da fungdo neurologica e protecdo neurovascular. O efeito dos
compostos sobre a viabilidade da linhagem celular do endotélio microvascular do
cérebro humano (HBMEC-2) e da linhagem celular do neuroblastoma humano (SH-
SY5Y) foi avaliado em ensaios de indugao de estresse oxidativo por H,O,. Dentre os
compostos avaliados o m (Figura 7.1) foi o que exibiu melhores resultados, com
valores de ECs iguais a 3,26 pmol L™ para a linhagem HBMEC-2 e 2,41 umol L™
para SH-SYSY, sendo ainda capaz de bloquear a apoptose, manter a integridade

morfoldgica celular e proteger a fungéo fisiologica das mitocondrias.

( )

Figura 7.1 — Estrutura do derivado do acido cinamico (m) que exibiu atividade contra
as linhagens HBMEC-2 e SH-SY5Y em ensaio de lesao induzida por H,O, descrita
por Zhang et al., 2019.

Em 2017, Ren e colaboradores investigaram o efeito neuroprotetor do acido
ferulico (Figura 7.2) contra lesdes cerebrais induzidas por isquemia e reperfusao em
ensaios in vivo e in vitro. Dados obtidos demonstraram que o acido ferulico
apresenta potencial em reduzir significantemente o comprometimento da memoria e
a apoptose neural do hipocampo, além de proteger células PC-12 (células derivadas
de uma linhagem clonal de feocromocitoma que apresentam caracteristicas de

neurdnios) contra espécies reativas de oxigénio.

H;CO X OH

HO

Figura 7.2 — Estrutura do acido ferulico.

O acido caféico (Figura 7.3, pg. 222) consiste em um antioxidante importante

exibindo efeito protetor contra os danos no DNA ocasionados pelas espécies
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reativas do oxigénio. Em trabalho publicado por Li e colaboradores em 2015 foi
demonstrado que o acido caféico na concentragdo de 10 umol L' aumentou a
viabilidade de células L-02 do figado humano, reduziu os niveis de ERO e
consequentemente diminuiu a extensao de quebras de fita dupla do DNA em ensaio

induzido por H,0..

HO

Figura 7.3 — Estrutura do acido caféico.

Diante da necessidade de desenvolver novos quimioterapicos para o
tratamento do glioma, e tendo em vista que o desequilibrio redox esta relacionado
ao desenvolvimento de diversos tipos de cancer, neste capitulo foi avaliado o efeito
protetor dos derivados do acido cindmico no desequilibrio redox induzido por H>O,

em células de glioma
7.2 MATERIAL E METODOS
7.2.1 Ensaio de avaliagao de citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade dos compostos 13a-13j, foram utilizadas as
células da linhagem U-87 (Glioma Maligno de Uppsala 87) e ndo tumorigénica 3T3
(fibroblastos de embrido de camundongo). Para tal, foi empregado o teste de MTT
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]. A viabilidade celular foi
baseada na capacidade das células viaveis de reduzirem o MTT ao sal de formazan
colorido. As células de glioma e de fibroblastos foram pré-tratadas por 2 h com os
cinamatos 13a-13j nas concentragbes de 50, 100 e 150 pmol L™ em placas de 96
pocos (2,5 x 10* células/poco). Apds o tratamento o desequilibrio redox foi induzido
com perdxido de hidrogénio (H.O2) na concentragdo de 100 pymol L™ por 3 horas.
Para verificar a viabilidade celular, o MTT (0,5 mg mL™) foi adicionado aos pogos e
as placas incubadas por 12 h a 37 °C em estufa incubadora de células. Apds esse
periodo, o dodecil sulfato de sodio (SDS) foi utilizado por 2 horas para solubilizar o
sal de formazan. Finalmente, a absorvancia foi medida a 570 nm com um leitor de

microplacas VICTOR (Multidetector VICTOR ™ X3, Perkin Elmer).
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente dez dos ésteres cinamatos (13a-13j) sintetizados neste trabalho
foram avaliados em células da linhagem U87, com o propdsito de analisar a
toxicidade destes compostos e, deste modo, selecionar os cinamatos que seriam
subsequentemente submetidos a ensaio de indugdo de desequilibrio redox. Os
compostos foram avaliados nas concentracdes de 50, 100 e 150 pmol L™". Os dados
obtidos sao apresentados nas Figuras 7.4, 7.5 e 7.6.

Us7-50pM
600+

-

2

(=]
1

Metabolismo celular
[~
[=)
[=]
L

u L) T
o.g?o 13a 13b 13c¢ 13d 13e 13f 13g 13h 13i 13j

Cinamatos

Figura 7.4 - Viabilidade das células U87 apds tratamento com 50 pmol L' dos

ésteres cinamatos.
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Figura 7.5 - Viabilidade das células U87 apds tratamento com 100 pmol L™ dos

ésteres cinamatos.
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Figura 7.6 - Viabilidade das células U87 apds tratamento com 150 pmol L™ dos

ésteres cinamatos.

Na menor concentracdo avaliada, 50 umol L™, foi observado que nenhum dos
derivados do acido cinamico demonstrou toxicidade contra as células de glioma
(Figura 7.4, pg. 223). No ensaio com 100 umol L™ (Figura 7.5, pg. 223) os cinamatos
que apresentaram menores valores de viabilidade celular em relagdo ao veiculo
(DMSO) foram 13d, 13e e 13i e, portanto, foram considerados téxicos para a
linhagem avaliada. O ensaio na maior concentragao, 150 umol L™, demonstrou que
os compostos 13d, 13e, 13h e 13i foram toxicos para a célula de glioma, exibindo
menores valores de viabilidade celular em relagcdo aos demais compostos e ao
controle negativo (Figura 7.6).

Em seguida, os mesmos ensaios foram realizados para avaliagdo da
toxicidade dos compostos em linhagem ndo tumorigénica (3T3). Os resultados
obtidos estdo apresentados nas Figuras 7.7 (pg. 225), 7.8 (pg. 225) e 7.9 (pg. 226).
Novamente, na menor concentracdo nao foi observado toxicidade de nenhum dos
derivados do acido cinamico contra as células 3T3 (Figura 7.7, pg. 225). Em 100
umol L™ apenas o cinamato 13i foi toxico para as células (Figura 7.8, pg. 225). No
ensaio com a concentragdo de 150 pmol L™, os compostos 13f e 13i reduziram a
viabilidade celular das células 3T3 em relagdo ao controle negativo (Meio + veiculo

(DMSOQ)) e, portanto foram considerados téxicos (Figura 7.9, pg. 226).
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Figura 7.7 - Viabilidade das células 3T3 apos tratamento com 50 pmol L dos

ésteres cinamatos.
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Figura 7.8 - Viabilidade das células 3T3 apés tratamento com 100 pmol L™ dos

ésteres cinamatos.
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Figura 7.9 - Viabilidade das células 3T3 apds tratamento com 150 pmol L™ dos

ésteres cinamatos.

Os derivados do acido cindmico que exibiram toxicidade nos experimentos
prévios foram excluidos dos testes de indu¢ao do desequilibrio redox. Estes ensaios
avaliaram, através do teste de MTT, a capacidade dos compostos derivados do
acido cinamico de proteger as células, mantendo ou aumentando a viabilidade
celular apos a indugao da produgao de espécies reativas de oxigénio com H,O, por
3 horas.

Na Figura 7.10 (pg. 227) observa-se que os compostos 13a, 13b e 13f, na
concentragdo de 50 umol L™, foram capazes de melhorar a viabilidade das células
de glioma — U87 apds o desequilibrio redox induzido, demonstrando maior efeito
protetor contra espécies reativas em relagao ao tratamento das células com peroxido

na auséncia dos derivados do acido cinamico (DMSO + H,0,).
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Figura 7.10 — Viabilidade celular apos as células U87 serem pré-tratadas com os
cinamatos 13a-13j na concentragdo de 50 umol L™ por 2 h. Em seguida, foi
adicionado H,0, 100 umol L™ por 3 h. C+ = DMSO + H,0,, C- = DMSO.

No ensaio com 100 umol L™, os compostos 13a e 13c foram os mais efetivos
em aumentar a viabilidade celular em comparacgao ao controle (DMSO + H,0,), com
valores de porcentagem de viabilidade de 43,33% e 40%, respectivamente (Figura
7.11).

100 puM
gooq 4

6004
400+ b b

200

Metabolismo Celular

& & 13a 13 13c 13f 13g 13h 13

Cinamatos

Figura 7.11 — Viabilidade celular apds as células U87 serem pré-tratadas com os
cinamatos 13a-13c, 13f-13h e 13j na concentracdo de 100 umol L™ por 2 h. Em
seguida, foi adicionado H,0, 100 umol L™ por 3 h. C+ = DMSO + H,0,, C- = DMSO.
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E por fim, no experimento realizado com 150 umol L™ os compostos 13a, 13b
e 13c foram os que apresentaram maiores valores de viabilidade celular no
experimento de indugado do desequilibrio redox na presenca de H,O, em células U87
(Figura 7.12).
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Figura 7.12 — Viabilidade celular apos as células U87 serem pré-tratadas com os
cinamatos 13a-13c, 13f-13g e 13j na concentragdo de 150 pumol L™ por 2 h. Em
seguida, foi adicionado H,0, 100 umol L™ por 3 h. C+ = DMSO + H,0,, C- = DMSO.

Os resultados obtidos neste capitulo sédo significativos, uma vez que os
ésteres cinamatos 13a, 13b, 13c e 13f em diferentes concentra¢des foram capazes
de melhorar a viabilidade celular, e deste modo mostraram atividade protetora no
desequilibrio redox induzido em culturas de células de glioma (U87). A partir desses
resultados podem ser realizadas modificagdes nas estruturas dos derivados do acido
cindmico, a fim de obter compostos com maior efeito protetor. No que se refere a
atividade neuroprotetora dados da literatura trazem que a presenga de grupos
hidroxilas na porgao aromatica dos derivados do acido cinamico resultam em maior
acao dos compostos contra ERO. Cabe destacar que os cinamatos avaliados neste
presente trabalho sdo estruturalmente simples, e desta forma a continuagcado da
investigacao pode levar ao desenvolvimento de quimioterapicos alternativos para o

tratamento do glioma.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foram descritas as etapas envolvidas na sintese de vinte e
duas diamidas e de dezesseis ésteres derivados do acido cindmico. Para tal objetivo
empregaram-se reagdes de substituicdo nucleofilica aromatica, reacdo de reducao,
benzoilacdo de aminoacidos, ciclizagao intramolecular, abertura de anel catalisada
por um acido de Brgnsted e reagdes de esterificacdo. As vinte e duas diamidas
sintetizadas sao inéditas e foram preparadas através da reagcédo de abertura do anel
azalacténico por trifluorometilarilanilinas, catalisada pelo (tx)-acido canforsulfénico,
utilizando condigbes brandas de reac¢do, ndo sendo necessaria agitacdo magnética e
os compostos foram obtidos com tempos de reacao curtos e com bons rendimentos.
A aplicacao da reacao de esterificagdo de Steglich culminou na sintese dos ésteres
cinamatos 13a-13p com rendimentos satisfatérios. Estes cinamatos foram
preparados com o objetivo de serem utilizados como materiais de partida para a
sintese de derivados do acido cinamico contendo o anel azalacténico via reagcao de
adicdo do tipo Michael. Entretanto, ndo se obteve sucesso e o0os compostos
almejados nado foram obtidos. Apesar deste fato, a avaliagdo bioldgica desses
ésteres ndo foi inviabilizada uma vez que, diversos artigos cientificos demonstram
que compostos estruturalmente simples apresentam diversas atividades bioldgicas.

Os ensaios de avaliacao da citotoxicidade das diamidas contra as linhagens
celulares HeLa e HepG2 demonstraram que os compostos 10a, 10f, 10g, 10h, 10i,
10j, 10k reduziram a viabilidade celular em mais de 80%. Entretanto, cinco destas
diamidas também apresentaram citotoxicidade elevada para a linhagem nao tumoral
(HEK293). Ja os compostos 10f e 10g demonstraram maior seletividade, com
maiores valores de viabilidade celular para a linhagem celular ndo tumoral avaliada.

No teste de avaliacdo da viabilidade celular das células B16-F10 frente aos
cinamatos, a maioria dos compostos sintetizados apresentou efeito citotdxico
superior ao acido cinamico (controle positivo). Valores de IC5s, foram calculados para
0s quatro compostos mais ativos, sendo o menor resultado obtido para o composto
13q (ICso = 60,28 pmol L7). A viabilidade celular de células Vero apos tratamento
com acido cinamico e seus derivados também foi avaliada, e na menor concentracao
(100 umol L™, os cinamatos apresentaram viabilidade celular superior a 70%. No
ensaio de migragao celular os ésteres 131, 13p e 13q demonstraram os menores

valores de porcentagem de migracéao celular.
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No ensaio de avaliagdo da atividade leishmanicida das diamidas, nove delas
nao exibiram toxicidade contra macrofagos. Em promastigotas de L. braziliensis, de
modo geral, os compostos foram menos citotoxicos em relagcdo ao farmaco
comercial anfotericina B, porém em comparagao ao SRPIN340 os compostos 9d e
9e mostraram maior citotoxicidade.

A investigacdo da atividade inseticida das diamidas demonstrou que estes
possuem baixa toxicidade para as moscas de D. suzukii em relagdo ao produto
comercial utilizado como controle positivo (imidacloprida). Entretanto, trata-se de um
primeiro estudo realizado com diamidas inspiradas no SRPIN340 e, deste modo,
modificagdes estruturais podem resultar na melhoria da atividade inseticida desses
compostos.

No ensaio de avaliagdo da atividade tripanocida das diamidas inspiradas no
SRPIN340, observou-se que o composto 9j possui valor de indice de seletividade
maior do que 50. Segundo a literatura este valor o seleciona para o para avaliagao
de atividade anti-T.cruzi in vivo, consistindo em um excelente candidato para o
desenvolvimento de um novo farmaco para o tratamento da doenca de Chagas.
Menciona-se que o nanoencapsulamento deste composto podera culminar no
aumento da seletividade.

A atividade protetora de dez dos cinamatos sintetizados neste trabalho foi
avaliada em ensaio de desequilibrio redox induzido por H,O, em células de glioma.
Os resultados obtidos indicam que os compostos 13a, 13b, 13c e 13f foram capazes
de melhorar a viabilidade das células U87. Modificacbes estruturais podem ser
realizadas com a finalidade de obter compostos mais ativos.

Cabe ressaltar que apesar das inovacgodes cientificas e tecnolégicas ainda é
grande o numero de pessoas em todo o mundo que sao portadoras de doencas
graves, a maioria dessas sao crénicas e nao possuem um tratamento efetivo
estabelecido. Doengas como as citadas ao longo deste trabalho e outras como a
diabetes, doengas cardiovasculares, renais e neurodegenerativas, dentre outras,
tem sido responsavel pela morte de muitos pacientes ao longo dos anos. Esses
fatos mostram a importancia da continuagao de pesquisas que busquem tratamentos
alternativos para essas patologias.

O processo de descoberta de novos farmacos € complexo, longo e de alto
custo. Apesar das dificuldades, a quimica organica sintética tem-se mostrado
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extremamente fundamental para o planejamento, desenvolvimento e descoberta de
novos compostos mais eficazes, mais seletivos e com menor potencial em
desenvolver resisténcia.

Deste modo, o projeto desenvolvido se mostra de grande relevancia para a
sociedade, uma vez que as investigagcdes aqui descritas culminaram na obtencéo de
compostos biologicamente ativos, e que podem ser utilizados como estruturas

modelos para o desenvolvimento de moléculas ainda mais eficazes.

PERSPECTIVAS

Como perspectivas, todas as diamidas que foram sintetizadas neste trabalho
ja estdo sendo submetidas a ensaios in vitro para avaliar o efeito inibitério sobre o
transporte de elétrons fotossintético. Sera realizado também o nanoencapsulamento
dos sete compostos mais ativos contra as linhagens HelLa e HepG2, para verificar se
este procedimento auxiliard no aumento da seletividade desses compostos. Com
respeito a avaliacdo da atividade leishmanicida sera realizado ainda ensaio contra
formas amastigotas de L. braziliensis e ensaio de cicatrizacdo de feridas com o
composto 9k. O composto mais ativo do ensaio tripanocida, 9j, tera ainda sua
atividade anti-T.cruzi avaliada in vivo, e sera realizado o nanoenpsulamento desta
diamida a fim de aumentar a sua seletividade.

Os ésteres cinamatos serdo avaliados com respeito aos seus efeitos contra o
processo de invasado das células B16-F10, de modo que se tenha uma melhor
avaliacao do efeito antimetastatico desses compostos. Pretende-se também realizar
a investigagao do efeito neuroprotetor dos cinamatos no desequilibrio redox mediado
por peroxido de hidrogénio em neurdnios hipocampais.

Planeja-se ainda a divulgag¢ao dos resultados obtidos neste trabalho por meio
de artigos cientificos e apresentagao de trabalhos em congressos.
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(Artigos publicados, depésito de patente e capitulo de livro)
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AVALIAGAO DAS ATIVIDADES ANTIMETASTATICA E LEISHMANICIDA DE
DERIVADOS DO ACIDO CINAMICO CONTENDO O NUCLEO 1,2,3-TRIAZOLICO
1. INTRODUGAO

Os anéis de natureza heterociclica constituem unidades comumente
encontradas nas estruturas de grande parte dos farmacos comercializados. Estima-
se que mais de 90% dos novos medicamentos contém pelo menos um anel
heterociclico em suas estruturas (DUA et al., 2011).

Os heterociclos apresentam um amplo espectro de importantes atividades
bioldgicas. Isso se deve, principalmente, a diversidade no tamanho dos anéis,
permutacdes estruturais, e a grande variedade de interagdes intermoleculares (tais
como ligagdo de hidrogénio, interagdes de pi-stacking, Van Der Waals e interagdes
hidrofobicas) que eles sdo capazes de realizar, permitindo que estes se liguem as
proteinas de diversas maneiras (PEARCE, 2017).

Na busca por candidatos a farmacos, observa-se que a inclusdo de porcoes
heterociclicas nas estruturas de substancias bioativas resulta em alteragdes de suas
propriedades farmacologicas e farmacocinéticas, como por exemplo, a lipofilicidade,
polaridade, solubilidade em agua e capacidade de realizar ligagdes de hidrogénio
(GOMTSYAN, 2012). Alteragdes destas propriedades podem resultar em compostos
com melhoria significativa da atividade bioldégica sendo investigada. Dentro deste
contexto, os quimicos organicos sintéticos vem desenvolvendo novas metodologias
para a obten¢ao de substancias heterociclicas.

Os 1,2,3-triazéis s&o compostos de origem exclusivamente sintética,
constituindo uma das mais investigadas classes de compostos heterociclicos devido
as diversas propriedades farmacolégicas exibidas por eles (BOZOROV et al., 2019;
XU et al., 2019). Nos ultimos anos tem sido crescente o numero de publicagdes
envolvendo a sintese de compostos contendo esta porgcao heterociclica. Muitas
dessas pesquisas tém buscado conectar dois grupos farmacoféricos levando a
formacao de moléculas bifuncionais (PETROVA et al., 2015).

A hibridagcdo molecular € uma estratégia de conjugacdo de porgdes
farmacoféricas de diferentes substancias bioativas em uma unica molécula, levando
a formacdo de um novo composto hibrido com bioatividade aprimorada, em
comparagao aos compostos originais (ARAUJO et al., 2015; BARBOSA et al., 2011).
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Moléculas hibridas possuem multiplos mecanismos de ag¢ao, e deste modo
apresentam potencial em reduzir os efeitos colaterais e a resisténcia dos
medicamentos em uso para o tratamento de diversas doengas. A juncéo dos 1,2,3-
triazois com outros grupos farmacoféricos pode resultar em novos hibridos com
toxicidade reduzida, espectro biologico mais amplo e melhor eficacia contra doengas
que apresentam elevada resisténcia aos medicamentos atualmente comercializados
(XU et al., 2019).

Das diversas metodologias sintéticas descritas na literatura para a obtencgao
de 1,2,3-triazdis, aquela que vem sendo mais utilizada nos ultimos anos consiste na
reacao “click”, também conhecida como CuAAC (reagao de cicloadigao (C) entre um
Alcino (A) e uma azida (A), catalisada por cobre (Cu)). Esta transformacgao
descoberta em 2001 por Sharpless e Meldal €, tipicamente, uma reacdo rapida,
estereoespecifica e que possui elevado rendimento (CSUK et al.,, 2019). Na
metodologia desenvolvida por Sharpless e colaboradores, o sulfato de cobre
pentaidratado atua como fonte de cobre(ll) e o ascorbato de sddio exerce o papel de
gerar in situ a espécie catalitica cobre(l). Geralmente nestas reag¢des utiliza-se um
sistema bifasico agua/solvente, onde a agua possui papel fundamental solubilizando
sais inorganicos e o ascorbato de sodio, além de ter a capacidade de preservar o
acetileto de Cu(l) em seu estado reativo (HEIN e FOKIN, 2010).

O grupo de Sintese e Pesquisa de Compostos Bioativos (GSPCB) do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa tem utilizado, com
sucesso, a reacado “click”, sintetizando compostos bioativos com elevados
rendimentos e em curto tempo reacional. Descrevem-se abaixo alguns trabalhos
publicados recentemente.

Teixeira e colaboradores em 2018 sintetizaram uma série de vinte e seis
derivados do eugenol contendo porgdes 1,2,3-triazol e avaliaram a atividade
leishmanicida desses compostos. O mais ativo foi 0 composto n, exibindo valor de
ICs0 = 7,4 pmol L™ contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis. A
avaliagdo de n contra amastigotas resultou em valor de ICs, = 1,6 ymol L™ e sua
citotoxicidade contra células de macrofagos apresentou valor de ICsp = 211,9 pmol
L™". Desta forma, o composto n demonstrou ser mais eficiente que os farmacos

comerciais Glucantime e Pentamidina, conforme pode ser observado na Tabela A1
(pg. 238).
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Tabela A1 — Atividade leishmanicida de n contra formas promastigotas e

amastigotas intracelular de L. amazonenses e citotoxicidade contra macréfagos.

Promastigotas Amastigotas Macrofagos
Composto p p p
ICso (pmol L ) ICso (pmol L ) LDso (pmol L )
=\_QO/\/\ENN 7,4+0,8 1,6 £0,2 211,9+23
OCH, CH,
(n)
Glucantime Nd 455+1,6 755+2,6
Pentamidina 42+04 1,8+0,2 8,56+0,6

Em 2019, Teixeira e colaboradores descreveram a sintese de vinte e dois
derivados do nerol contendo a unidade 1,2,3-triazol, bem como a avaliagédo da
citotoxicidade destes derivados contra as linhagens celulares cancerigenas (HL60,
Nalm6, Jurkat e B16F10). Dos compostos avaliados o mais ativo foi o (Figura A1),
apresentando atividade antiproliferativa contra células Jurkat e reduzindo a migragéo
de células B16-F10.
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Figura A1 — Estrutura do derivado do nerol com maior atividade contra células Jurkat

e maior potencial em reduzir a migracao de células B16F10.

Desta forma, observa-se que a reagao “click” vem sendo utilizada com éxito
pelo GSPCB, resultando na sintese de compostos com significativas atividades
leishmanicida e citotoxica.

Outro composto vem sendo utilizado pelo GSPCB como uma estrutura
modelo na busca por novos agentes terapéuticos € o acido cinamico. Nesse sentido
e considerando os resultados alcancados com respeito a funcionalizacdo de
compostos com o grupo 1,2,3-triazol, Rodrigues (2015) sintetizou uma série de vinte
e seis derivados do acido cinamico contendo a unidade estrutural 1,2,3 triazol
(Figura A2, pg. 239). O efeito inibitério dos compostos sintetizados sobre a
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viabilidade de células leucémicas da linhagem Nalm6 e HL60 foi avaliado e
observou-se que cinco desses compostos apresentaram atividade citotoxica
moderada contra Nalm6. Com respeito a linhagem HL60, nove derivados do acido
cindmico diminuiram a viabilidade celular em até 75% na maior concentragao
avaliada (100 umol L™). Com base nestes resultados alcancados, decidiu-se dar
continuidade a investigagdo do efeito destes derivados do acido cinamico com
respeito a atividade antimetastatica contra células de melanoma (B16F10), uma vez
que a literatura relata o efeito antimetastatico de derivados do acido cinamico contra
linhagens de células tumorais. Os resultados alcangcados com essa investigagao
culminaram na publicacdo de um artigo cientifico na revista Toxicology in Vitro em
2018. Para mais informacdes a respeito deste trabalho, deve-se consultar o artigo na

pagina 241.

X N\\
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Ar = fenil; 2,5-diclorofenil; 4-iodofenil; 4-nitrofenil; 4-bromofenil; 4-clorofenil;
3,4-difluorofenil; 4-fluorofenil; 4-trifluorometoxifenil; 4-trifluorometilfenil; 4-metoxifenil;
2-bromofenil; 2,4,6-triclorofenil; 2-fluorofenil

. J

Figura A2 — Estrutura geral dos derivados do acido cindmico contendo o nucleo
1,2,3-triazolico sintetizados por RODRIGUES (2015).

Ainda com relagdo aos derivados do acido cinamico de estrutura geral
mostrada na Figura A2, investigou-se a atividade destes compostos contra
Leishmania braziliensis. Vinte € um dos compostos sintetizados foram avaliados na
concentracdo de 10 umol L contra as formas promastigotas extracelulares e
amastigotas intracelulares de L braziliensis. Os derivados 1,2,3-triazélicos do acido
cindmico foram avaliados juntamente com outros derivados do mesmo acido mas
contendo uma porgdo isobenzofuranona. Os resultados desta investigagao
resultaram na publicacdo de um artigo na revista European Journal of Medicinal
Chemistry. Essa investigagdo também culminou no depdésito de uma patente e tanto
o artigo quanto a patente sdo apresentados nas paginas 250 e 264,

respectivamente.
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Outra publicacdo alcancada durante a realizacdo de meu treinamento em
nivel de doutorado consiste no capitulo de livro intitulado “Bis-Azides”, aceito para
publicagdo pela Editora Nova Science Publishers. Este capitulo de livro é

apresentado na pagina 294.
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It is herein described the preparation and evaluation of antimetastatic activity of twenty-six cinnamic acid
derivatives containing 1,2,3-triazolic portions. The compounds were prepared using as the key step the Copper
(I)-catalyzed azide (A)-alkyne (A) cycloaddition (C) (CuAAC reaction), also known as click reaction, between
alkynylated cinnamic acid derivatives and different benzyl azides. The reactions were carried in CH,Cl,/H>0
(1:1 v/v) at room temperature, and the triazole derivatives were obtained in yields ranging from 73%—99%.
Reaction times varied from 5 to 40 min. The identity of the synthesized compounds was confirmed by IR and
NMR ('H and '*C) spectroscopic techniques. They were then submitted to in vitro bioassays to investigate how
they act over ic behavior of murine The most potent compound, namely 3-(1-benzyl-1H-
1,2,3-triazol-4-yl)propyl cinnamate (9a), showed significant antimetastatic and antiproliferative activities
against B16-F10 cells. In addition, gelatin zy hy and molecular docking anal pointed to the fact that
this compound has potcnual to mtcract with matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) and MMP-2, which are di-

Ived . Therefore, these findings suggest that cinnamic acid denvauves

rectly i in prog
con!amlng 1,2,3- m.:uol.lc portions may have polenual for devel of novel c for c
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1. Introduction

Hanahan and Weinberg, 2011; Siegel et al., 2015; Agaésse et al., 2017).
As the process of tumor cells dissemination involves several events until

Malignant melanoma is an extremely aggressive and m ic
cancer presenting the highest rate of mortality among skin cancers. In
fact, < 10% of patients with metastatic melanoma survive up to
10 years after the diagnosis (Bhatia et al., 2009). Malignant melanoma
can be cured by surgical intervention in its early stages, but this ap-
proach is practically inefficient in its metastatic stage (Gray-Schopfer
et al.,, 2007; Elias et al., 2010). In this case, treatment is extremely
difficult due to the metastatic melanoma resistance to existing thera-
pies. This resistance is related to the complex cell signaling pathways
modulating the proliferation and ability of tumor cells to escape from
apoptotic processes during metastasis (Gray-Schopfer et al., 2007;
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the blist of a secondary tumor site, such as cellular detach-
ment, migration, invasion, and adhesion, as well as cell colonization
and growth, these steps represent important therapeutic targets (Kumar
and Weaver, 2009; Guan, 2015). Hence, there is an urgent need to
discover new therapies for improving the current therapeutic strategies
and, consequently, the survival of cancer patients (Elias et al., 2010).
Natural products have been explored as a source of compounds for
drug discovery. Between 1981 and 2002, about 60% of the new drugs
developed for cancer treatments were derived from natural products
(Gullo et al., 2006; Lam, 2007; Harvey, 2008; Schmidt et al., 2008; Dias
et al, 2012). Compounds currently used in clinical cancer
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Fig. 1. Structures of cinnamic acid and some derivatives.

chemotherapy, such as paclitaxel, etoposide, teniposide, and camp-
thothecin are examples of drugs based on the natural product pool (Ali
et al., 2014).

The cinnamic acid (Fig. 1) consists of an aromatic acid found in
several higher plants. Typically, it occurs in nature in trans-geometry,
and belongs to a class of plant hormones regulating cell growth and
differentiation known as auxins. This acid and its derivatives play an
important role as intermediates in the production of other important
compounds, such as styrenes and stilbenes (Sharma et al., 2011). It has
been demonstrated that cinnamic acid derivatives display several ac-
tivities including antifungal, antibacterial, and anti-inflammatory
(Chiriac et al., 2005).

‘The antimetastatic effect of cinnamic acid derivatives against tumor
cell lines has also been demonstrated (Yen et al., 2011; Tsai et al., 2013;
Ling et al., 2015). For instance, trans and cis forms of cinnamic acid
exhibited anti-migratory activity against human lung adenocarcinoma
cells (Yen et al., 2011). A farnesyl thiosalicylic acid (FTS)-diamine/
cinnamic acid hybrid (1, Fig. 1) also showed significant anti-migratory
activity against colon carcinoma cells (Ling et al., 2015). Moreover,
other derivatives of cinnamic acid, such as caffeic acid (2), ferulic acid
(3) and chlorogenic acid (4), were capable of inhibiting the invasive
behavior of human lung adenocarcinoma cells (Tsai et al., 2013).

In this framework, we describe herein the synthesis of cinnamic acid
derivatives containing 1,2,3-triazolic portions. The Copper(l)-catalyzed
azide (A)-alkyne (A) cycloaddition (C) (CuAAC reaction), also known as
click reaction, between cinnamates having terminal triple bonds and
different benzyl azides corresponded to the key step of the synthetic
route designed to obtain the twenty-six cinnamic acid derivatives
containing triazolic portions. Additionally, the antimetastatic activity of
the derivatives was screened against B16-F10 melanoma cell line. For
that, the effects on cell proliferation and colony formation were as-
sessed using the most efficient compound found in this study. Finally,
gelatin zymography analyzes pointed to the fact that this compound has
the potential to reduce the matrix metalloproteinases (MMP) -9 and — 2
activities, and the docking studies demonstrated that this compound
have good score and docking affinity with these enzymes.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and synthetic procedures

Solvents were purchased from Vetec (Rio de Janeiro, Brazil).
Commercially available pent-4-yn-1-ol, prop-2-yn-1-ol, benzyl alcohols,
triethyl amine, dimethyl sulfoxide (DMSO), N,N’-dicyclohex-
ylearbodiimide (DCC), 4-N,N’-dimethylaminopyridine (DMAP), sodium
ascorbate, sodium azide and copper(Il) sulfate pentahydrate were
purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) and used without
further purification. Details concerning the preparation of the com-
pounds investigated herein can be found in the supplementary material.

2.2. Biological evaluation

2.2.1. Cell culture and culture conditions

Metastatic melanoma cells (B16-F10) were kindly provided by Dr.
Anésia Aparecida dos Santos (Department of General Biology,
Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa, Minas Gerais, Brazil).
Embryonic fibroblasts cell line (NIH3T3) was kindly provided by Dr.
Leandro Licursi de Oliveira (Department of General Biology, UFV,
Vigosa, Minas Gerais, Brazil). The African green monkey kidney cell
line (Vero) was kindly provided by Dr. Juliana Lopes Rangel Fietto
(Department of Biochemistry and Molecular Biology, UFV, Vigosa,
Minas Gerais, Brazil). Cell lines were grown in RPMI-1640 medium
(Sigma) supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS; LGC
Biotecnologia, S3o Paulo, Brazil), 100 pygmL ™" of streptomycin, and
100 units mL ' of penicillin (Sigma) at pH 7.2 and 37 °C under 5% CO.
atmosphere.

2.2.2. Cell viability assay

Cell viability was determined with the MTT ((3-(4,5 di-
methylthiazol-2-y1)-2,5 diphenyltetrazolium bromide; Sigma). B16-F10
cells were seeded onto 96-well plates at a concentration of 1 x 10*
cells/well. Each well contained 100 uL of complete RPMI medium and
100uL of each compound solution at different concentrations
(0-200 pymol L~ 1. The compounds 8a—8m and 9a—9m were diluted in
RPMI medium with 10% FBS plus 0.4% v/v DMSO (Sigma). After 48 h
of culture, MTT (5 mg mL L Sigma) was added to each well, and in-
cubated for 4h at 37 °C. The MTT solution was then removed, and
DMSO at 100pL/well was added to solubilize the formazan.
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Absorbance was measured at 540nm in a microplate reader
(SpectraMax M5, Molecular Devices, California, USA). Results were
normalized considering the cultures treated with 0.4% DMSO (control),
and the half-maximal inhibitory concentration (ICso) was calculated
according to Siqueira et al. (2015).

2.2.3. Cell migration assay

The wound-healing assay is a method widely used to study direc-
tional cell migration in vitro, which mimics cell migration during wound
healing in vivo (Rodriguez et al., 2005). Thus, it was conducted to
evaluate the ability of cinnamic acid derivatives to inhibit cell migra-
tion, based on a previous published methodology (Liang et al., 2007;
Anasamy et al., 2017) with modifications. B16-F10 cells were seeded
onto 24-well plate at a concentration of 2 % 10° cells/well, and allowed
to reach full confluence after incubation overnight at 37 °C under 5%
CO, atmosphere. Monolayers were then wounded using a sterile 200 pL
pipette tip. Cells were washed twice with phosphate buffered saline
(PBS) to remove detached cells, and then treated with compounds
8a—8m and 9a—9m at the concentration of 100 umol L '. The com-
pounds with inhibitory effect on cell migration were tested at the
coneentration of 50 pmol L~ '. DMSO (0.4% v/v) was used as control.
Photos of the wound were taken using an inverted microscope (EVOS fl,
Life Technologies, Canada). Wound closure rates were then calculated
quantitatively as the difference between wound width at 0 and 24 h.
Results were expressed as percentage of cell migration.

2.2.4. Cell proliferation assay

B16-F10 cells were seeded onto 6-well plates at a concentration of
1 % 10° cells/well in the presence of 100pmolL~'compound 9a.
Additionally, untreated cells were used as control using DMSO (0.4% v/
v). The effect of the compound on cell growth was evaluated by trypan
blue (Invitrogen, Sao Paulo, Brazil) dye exclusion. After 24, 48, and
72h, cells were loaded on a hemocytometer to obtain the viable cell
count (Pietraszek et al., 2013).

2.2.5. Cell invasion assay

This assay was carried out using transwell inserts with pore dia-
meter of 8um (Millicell, Ireland) based on protocols previously de-
scribed (Chen, 2005; Hulkower and Herber, 2011) with modifications.
Briefly, 60puL of matrigel (BD Biosciences) diluted in serum free
medium (1:12) was added to the upper chambers, and incubated for 1 h
at 37°C to gel formation, Thereafter, B16-F10 cells at 1 x 10° cells/
well were diluted in serum free medium and treated with compound 9a
at different concentrations (12.50, 25 and 50 pmol L") for 1 h. Cells
were then seeded onto the upper surface, whereas a medium containing
10% FBS was added in the lower surface. After 24 h of incubation, filter
inserts were removed from the wells. The cells on the upper surface of
the filter were wiped with a cotton swab. The ecells that invaded the
lower surface were fixed with methanol for 10 min, stained with 0.5%
toluidine blue solution (Sigma), and then counted under a microscope
using ten randomly chosen fields/ group. DMSO-vehicle treatment at
0.4% (v/v) was used as control. Results were expressed as percentage of
cell migration.

2.2.6. Cell-matrix adhesion assay

After treatment with 12.50, 25 and 50 pmol L~ * of compound 9a for
30 min, the cells (5 x 10" cells/well) were seeded onto 96-well ma-
trigel-coated plates, and incubated overnight at 37 °C under 5% CO,
atmosphere. Non-adherent cells were removed by gentle washing with
PBS. The adherent cells on the plate were measured by MTT assay.

2.2.7. Clonogenic assay

For clonogenic assay, B16-F10 melanoma cells (1000 cells per well)
were seeded onto a 6-well plate and incubated overnight at 37 "C under
5% CO, atmosphere. Subsequently, exhausted medium was changed
with fresh medium containing 12.50, 25 and 50 umol L.~ of compound
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9a. Culture treatment was carried out for 24 h and the cells were cul-
tured for 14 days with growth medium replaced at every two days. On
the 15th d, colonies were fixed with methanol, stained with 0.5% to-
luidine blue solution, and finally counted (Mao et al., 2016). Results
were expressed as percentage of untreated control cultures.

2.2.8. Cytotoxicity on non-tumor cell lines

The cytotoxicity of compound 9a was tested on two non-tumor cell
lines. Cell NIH3T3 (1 x 10* cells/well) and Vero (3 x 10* cells/well)
were seeded onto 96-well plates, and cell viability was determined by
MTT assay previously described (Pietraszek et al., 2013).

2.2.9. Hemolysis assay

This assay was used to determine the compatibility of erythrocytes
to compound 9a. Blood was collected from a five healthy C57BL/6J
male mice, centrifuged at 700 g for 10 min, washed three times with
0.9% saline solution (m/v), and resuspended in the same buffer to
prepare 2% red blood cell suspension (Xu et al., 2017). Subsequently,
different concentrations (0—100pmol L™ ') of the compound 9a were
incubated with the suspension at 37 “C. The red blood cells were also
incubated with saline solution (0.9% m/v) and triton (1% v/v) as ne-
gative and positive control, respectively. After 2h, the samples were
centrifuged for 10 min at 700g and it was determined the release of
hemoglobin by photometric analysis at 540 nm. The described proce-
dures above are in agreement with the ethical principles of animal re-
search adopted by the Animal Ethics Committees (CEUA protocol
number 27,/2015).

2.2.10. Predicting ADMET properties of 9a

In order to predict ADMET (Absorption, distribution, metabolism,
excretion, toxicity) properties of compound 9a, it was utilized the
pkCSM approach which uses graph-based signatures to develop pre-
dictive models of central ADMET properties for drug development
(Pires et al., 2015). Herein, it was evaluated the in silico ADMET
characteristics of compound 9a using the freely accessible web server
http://biosig.unimelb.edu.au/pkesm/prediction and the SMILES
0=C(OCCCC1 = CN(CC2 = CC=CC=C2)N=N1)
\C=C\C1 = CC=CC=C1 related to compound 9a.

2.2.11. Gelatin zymography

B16-F10 cells were incubated with 50, 100 and 150 pmolL '
compound 9a for 24 h. The media were then collected and centrifuged
at 1500 rpm for 6 min at 4 °C to remove cells debris. The cell-free su-
pernatant was mixed with a 4 x non reducing sample buffer and elec-
trophoresis was performed using precast gel (10% polyacrylamide and
0.1% gelatin as a protease substrate). Following electrophoresis, the gel
was washed twice in 2.5% Triton X-100 for 1 h to remove sodium do-
decyl sulfate (SDS), subsequently washed in an activation buffer con-
taining CaCl, and incubated in this buffer at 37 °C for 18 h. The gel was,
then, stained with Coomassie blue R-250 (0.125% Coomassie blue R-
250, 50% methanol, and 10% acetic acid) followed by distaining
(methanol/acetic acid/water, 40/10/50, v/v) (Lee et al., 2015). The
protein content was determined according to the method described by
Bradford using BSA as a standard (Bradford, 1976).

2.2.12. Computational simulation of the interaction between compound 9a
and MMP-9 and -2

Molecular docking analyses of the synthesized compounds 8a—8
and 9a—9m were simulated to determine the relative affinity with
MMP-9 and MMP-2 enzymes using AutoDock Vina release 1.1.2 (Trott
and Olson, 2010). The crystal structure of MMP-9 (PDB ID: 1L6J) and
MMP-2 (PDB ID: 1QIB) was extracted from Protein Data Bank. The
activity site of enzymes was identified by selection of amino acids
within 12 A radius from zinc ions that participate of the catalytic me-
chanism. The 3D structures of all compounds were drawn, optimized
and protonate using Marvinsketch software (Chemaxon®). Binding
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Fig. 2. Synthesis of esters 5 and 6, and azides 7. Reagents and conditions: (i)
DCC, DMAP (10 mol%), CHxCly, r.t; (ii) EtsN, CH380,-Cl, CHClp, —50°C; (iii)
NaNj, DMSO, r.t.

energy was estimated using Auto Docking Tools implemented in PyRx
plataform. Docked structures were visualized and edited using PyMOL
software.

2.3. Statistical analysis

All numeric data were done in three independent replicates. The
values were expressed as mean =+ standard error mean (S.E.M).
Statistical analyses were performed using Microsoft Excel (Microsoft
Office Software), and GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.).
Statistical analyses were submitted to one-way ANOVA followed by
Dunnett's test.

3. Results and discussion

3.1. Synthesis

The synthesis of cinnamic acid derivatives containing triazolic
portions required the preparation of esters 5 and 6, as well as a series of
azides 7 (Fig. 2). Thus, the Steglich esterification (Sova et al., 2006)
between trans-cinnamic acid and different alcohols afforded compounds
5 and 6 in good yields (68% and 83%, respectively) after purification by
silica gel column chromatography. Azides 7 were prepared from the
corresponding benzylic alcohols (Fig. 2) using a methodology pre-
viously described (Borgati et al., 2013).

The click reaction between esters 5 and 6 and azides 7 (Fig. 3) af-
forded the desired cinnamic acid derivatives 8a—8m and 9a—9m in
yields ranging from 73% to 99%. Further details concerning the
structures of the synthesized compounds and characterization of them
can be found in the supplementary material.

Toxicology in Vitro 53 (2018) 1-9
3.2. Cinnamic acid derivatives reduce metastatic potential of B16-F10 cells

Migration is an important step in cancer metastasis, and cancer cells
have a strong migration behavior (Shtivelman et al., 2014; Astin et al.,
2010). In order to examine the effect of the synthesized compounds
8a—8m and 9a—9m on B16-F10 cell migration, we performed wound-
healing assays in the presence of compounds to evaluate the cell mo-
tility. In this assay, we used the concentration of 100 ymolL ' con-
sidering that all compounds had low cytotoxicity based on ICs (data
not shown). Nineteen of the twenty-six derivatives synthesized sig-
nificantly suppressed B16-F10 cell migration at 100 umol L~ ! (8a, 8b,
8f, 8h, 8i, 8j, 81, 8m, 9a, 9b, 9¢, 9d, 9e, 9g, 9h, 9i, 9k, 91 and 9m)
compared to vehicle-treated cells (0.4% DMSO) (Fig. 4A and B).
Moreover, compounds 8a, 8b, 81, 8m, 9a, 9¢, 9e, 9h, 91 and 9m were
the most active in suppressing B16-F10 cell migration in at least 50%
compared to control. Thereafter, it was evaluated the anti-migratory
efficacy of these ten most effective derivatives at 50 pmol L™ " (Fig. 4C).
In this case, only compound 9a significantly suppressed the cell mi-
gration in approximately 86% (p = .0001) in comparison with the
control (Fig. 4D). Therefore, compound 9a (Fig. 4E) was chosen for
further experiments.

In addition to migration, B16-F10 cells may close the scratch by cell
proliferation. Based on that, we also evaluated the effect of compound
9a on the proliferative activity. Our findings revealed that compound
9a significantly impaired B16-F10 cell proliferation at 100 pmol L. " in
a time-dependent manner (Fig. 4F). Taking these findings together, we
may suggest that the compound 9a was able to suppress cell migration
and proliferation.

Invasion and cell adhesion are also key steps in melanoma metas-
tasis. Thus, the development of compounds with anti-invasive and anti-
adhesive properties is of potential interest (Shtivelman et al., 2014).
Herein, we also evaluated the effect of compound 9a on the invasion
and adhesion of metastatic B16-F10 cells. B16-F10 cell invasion de-
creased after 24 h of treatment with compound 9a at 12.5 (52.3%), 25
(64.2%) and 50 (76%) pymol L' compared to vehicle-treated cells
(0.4% DMSO) (Fig. 5A and B). Similarly, cell adhesion was significantly
decreased at 25 (8.6%) and 50 (32.2%) pmol L™ (Fig. 5C). This re-
markable activity of compound 9a over the metastatic behavior of
melanoma is in agreement with other studies that previously reported
antimetastatic activity for cinnamic acid derivatives against human
lung adenocarcinoma and colon carcinoma cells (Yen et al., 2011; Tsai
et al., 2013; Ling et al., 2015).

Finally, the colony formation assay was performed (Franken et al,,
2006) to i igate whether acid derivative 9a could influ-
ence the colony-formation of B16-F10 cells. The colony-forming activity
of B16-F10 cells was suppressed after treatment with compound 9a at
12.5 (25.5%), 25 (20.6%) and 50 (93.1%) pmol L' (Fig. 6), with a
reduction in the number of colonies when compared to vehicle-treated
cells (0.4% DMSO).

Altogether, we may suggest that the compound 9a was efficient in

£

It should be mentioned that the synthesis of these compounds was
planned in order to evaluate the influence of different benzyl groups
(attached to the triazole ring), as well as the size of the aliphatic carbon
chain (connecting the cinnamic acid portion and the triazole func-
tionality) on biological responses.

0 Q
Y Ar-CHgN3 X
©A)LQ*'§\\ o 1
LY
compound 5: n=1 Ba-8m
compound 6: n=3 9a-9m

Fig. 3. Reagents and conditions: (iv) sodium ascorbate (40 mol%), CuSO45H,0
(20 mol%), CHzClz/H20 (1:1v/v), 1t.

r ic potential of B16-F10 cells in vitro. The endpoints
tested herein, including cell migration, proliferation, invasion, adhe-
sion, and colonization, have been described as pivotal steps in the
metastasis process in vivo (Kumar and Weaver, 2009; Guan, 2015). For
instance, mouse models have been widely used for unraveling the
complex interactions involved in the metastatic cascade, as well as for
testing potential therapies against tumor cell migration (Gomez-
Cuadrado et al., 2017). In this context, our findings could be considered
a baseline for the study of the efficiency of cinnamic acid derivatives in
animal model.

3.3. Effect of compound 9a in non-tumor cell and erythrocyte viability
Herein, we evaluated the cytotoxicity of compound 9a over non-

tumoral cell lineages, as well as primary erythrocytes, since it has
proved to be a promising antimetastatic agent. Vero and fibroblast
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(NIH3T3) cells were slightly sensitive to the compound 9a at
100 umol L~ ! (Fig. 7A). Moreover, there was no indicative of hemolysis
for treatments with the derivative at different concentrations (Fig. 7B).

The slightly sensitivity of fibroblasts to the compound 9a may also
indicates that it is not a skin sensitizer (Tomankova et al., 2011). The in
silico ADMET analysis, in addition, revealed that derivative 9a has no
ability to induce allergic contact dermatitis, and relatively low skin
permeability (Table S2).

Moreover, this analysis showed that the most active derivative does
not violate the Lipinsky's rules of five (Lipinski, 2000), and therefore
this compound is drug like. The prediction of absorption indicated that
the compound 9a has a high percentage of intestinal absorption,
especially if orally administered. In the kidney, the compound 9a is not
an organic cation transporter 2 substrate, and it is potentially filtrated
and partially reabsorbed in renal tubules. This result is important for
determining dosing rates to achieve steady-state concentrations. With

Control 12.5

- -
25 50

respect to its toxicity, the compound 9a is not a mutagenic compound
and, therefore, may not act as a carcinogen. Although it is not a skin
sensitizer, the compound 9a may be associated with disrupted normal
hepatic function (Table S2). The latter, in turn, can be verified in stu-
dies using animal models. Collectively, these findings indicate that
compound 9a seems to be non-toxic agent, enabling its application in
more advanced in vivo studies.

3.4. Gelatin zymography and molecular docking help to understand the
activity suppress of MMP -2 and — 9 by compound 9a

It is well documented that MMP-9 and -2 are directly involved in
melanoma progression (van den Oord et al., 1997; Hofmann et al.,
2000; Kondratiev et al., 2008; Zhang et al., 2017). Both MMP enzymes
are capable of degrading components from basement membranes. For
that reason, they are probably related to the metastasis steps in
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Fig. 6. Effect of compound 9a on colony formation of B16-F10 melanoma cells in vitro. Photomicrography showing the formation of B16-F10 colonies after treatment

with 12.5, 25 and 50 ymol L' of compound 9a for 14 days. After that, the colonies were fixed with hanol, stained with toluidi

blue solution and counted. Bar

graphs represent the colony number that were formed after 14 d of treatment with compound 9a at 12.5, 25 and 50pmolL™'. Mean + S.EM. *p < 0.05,
**p < 0.01 or ***p < 0.001 versus control (0.4% DMSO) by Dunnett's test. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred

to the web version of this article.)
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Fig. 7. Cytotoxic effects of compound 9a on non-neoplastic cell lines and erythrocytes viability. (A) Vero (African green monkey kidney cell) and NIH3T3 (Embryonic
fibroblasts) cells were exposed to 100 umol L.~ compound 9a for 48 h. (B) Graphical of hemolysis assay. Mean = S.E.M.**p < 0.01 versus control (0.4% DMSO),
and #p < 0.0001 versus control (Triton) by Dunnett's test. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web

version of this article.)
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Fig. 8. Representative gelatin zymogram showing the effects of compound 9a on matrix metalloproteinase (MMP)-9 and — 2 activities in treated B16-F10 melanoma
cells. Cells were incubated with 0 (Control), 50, 100 and 150 pmol L ' of compound 9a for 24 h. The density of each band was quantified by densitometric analysis.
Fetal bovine serum was used as weight standard (WE). M: medium. Mean * S.E.M. *p < .01 versus control (0.4% DMSO) by Dunnett's test.

melanoma (Hofmann et al., 2000; Gu et al., 2016). In this context,
MMPs are important targets for the development of new drugs with
antimetastatic activity. Cinnamic acid and its derivatives have de-
monstrated to be inhibitors of the MMPs activities (Yen et al., 2011;
Tsai et al, 2013; Ling et al., 2015; Gopi Krishna Reddy and
Satyanarayana, 2016). In the current study, B16-F10 cells were treated
with compound 9a for 24h and analyzed by gelatin zymography in
order to clarify whether the MMP-9 and -2 are related to the anti-
metastatic behavior of this compound. Our results showed that MMP-9
activity was suppressed after treatment with compound 9a at 100
(64.26%) and 150 (63.85%) pmol L' compared to vehicle-treated cells
(0.4% DMSO; Fig. 8). Similarly, MMP-2 activity was suppressed by
compound 9a at 100 (48.75%) and 150 (43.90%) pmol L~ ' (Fig. 8).
These findings are in accordance to previous reports ling the

MMPs are directly involved in the progression of melanoma and in-
dicates a poor prognosis (Hofmann et al., 2000; Gu et al., 2016). The
anchorage investigation showed that compound 9a displayed the best
predicted binding affinity values for MMP-9 (—8.2 kcal / mol) and — 2
(—8.6kcal / mol) (Table 1).

The binding region of compound 9a with MMP-9 (Fig. 9A) and — 2
(Fig. 9C) is predicted to match to the active site, as well as observed for
the cinnamic acid and their derivatives. As shown in Fig. 9B, the

Table 1

Predicted binding affinities of compound 9a, cinnamic acid, ferulic acid,
chlorogenic acid, and caffeic acid to matrix metalloproteinase (MMP)-9 and -2
by Autodock Vina program.

cinnamic acid and its derivatives ability to inhibit the activities of
MMP-9 and -2 in tumor cells, as well as their capability of adhesion,
migration, and invasion (Chiriac et al., 2005; Ali et al., 2014).

In order to shed light on the way that compound 9a interacts with
the aforementioned metalloprotei this comp d, the ci i
acid (Yen et al., 2011), and their derivatives that activity on MMP-9 and
-2 have been previously described (Tsai et al., 2013) were anchored
with human MMP-9 (PDB-ID: 1L6J) and — 2 (PDB-ID: 1QIB). Those

Compounds MMP-9 (PDB-ID:1L6J) MMP-2 (PDB-ID:1QIB)
Bond energy (kcal/mol) Bond energy (kcal/mol)

9a -8.2 -8.6

Cinnamic acid -6.7 -6.5

Ferulic acid -6.2 -6.9

Chorogenic acid -6.8 -6.5

Caffeic acid -5.8 -7.6
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compound 9a has potential to interact with catalytic aspartate residues
Asp182 and Asp185 of MMP-9 with distance of 3.5A and 3.6 A, re-
spectively. The Fig. 9D showed that compound 9a in the docking model
interacts with catalytic glutamate residues, Glu150, Glu184 and Glu202
of MMP-2 with distance of 9.6 .xu, 9.14 and 2.2 A, respectively.

Toxicology in Vitro 53 (2018) 1-9

Fig. 9. Molecular i i of c d 9a, cin-
namic acid, and its derivatives with the active site
(orange) of matrix metalloproteinases (MMP)-9
and — 2. (A) Docking of compound 9a (blue), cin-
namic acid (green), ferulic acid (red), chorogenic
acid (magenta), caffeic acid (yellow) with MMP-9.
(B) Docking view showing compound 9a bond in-
teraction of ligands with residues in the active site of
MMP-9. Important residues Aspl82 and Aspl85
(green) of MMP-9 interaction between compound 9a
(blue). (C) Docking of compound 9a (blue), cinnamic
acid (green), ferulic acid (red), chorogenic acid
(magenta), caffeic acid (yellow) with MMP-2. (D)
Docking view showing the compound 9a bond in-
teraction of ligands with residues in the active site of
MMP-2. Important residues Glu 150, Glul84 and
Glu202 (green) of MMP2 interaction between com-
pound 9a (blue). Zinc ion indicated in yellow (B, D).
(For interpretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the web ver-
sion of this article.)

to understanding our in vitro experimental results, demonstrating that

compound 9a has binding affinity with MMP-9 and -2. Therefore, our

findings suggest that cinnamic acid derivatives containing a 1,2,3-

triazolic portion may represent a scaffold to be explored towards the

development of novel candidates for controlling malignant metastatic
1

Our results revealed that compound 9a is effective in inhibiting the
metastatic behavior of B16-F10 melanoma cells. Furthermore, the
prediction of molecular binding indicated that the inhibitory ability of
this compound is mainly related to its interaction with MMP-9 and
MMP-2. Similarly, previous studies have shown that cinnamic acid
derivatives are potent inhibitors of MMPs (Zhang et al., 2006; Yen et al.,
2011; Melo and Qsar, 2012; Tsai et al., 2013; Ling et al., 2015; Gopi
Krishna Reddy and Satyanarayana, 2016). The reason for this inhibitory
activity has been ascribed to the presence of heteroatoms (especially
the hydroxyl group) in these compounds. The heteroatoms are capable
of establishing hydrogen bonds with the proteins. In addition, the x
electrons present in this compound facilitate interactions with hydro-
phobic regions of the MMP-9 and -2 (Zhang et al., 2006; Yen et al.,
2011; Melo and Qsar, 2012; Tsai et al., 2013; Ling et al., 2015; Gopi
Krishna Reddy and Satyanarayana, 2016).

4. Conclusions

In the present study, twenty-six cinnamic acid derivatives con-
taining 1,2,3-triazolic portions were synthesized and submitted to in
vitro bioassays to investigate their activity over the metastatic behavior
of murine melanoma. The most potent compound 9a, a 1,2,3-triazolic-
cinnamic acid derivative containing a benzyl group attached to the
triazolic portion, presented significant antimetastatic activity against
B16-F10 melanoma cells. The molecular docking simulation contributes
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Leishmania braziliensis is one of the pathogenic agents of cutaneous and mucocutanoeous leishmaniasis.
There are no validated vaccines to prevent the infection and the treatment relies on drugs that often
present severe side effects, which justify the efforts to find new potential antileishmanial drugs. An
alternative to promote the discovery of new drugs would be the association of different chemical groups
of bioactive compounds. Here we describe the synthesis and bioactivity evaluation against L. braziliensis
of cinnamic acid derivatives possessing isobenzofuranone and 1,2,3-triazole functionalities. We tested 25
compounds at 10 uM concentration against extracellular promastigotes and intracellular amastigotes
during macrophage infection. Most compounds were more active against amastigotes than to promas-
tigotes. The derivatives (E)-3-oxo-1,3-dihydroisobenzofuran-5-yl-(3,4,5-trimethoxy) cinnamate (5¢c), (1-
(3.4-difluorobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl cinnamate (9g), and (1-(2-bromobenzyl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)methyl cinnamate (91) were the most effective presenting over 80% toxicity on
L. braziliensis amastigotes. While compound 5c is a cinnamate with an isobenzofuranone portion, 9g and
91 are triazolic cinnamic acid derivatives. The action of these compounds was comparable to ampho-
tericin B used as positive control. Ultrastructural analysis revealed that 5c-treated parasites showed
impaired cytokinesis and apoptosis triggering. Taken together, these results highlight the potential of
cinnamic acid derivatives in development of novel anti-leishmanial drugs.

© 2019 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

(VL, also known as kala-azar) and post-kala-azar dermal leish-
maniasis (PKDL) [2,3].

Leishmaniasis encompasses a group of important tropical
neglected parasitic diseases [1]. They are caused by several patho-
genic protozoa species of Leishmania genus and are transmitted to
humans through the bite of infected female phlebotomine sand
flies. There are four main clinical manifestations of leishmaniasis
known as cutaneous (CL), mucocutaneous (MCL), visceral infection

* Corresponding author.
E-mail address: robsonr.teixeira@ufv.br (RR. Teixeira).
' These authors contributed equally to this work.

https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.111688
0223-5234/© 2019 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

The absence of effective vaccines for humans makes the use of
chemotherapeutics not only important to treat the patients with
leishmaniasis, but also to control the spread of the disease. There is
no single treatment to all forms of the infection and even though
there are different possibilities of treatment, they can not be
effective to achieve the cure and can also lead to undesired side
effects [4-6]. The treatment of leishmaniasis can be done with
pentavalent antimonials, namely N-methylglucamine antimoniate
(Glucantime™) and sodium stibogluconate (Pentostan®™), which are
the first-line drugs of choice in Brazil. Other drugs that are also used
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as a second alternative correspond to amphotericin B and pent-
amidine. However, these drugs show limited efficacy causing
serious side effects, associated to renal and cardiac toxicity [ 7.8]. For
these reasons, the development of new drugs for leishmaniasis is a
pressing demand, preferably employing compounds effective in
low concentrations, non-toxic and selective against the parasite.

Natural products have served as important source of novel
useful compounds that have been used directly as medicinal agents
[9]. as model compounds for synthetic or semisynthetic structure
modifications and optimization [10,11], as biochemical and/or
pharmacological probes [12,13], and as source of inspiration for
generations of synthetic organic medicinal chemists [14,15].

Cinnamic acid is a natural aromatic carboxylic acid, composed of
a phenyl ring substituted with an acrylic acid group, which
commonly occurs in the trans configuration (Fig. 1). This phenyl-
alanine deaminated product, found in plant tissues, has a long
history of human use as a component of plant-derived essences and
flavoring [16]. Cinnamic acid and its ester derivatives exhibit a
broad spectrum of biological activities, including anti-
inflammatory [17,18], antimicrobial [19,20], antifungal [21-23],
antioxidant [24] and anticarcinogenic [25—27]. It has been shown
that these compounds have significant leishmanicidal activity [28].

A class of compounds called isobenzofuranones, also commonly
termed as phthalides and isobenzofuran-1(3H)-ones, are charac-
terized by a bicyclic nucleus (Fig. 1) derived from the fusion of a y-
lactone (ring A) with a benzene (ring B). Phthalides are widely
present in plants, fungi and liverworts, and exhibit a broad spec-
trum of biological activities, including antifungal [29,30], antimi-
crobial [31], insecticidal [32], cytotoxic [33—35], anti-inflammatory
[36], and leishmanicidal [37,38].

Heterocyclic compounds are of great importance for the phar-
maceutical industry since about 90% of the new drugs possess at
least one heterocyclic ring in their structures [39—42]. There are
reports of the usefulness of heterocycles in the treatment of dis-
eases since antiquity, such as quinine, used in the 16th century to
prevent and treat malaria. The 1,2,3-triazoles (Fig. 1) are hetero-
cycles of synthetic origin and with a wide range of applications [43].
They exhibit a broad variety of biological activities, including anti-
HIV [44], antimicrobial [45], antibacterial [46], leishmanicidal
[47.48], antiplatelet [49], antiproliferative [50], trypanocidal
[51,52], antitumoral [53], among others.

Considering the need to develop new compounds potentially
useful, and with lower undesired effects for the treatment of
leishmaniasis, this paper describes the synthesis of cinnamic acid
derivatives containing isobenzofuranone and 1,2,3-triazole por-
tions and the evaluation of their activities against Leishmania
(Viannia) braziliensis which is the main causative agent of cuta-
neous and mucocutaneous leishmaniasis in New World.

2. Results and discussion
2.1. Synthesis of cinnamic acid derivatives

The synthesis of cinnamates 5a—5f (Scheme 1) required the
preparation of isobenzofuranone 2 and cinnamic derivatives 4a—4f.

OH o
S (e]
AQ
Cinnamic Acid Isob anone r

Substance 2 was obtained in two steps from 3-methoxy benzoic
acid. This carboxylic acid was initially treated with HCl, HCHO,
CH3COOH under microwave irradiation. This procedure afforded
isobenzofuranone 1 in 80% yield after purification by silica gel
column chromatography. The demethylation of 1 with 48% HBr
gave the hydroxylated isobenzofuranone 2 in 54% yield. The cin-
namic acid derivatives 4a—4f were prepared via microwave assis-
ted Knoevenagel condensation of malonic acid and different
aromatic aldehydes 3a—3f. Finally, the cinnamates containing the
isobenzofuranone nucleus 5a—5f were synthesized using the mi-
crowave assisted Steglich esterification between cinnamic acid
derivatives 4a—4f and hydroxylated isobenzofuranone 2. The esters
5a—5f were obtained in yields ranging from 54 to 76% within
40—45 min.

To prepare the cinnamates containing triazolic portions, it was
required the synthesis of esters 6 and 7 as well as a series of azides 8
(Scheme 2). Thus, the Steglich esterification [54] between the cin-
namic acid and different alcohols afforded compounds 6 and 7 in
good yields (68 and 83%, respectively) after purification by silica gel
column chromatography. The azides 8 were prepared from the
corresponding benzylic alcohols utilizing methodology previously
described [55]. The click reaction corresponded to the key step
involved in the synthesis of cinnamates containing triazolic func-
tionalities 9a—-9m and 10a—10m. Hence, the reactions between
esters 6 and 7 and azides 8 afforded the cinnamic acid derivatives
containing 1,2,3-triazolic portions in yields ranging from 73 to 99%
(Scheme 2).

2.2. Evaluation of cytotoxicity of cinnamic acid derivatives

To be used in biological assays, all the cinnamic acid derivatives
were suspended in aqueous solution containing 5% DMSO and then
diluted with RPMI to 10 uM (the DMSO final concentration corre-
sponded to 0.1%). The solubilization of the compounds was evalu-
ated by light microscopy. Those compounds that formed crystals,
namely 5b, 5f, 9c, 9d, 9e, 9f, and 9j, were considered insoluble and
they were not used in the following assays.

Macrophages are the main host cells of Leishmania and so are
used in the evaluation of in vitro infection assays with L braziliensis.
Thus, all the soluble compounds were evaluated for their cytotox-
icity on macrophages using the resazurin viability assay and the
results are shown as survival rates after 48 h of treatment with the
compounds (Fig. 2). Amphotericin B was used as anti-leishmanial
control drug. As expected, the amphotericin B (3.125 ug/mL) and
the negative control (0.1% DMSO) were not toxic to macrophages. In
addition, as highlighted by the absence of significant differences
between the controls and cinnamic acid derivatives, the evaluated
compounds were not toxic to macrophages at 10 uM concentration.
2.3. Evaluation of leish ic acid derivatives
against L. braziliensis

icidal effect of cil

The first strategy used during the investigation of leishmanicidal
effects of new compounds is the in vitro assessment of them against
different developmental forms of Leishmania parasites.

1 1,2,3-triazole nucleus

Fig. 1. Chemical structures of compounds mentioned in the text.
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Scheme 1. Synthesis of cinnamic acid derivatives 5a—5f.

Consequently, we tested the leishmanicidal activity of the com-
pounds against total promastigote forms of L. braziliensis, the insect
dwelling stage. The assays were done using the resazurin method
and the results are shown in Fig. 3 as survival levels in relation to
DMSO. The compounds 5a and 5c-e, which are derivatives con-
taining an isobenzofuranone portion, displayed significant leish-
manicidal activity against promastigote forms. Also, 10a—f and
10i—j, which are derivatives containing triazolic portions, also
displayed leishmanicidal activity, albeit presenting lower efficiency
as compared to the derivatives containing the isobenzofuranone
moiety. Interestingly, the series of compounds 9a—b, 9g—i, and
9k-m did not present leishmanicidal activity against promasti-
gotes, as compared with negative control. The synthesis of the
compounds 9a—-9m and 10a—10m was planned so that the influ-
ence on the leishmanicidal activity of different benzylic groups
attached to triazole ring as well as the length of the chain con-
necting the triazole ring to the cinnamic acid portion could be
assessed. The evaluation of leishmanicidal activity against pro-
mastigote forms revealed that the length of the connecting chain is
important since derivatives 9a—b, 9g—i, and 9k—m, presenting a
shorter connecting carbon chain, were ineffective against
L. braziliensis promastigote form.

Then, the next step was to evaluate the action of the compounds
against intracellular amastigotes of L. braziliensis during in vitro
macrophage infection. Fig. 4 shows the rate of survival of the
parasite after 48 h of treatment with the compounds. It is possible
to observe that several compounds were significantly active against
intracellular amastigotes with different levels. In general, the
effectiveness of the compounds against the amastigote forms was
higher than on promastigotes (Fig. 3). The most active compounds
against the amastigote forms were 5c, 9b, 9g, 9i, 9k, 91, 9m (Fig. 4).

In general, the cinnamic acid derivatives 9b, 9g, 9i, 9k, 91 and 9m
showed better results than the others. Even though this series of
compounds did not show good results against promastigote forms
(Fig. 2), it was very effective against intracellular form of
L. braziliensis. The highest activity corresponded to compound 9g
that presented 86% of toxicity on Leishmania amastigote forms.
Table 1 highlights the activity of the compounds on intracellular
amastigotes.

Since compounds 5¢ and 9g were non-toxic to macrophages and
displayed the most significant leishmanicidal effect upon
L. braziliensis intracellular amastigotes, they were selected to be
used in further assays. Thus, the ICsqy for the activities of these
compounds against Leishmania promastigote, macrophage, and
intracellular amastigote form were determined. For promastigote
forms, the ICsp of 5¢ and 9g were, respectively, 758 pM and
3.05 uM. Considering macrophages, ICs values were over 80 pM for
both compounds (Table 2). In the infection assays, the 1Cs; of 9g was
undetermined (the compound was tested at different concentra-
tions but the data were not consistent enough to lead to 1Csp),
although in the screening assays its efficacy against intracellular
amastigotes was superior to 80% at 10 uM (Fig. 4 and Table 1). In
contrast, the I1Csg of 5¢ was determined as being equal to 8.27 uM.
Thus, it is possible to infer that the compound 5¢ is more effective
against intracellular amastigotes than 9g. This conclusion is based
on the fact that the behavior of 9¢ at different concentrations was
not consistent with its previous action at the 10 pM screening assay.
The Selectivity Index (SI) is an indication of how much a compound
is most effective against the parasite over the host mammalian
cells. The higher the SI, the more selective the drug is on the
parasite and less toxic to mammalian cells. For 5c, the Sl is greater
than 9.67.
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Scheme 2. Synthesis of ester cinnamates 9a-9m and 10a—10m.
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Fig. 2. Evaluation of cytotoxicity of compounds upon macrophage cells. Each bar shows the mean of percentage of survival of macrophage cells determined by the resazurin
viability assay with respective standard deviation. Each mean represents the results from three independent experiments that were performed with internal quadruplicates. The
open bar (positive control) represents cells treated with amphotericin B (3.125 pg/mL) and the closed bar (negative control) represents cells treated with DMSO at the same
concentration used on dilution of compounds (0.1%). All data were statistically evaluated in relation to the control samples by One-way ANOVA, with post-test of Dunnett's post-test

(p < 0.05) and no significant differences were observed.

Considering that during the natural infection only intracellular
amastigotes are important to maintenance of the infection, we
proceed only with compound 5¢ and evaluated the ultrastructural
effects of it on the macrophage infection. Ultrastructural

approaches may be useful in the elucidation of antiparasitic agent
mechanisms of action [56,57]. Transmission electron microscopy
analysis of infected macrophage cultures (Fig. 5) indicates that
contrary to DMSO-treated cells, 5c-treated parasites displayed
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Fig. 3. Leishmanicidal activity against the p of L. iliensis. P from log phase were treated during 48 h with each compound and the rate of survival was
evaluated by resazurin method. Each bar shows the mean of percentage of survival of promastigotes and the respective standard deviation. The results are at least two or three
independent experiments, performed with internal quadruplicates. The open bar (positive control) represents cells treated with amphotericin B (3.125 pg/mL) and the closed bar
(negative control) represents cells treated with DMSO at the same concentration used on dilution of derivatives (0.1%). *Means statically difference from negative control by One-
way ANOVA, with Dunnett’s post-test (p < 0.05).
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Fig. 4. Leishmanicidal activity against the L. braziliensis intracellular amastigotes. Promastigotes at log growth phase were used to infect macrophages. After the establishment of the
infection, the cultures were treated for 48 h with each compound. Then, the macrophages were lysed and the released amastigotes were cultivated until their differentiation to
promastigotes which were subsequently quantitated by resazurin method. Each bar shows the mean of percentage of viable promastigotes + standard deviation. The results are at
least two or three independent experiments that were performed with internal quadruplicate. The open bar (positive control) represents cells treated with amphotericin B
(3.125 pg/mL) and the closed bar (negative control) represents cells treated with DMSO at the same concentration used in the dilution of derivatives (0.1%). *Indicates statically
difference from negative control by One-way ANOVA, with Dunnett's post-test (p < 0.05).

lobulated cell bodies, which may be due to the truncated cytoki-
nesis, as reported in vinblastine-treated L. amazonensis [58]. Images
indicating autophagy, apoptosis and presumably necrosis were also
observed. Autophagy may comprise an escape mechanism under
stress conditions as well as to cause parasite cell death and it also be
associated to apoptosis in Leishmania [59,60]. These processes may
be related to necrotic cell death in Trypanosoma cruzi [61] as ne-
crosis may follow apoptosis onset [62]. The electrolucent areas
seem to indicate loss of cytoplasmic content i.e. necrosis. Thus, the
compound 5¢ may have impaired the cell cycle and induced auto-
phagy, ensuing triggered programmed cell death machineries.

Previously, our group demonstrated leishmanicidal activity of
isobenzofuranones containing aromatic and alicyclic functionalities
as represented by general structure shown in Fig. 6. However, those
compounds presented leishmanicidal action at 100 uM and the
decreasing in the concentration drastically reduced the leishma-
nicidal effect [37]. It should be noticed that those phtalides previ-
ously evaluated by us presented functionalization at position C-3 of
the isobenzofuranone nucleus.

In the present work, functionalization made at C-6 position of
the isobenzofuranone nucleus, namely introduction of cinnamoyl
groups, rendered compounds with significant leishmanicidal ac-
tivity at ten times lower concentration (10 uM) in comparison with

the phtalides previously reported by us [37]. In other words, the
functionalized isobenzofuranones herein described are ten-fold
more potent. This means that isobenzofuranone as well as cin-
namic acid derivatives may comprise lead compounds in the
research and development of leishmanicidal agents. It should be
mentioned that Pereira et al. [37] used the isobenzofuranones
against Leishmania infantum; thus isobenzofuranones could be per
se effective against other species.

3. Material and methods
3.1. Synthesis

3.1.1. Generalities

Solvents and formaldehyde 37% (w/v) aqueous solution were
purchased from Vetec (Rio de Janeiro, Brazil). Piperidine, 48% (w/v)
HBr, 3-methoxybenzoic acid, malonic acid, 4-chlorobenzaldehyde,
4-methoxybenzaldehyde,  3,4,5-trimethoxybenzaldehyde,  4-
nitrobenzaldehyde, 4-bromobenzaldehyde, 4-chlorobenzaldehyde,
pent-4-yn-1-ol, prop-2-yn-1-ol, triethyl amine, dimethyl sulfoxide
(DMSO0), N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC), 4-N,N'-dimethyla-
minopyridine (DMAP), trans-cinnamic acid, mesylate chloride,
benzyl alcohol, 4-nitrobenzyl alcohol, 4-bromobenzyl alcohol, 2,5-
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Table 1
Relationship between the toxicity on Leishmania intracellular amastigotes and chemical structures of the compounds.
Compound % toxicity” Structure
5a 4387 5 [o]
Ar 5a: Ar = 4-fluorophenyl
5¢ 80.47 SAY \Cdo Sc: ,4,5-rimetoxyphenyl
5d 59.54 o 5d: Ar = 4-nitrophenyl
Se 50.14 S5e: Ar = 4-bromophenyl
Leishmanicidal activity
9a 1991 9a: Ar = phenyl
9b: Ar = 2,5-dichlorophenyl
b 7898 9g: Ar = 3 d-difluorophenyl
9g 86.32 9h: Ar = 4-fluorophenyl
9h 59.10 9i: Ar = 4-trifluoromethoxypheny!
i 9k: Ar = 4-methoxypheny!
3 7722 91; Ar = 2,4 6-trichlorophenyl
9k 76.00 9m: Ar = 2-bromophenyl
91 80.12
9m 70.38
Leishmanicidal activity 9g>91>9b>9i>9k>9m>9h >9a
10a 39.73 10a: Ar = phenyl
10b 4574 10b: Ar = 2,5-dichlorophenyl
10c: Ar = 4-iodophenyl

10c 5207 o 10d: Ar = 4-nitropheny!
10d 20.58 N 10e: Ar = 4-bromophenyl
10e 45.10 X o/\/\[ N 10f: Ar = 4-chlorophenyl

{ 10g: Ar =2,4,6-trichloropheny!
10f 49.01 N

8 10h: Ar = 4-fluropheny!
10g 47.85 A" 10k: Ar = 4-trfluoromethoxyphenyl
10h 67.84 10j: Ar = 4-trifluoromethylphenyl

10k: Ar = 4-methoxyphenyl

10! 6,84 101 Ar = 2-bromophenyl
10§ 69.24 10m: Ar = 2-flurophenyl
10k 60.48
101 57.32
10m 19.67

Leishmanicidal activity

10j > 10h > 10i > 10k > 101 > 10c > 10f > 10g > 10b,10e > 10a>10d > 10m

*Amphotericin B: 98.25%; DMSO: 10.71%.

Table 2
ICso of different activities of compounds 5¢ and 9g on L. braziliensis.

Compound ICsg L. braziliensis promastigote forms (48 h) (M) 1Cs0 Raw 264.7 macrophage (48 h) (uM) ICs0 Selectivity index (SI)
Infection Assay (48 h) (uM)

5¢ 7.58 >80 >8.27 >9.67

9g 3.05 >80 N* N*

Compounds were tested at the concentrations of 80 uM, 40 uM, 30 uM, 20 uM, 10 uM, 5 1M, 2.5 uM and 1 uM for ICsy determination after 48 h by resazurin method. Assay
controls were amphotericin B (positive control) and DMSO (negative control). The ICso was calculated using GraphPad Prism Version 5.0. For each test, three independent

experiments were performed in quadruplicates. N* - Not determined.

dichlorobenzyl  alcohol, 24,6-trichlorobenzyl alcohol, 4-
chlorobenzyl alcohol, 3,4-difluorobenzyl alcohol, 4-fluorobenzyl
alcohol, 4-trifluoromethoxybenzyl alcohol, 4-
trifluoromethylbenzyl alcohol, 4-methoxybenzyl alcohol, 4-
iodobenzyl alcohol, 2-bromobenzyl alcohol, 2-fluorobenzyl
alcohol, sodium ascorbate, sodium azide and copper (II) sulfate
pentahydrate were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
USA) and used without further purification. The NMR spectra were
recorded on a Varian Mercury 300 instrument (Varian, Palo Alto, CA,
US) at 300 MHz ('H) and 75 MHz (3C), respectively, using CDCl3 or
DMSO-dg as solvents. The '"H NMR data are presented as follows:
chemical shift (6) in ppm, multiplicity, number of protons, ] values in
Hertz (Hz). Multiplicities are indicated by the following abbrevia-
tions: s (singlet), d (doublet), dd (double of doublets), t (triplet), m
(multiplet), q (quartet), quint (quintet), td (double of triplets), d,,
(apparent doublet), t,p (apparent triplet). For fluorine-containing
derivatives, the multiplicity of some carbon signals are described
along with J values in Hertz. IR spectra were obtained using Varian
660-IR equipped with GladiATR (Varian, Palo Alto, CA, US) scanning
from 4000 to 500 cm ™. Melting points were determined using a
MQAPF-302 melting point apparatus (Microquimica, Santa Catarina,
Brazil) and are uncorrected. The progress of the reactions was
monitored by thin layer chromatography (TLC). Flash column
chromatography was performed using silica gel (60—230 mesh).

High resolution mass spectra were recorded on a Q-Exactive
(Thermo Scientific, Bremen, Germany). The spectra were acquired
using the following conditions. lonization source: Electron spray (+)
and (-); Spray voltage: 3.5 kV; Capillary temperature: 275 °C; Sheath
gas: 5 (arbitrary units); Auxiliary gas: 0 (arbitrary units). For the
mass spectrometry analyses, the samples were prepared as follows:
a mass of 1 mg of the compound to be analyzed was dissolved in 1
mL of acetonitrile. Then, the solution was diluted with 1 mL of
methanol so that the final concentration corresponded to 1 ppm.
The resulting solution was directly injected in the Q-Exactive
equipment at 5 umL min™". The spectra were recorded in full MS
mode.

3.1.2. Procedure for synthesis of 6-methoxyisobenzofuran-1(3H)-
one (1)

To a 100 mL round bottom flask, it was added 3-methoxybenzoic
acid (5.00g, 32.9 mmol), 3.50 mL of aqueous solution of formal-
dehyde (37% w/v), 5.50 mL of concentrated HCl, and 12.0 mL of
acetic acid. The flask containing the mixture was inserted at the
cavity of the CEM Discover System microwave apparatus and the
pre-programmed method of the equipment was used for an open
system with magnetic stirring for 20 min at 150 W power. After this
period, the TLC analysis of the reaction mixture showed that 3-
methoxybenzoic acid had been completely consumed. The
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Fig. 5. Transmission electron microscopy of DMSO (A) and 5c-treated (B, C) cultures.
Control macrophages presented parasites (p) with well-preserved structure and
electron density. 5c-treated parasite within i vacuole displaying large
lobules (B, arrows) with cytoplasmic core ini; lles such as mitochondria,
radiating from the central cell body, indicated by the flagellar pocket with two flagella
(F). A vesicle containing amorphous material (V) presumably may comprise an auto-
phagosome for the presence of multiple membranes (inset arrowhead) as well as
cytoplasmic contents. Elec structures (white asterisk) at the cell periphery
consist of detached fragments of pycnotic chromatin; parasite attached to the para-
sitophorous vacuole in a Sc-treated macrophage (C)The nucleus is unusually-shaped
(arrowheads) with evidence of initial pycnosis (arrow). Some electrolucent areas
were also observed (black asterisks).

Fig. 6. General structures of isobenzofuranones investigated by Pereira et al. [37] as
leishmanicidal compounds.

volume of the solution was then reduced on rotary evaporator and a
saturated potassium bicarbonate solution was added (pH 6.0). The
aqueous phase was extracted with ethyl acetate (3 x 30.0 mL). The
organic extracts were combined and the resulting organic phase
was dried over sodium sulfate sodium, filtered and concentrated
under reduced pressure. The product was purified by recrystalli-
zation using acetone as the solvent. The compound 1 was obtained
in 80% yield (4.31 g, 26.3 mmol). White solid, m.p. 118.0-119.5°C,
TLC: Ry= 0.31(hexane-ethyl acetate 2:1 v/v), IR (ATR) pax/cm '
3481, 3085, 2953, 2848, 1754, 1620, 1277, 1247,1054, 1018, 992, 725,
692,545 cm™.'"H NMR (300 MHz, CDCl3) é: 3.86 (s, 3H), 5.26 (s, 2H),
7.22-7.38 (m, 3H). '*C NMR (75 MHz, CDCl3) é: 55.7, 69.5, 107.4,
122.8,123.0, 126.9, 138.8, 160.5, 171.2.

3.1.3. Synthesis of 6-hydroxyisobenzofuran-1(3H)-one (2)
Compound 1 (0.600 g, 3.65 mmol) was added to a 50.0 mL flask
followed by addition of 7.00 mL of HBr (48% w/v) and the mixture
was submitted to microwave irradiation (20 min at 200 W) similar
to what was described for compound 1. The volume of the solution
was then reduced in a rotary evaporator. Hydrobromic acid (HBr)
was neutralized with sodium bicarbonate saturated solution. The

resulting mixture was transferred to a separatory funnel and the
aqueous phase was extracted with ethyl acetate (3 x 30.0 mL). The
organic extracts were combined and the resulting organic phase
was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and concentrated
under reduced pressure. The compound 2 was obtained in 54%
yield (0.297 g, 1.98 mmol). White solid, m.p. 197.1-198.7 °C, TLC:
Rf=0.26 (hexane-ethyl acetate 2:1 v/v), IR (ATR) » max: 3214 (broad
band), 1722, 1598, 1505, 1449, 1227, 1192, 1055, 773, 539 cm™''H
RMN (300 MHz, CD30D) é: 5.25 (s, 2H), 7.15-7.18 (m, 2H), 7.40 (d,
1H,J = 9.0 Hz). *CNMR (75 MHz, CD;0D) 6: 70.1,109.6,122.7,123.2,
126.5, 138.3, 158.6, 172.5.

3.14. General procedure for the synthesis of cinnamic acid
derivatives 4a—4f

A 25mL round-bottom flask was charged with 137g
(13.2 mmol) of malonic acid, an aldehyde (6.60 mmol, compounds
3a—3f, Scheme 1), pyridine (5.00mL), and piperidine (1.00 mL,
13.0 mmol). The resulting mixture was submitted to microwave
irradiation (20 min at 150 W), similar to compounds 1 and 2. Then,
the mixture was poured into an ice bath and 10.0 mL of HCl 16 M.
The resulting mixture was vacuum filtered on sintered funnel. The
residue was washed with portions of cold water (4 x 5.00 mL). All
the cinnamic acid derivatives 4a—4f were purified by silica gel
column chromatography. The structures of the compounds are
supported by the following data.

3.1.5. Data for (E)-4-fluorocinnamic acid (4a)

White solid, obtained in 95% yield, m.p. 207.0—209.0 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane/ethyl
acetate (1:2 v/v), TLC: Ry=0.35 (hexane-ethyl acetate 1:2 v/v), IR
(ATR) max/cm 'z 35003200 (broad band), 2980, 2600, 1688, 1625,
1227, 820H NMR (300MHz, DMSO-dg) &: 6.44 (d, 1H,
Jerans = 15.9 Hz), 7.14 (t, 2H, ] = 8.7 Hz), 7.68—7.63 (m, 3H). °C NMR
(75 MHz, DMSO-dg) 6: 115.5 (d, Jc.r=21.8 Hz), 117.9, 129.9 (d, Jc-
F=8.3Hz), 130.0 (d, Jc.r= 3.8 Hz), 143.4, 163.8 (d, Jc.r =248.3 Hz),
168.6.

3.1.6. Data for (E)-4-methoxycinnamic acid (4b)

White solid, obtained in 87% yield, m.p. 174.0—177.2 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane/ethyl
acetate (1:2 v/v), TLC: Ry=0.35 (hexane-ethyl acetate 1:2 v/v). IR
(ATR) max/cm 'z 36023200 (broad band), 2938, 2842, 1680, 1598,
1252, 826."H NMR (300 MHz, DMSO-dg) d: 3.83 (s, 3H), 6.34 (d, 1H,
Jurans = 15.9 Hz), 6.96 (d, 2H, ] = 8.7 Hz), 7.55 (d, 2H, ] = 8.7 Hz), 7.62
(d, TH, Jurans = 15.9 Hz). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) : 54.5, 114.1,
115.4,127.0, 129.5, 144.6, 161.6, 169.1.

3.1.7. Data for (E)-(3,4,5)-trimethoxycinnamic acid (4c)

White solid, obtained in 81% yield, m.p. 215.3—219.0 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane/ethyl
acetate (1:2 v/v), TLC: Ry=0.30 (hexane-ethyl acetate 1:2 v/v). IR
(ATR) ¥max/cm 'z 3134—2905 (broad band), 2836, 2654, 1689, 1627,
1684, 1121, 827."H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6: 3.78 (s, 3H), 3.87 (s,
6H), 6.42 (d, 1H, Jyans=16.2Hz), 6.92 (s, 2H), 7.60 (d, 1H,
Jerans = 16.2 Hz). °C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 6: 52.2, 59.8, 105.3,
117.3,130.1, 139.8, 144.9, 153.6, 169.2.

3.1.8. Data for (E)-4-nitrocinnamic acid (4d)

White solid, obtained in 71% yield, m.p. 284.3—285.9 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane/ethyl
acetate (1:2 v/v), TLC: Rf=0.30 hexane/ethyl acetate (1:2 v/v), IR
(ATR) Tmax/cm™': 3100-2500 (broad band), 1692, 1526, 1349,
847.'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) &: 6.68 (d, 1H, Jirans = 16.2 Hz),
7.62-8.13 (m, 5H). 3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) d: 124.1, 124.3,
129.7, 141.2, 1416, 148.4, 167.3.
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3.1.9. Data for (E)-4-bromocinnamic acid (4e)

White solid, obtained in 84% yield, m.p. 264.0—265.0 °C purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane/ethyl
acetate (1:2 v/v), TLC: Rr= 0.30 hexanefethyl acetate (1:2 v/v), IR
(ATR) #nax/cm ' 2970—2760 (broad band), 1886, 1692, 1622, 1227,
814.'H NMR (300 MHz. DMSO-dg) 6: 6.49 (d, 1H, Jirans = 16.1 Hz),
743 (d, 2H, J=8.3 Hz), 7.54 (d, 2H, Jyrans= 16.1 Hz), 7.65 (d, 1H,
J=8.3Hz). >C NMR (75 MHz, DMSO-d;) é: 20.7,129.7,130.3, 133.6,
135.0, 143.0, 167.6.

3.1.10. Data for (E)-4chlorocinnamic acid (4f)

White solid, obtained in 77% yield, m.p. 241.2—242.0 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane/ethyl
acetate (1:2 v/v), TLC: Ry=0.30. IR (ATR) #max/cm': 29282520
(broad band), 1902, 1701, 1630, 1400, 821.'H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) 8: 6.51 (d, 1H, Jirans = 15.9 Hz), 7.49—7.59 (m, 5H). °C
NMR (75 MHz, DMSO-dg) 4: 120.7, 123.8, 130.5, 132.2, 134.0, 142.7,
167.7.

3.1.11. General procedure for the microwave-assisted synthesis of
cinnamates 5a—5f

To a 25.0 mL round-bottom flask, it was added 1.00 mmol of a
cinnamic  acid  derivative  (4a—4f), along with 6-
hydroxyisobenzofuran-1(3H)-one (2) (0.459g, 2.20 mmol), DCC
(0.460 g, 2.20 mmol), DMAP (0.0200 g, 0.200 mmol), and 12.0 mL of
methanol. Then, the reaction mixture was submitted to microwave
irradiation (40 min at 200 W). After this time, the resulting mixture
was filtered and washed with an aqueous solution of citric acid 10%
(w/v) (2 x 6.00 mL), distilled water (5.00 mL) and brine (10.0 mL).
The aqueous phase was then extracted with ethyl acetate
(3 % 15.0 mL). The organic extracts were combined and the organic
phase was dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and
concentrated under reduced pressure, The resulting material was
purified by silica gel column chromatography eluted with hexane-
dichloromethane-ethyl acetate (3:2:1 v/v). The structures of the
compounds 5a—5f are supported by the following data.

3.1.12. Data for (E)-3-ox0-1,3-dihydroisobenzofuran-5-yi-(4-
fluoro)-cinnamate (5a)

Yellow solid, obtained in 71% yield, m.p. 189.1-193.6 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane/
dichloromethane/ethyl acetate (3:2:1 v/v), TLC: Ry= 0.40 (hexane-
dichloromethane-ethyl acetate (3:2:1 v/v), IR (ATR) Trmaxfem™
3026, 2932, 1767 1740, 1636, 1238, 829.'H NMR (300MHz,
DMSO-dg) 6: 5.42 (s, 2H), 6.87 (d, 1H, Jirans = 16.0 Hz), 7.30 (t, 2H,
J=9.0Hz), 762 (dd, 1H, | = 8.4 Hz and J=2.1 Hz), 7.60—7.60 (m, 2H),
7.87-7.92 (m, 3H). '*C NMR (75 MHz, DMSO-dg) é: 70.5,116.5 (d, Jc-
=218 Hz), 117.1 (d, ] = 2.3 Hz), 118.4, 124.7, 126.8, 128.8, 130.9 (d,
Jer=3.1Hz), 1316 (d, Jc.r=8.7 Hz), 145.1, 146.1, 151.2, 164.2 (d, ]
¢ = 2483 Hz), 1657, 1703. HRMS (M + H"): Calculated for
Cy17H12F04, 299.0720; found: 299.0719. HRMS (M + Na'): Calcu-
lated for Cy7Hy;FNaO4: 321.0539; found: 321.0542.

3.1.13. Data for (E})-3-oxo-1,3-dihydroisobenzofuran-5-yl-(4-
methoxy)—cinnamate (5b)

White solid, obtained in 76% yield, m.p. 244.0—-247.1 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane/
dichloromethane/ethyl acetate (3:2:1 v/v), TLC: R= 0.35 (hexane-
dichloromethane-ethyl acetate (3:2:1 v/v), IR (ATR) Frnaxfom
2934, 2848, 1756, 1728, 1604, 1136, 822.'H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) é: 3.81 (s, 3H), 5.41 (s, TH), 6.68 (d, 1H, Jrans = 15.9 Hz),
700 (d, 2H, J=8.7Hz), 7.58-7.78 (m, 5H), 7.84 (d, 1H,
Jirans = 15.9 Hz). C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 4: 55.8, 70.2, 55.7,
114.5,115.0,124.5,126.7,126.9, 128.9, 130.9, 144.8, 147.1, 151.5, 162.1,
165.4, 170.2. HRMS (M + H'): Calculated for CigHy50s, 311.0919;

found: 311.0914.

3.1.14. Data for (E)-3-o0xo-13-dihydroisobenzofuran-5-yl-(3,4,5-
trimethoxy )-cinnamate (5¢)

White solid, obtained in 66% yield, m.p. 221.0-222.1 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane/
dichloromethane/ethyl acetate (3:2:1 vjv), TLC: Rf=0.35 (hexane-
dichloromethane-ethyl acetate (3:2:1 v/v), IR (ATR) ipax/cm 1.
3062, 2944, 2840, 1768, 1720, 1632, 1130, 838.'H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) &: 3.67 (s, 1H), 3.90 (s, 1H), 5.42 (s, 1H), 6.92 (d, 2H,
Jerans = 16.0 Hz), 7.17 (s, 2H), 7.60—7.84 (m, 4H). '*C NMR (75 MHz,
DMSO-dg) d: 55.8, 70.2, 55.7, 114.5, 115.0, 124.5, 126.7, 126.9, 128.9,
130.9, 144.8, 1471, 1515, 162.1, 165.4, 170.2. HRMS (M + H'):
Calculated for CyoHi9O7 371.1131; found: 371.1127. HRMS
(M + Na'): Calculated for CpHsNaO7: 393.0950; found: 393.0949.

3.1.15. Data for (E)-3-o0xo-1,3-dihydroisobenzofuran-5-yl-(4-nitro)-
cinnamate (5d)

Yellow solid, obtained in 54% yield, m.p. 290.0—292.0°C, puri-
fied by silica gel column chromatography eluted with hexane/
dichloromethane/ethyl acetate (3:2:1 v/v), TLC: Ry= 0.40 (hexane-
dichloromethane-ethyl acetate (3:2:1 v/v), IR (ATR) #maxfcm™":
3074, 2923, 2851, 1752, 1726, 1520, 1146, 842."H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) 6: 5.43 (s, 2H), 7.12 (d, 1H, Jirans = 16.2 Hz), 7.72—7.63 (m,
3H), 8.09 (d, TH, Jians = 16.2 Hz), 8.10 (d, 2H, ] = 8.9 Hz), 8.27 (d, 2H,
J=8.9Hz). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 4: 70.3, 118.2, 121.5, 124.4,
124.7, 126.6, 128.7, 130.1, 140.5, 144.4, 145.2, 148.8, 151.3, 164.6,
170.3. HRMS (M + H"): Calculated for C17H;2NOg, 326.0665; found:
326.0668 HRMS (M + Na™): Calculated for Cy7H;NaNOg: 348.0484;
found: 348.0479.

3.1.16. Data for (E)-3-o0xo0-1,3-dihydroisobenzofuran-5-yl-(4-
bromo)-cinnamate (5e)

White solid, obtained in 75% yield, m.p. 273.4—-272.0 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane/
dichloromethane/ethyl acetate (3:2:1 v/v), TLC: Ry= 0.40 (hexane-
dichloromethane-ethyl acetate (3:2:1 v/jv), IR (ATR) #maxfcm '
3028, 2926, 2852, 1752, 1715, 1264, 811.'H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) 6: 5.42 (s, 2H), 7.94 (d, 1H, Jyrans = 16.1 Hz), 7.78—7.60 (m,
7H), 7.86 (d, 1H, Jirans = 16.1 Hz). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 4:
70.1,118.1, 118.4, 124.6, 124.8, 126.7, 128.7, 130.9, 132.4, 133.5, 145.3,
146.3, 151.2, 165.4, 1704. HRMS (M + H): Calculated for
Ci7H;2Br04, 358.9919; found: 358.9918. HRMS (M + Na'): Calcu-
lated for Cj7HyiNaBrO4: 380.9738; found: 380.9738. HRMS
(M + K'): Calculated for Ci7H12NOg, 326.0665; found: 326.0668
HRMS (M + K'): Calculated for Ci7Hy;KBrO4: 396.9478; found:
396.9465.

3.1.17. Data for (E)-3-oxo-1,3-dihydroisobenzofuran-5-yl-(4-
chloro)-cinnamate (5f)

White solid, obtained in 69% yield, m.p. 260.1-264.2 “C purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane/ethyl
acetate (3:2:1 v/v), TLC: Ry= 0.26 (hexane-dichloromethane-ethyl
acetate (3:2:1 v/v), IR (ATR) ¥pax/cm™ 1. 3062, 3030, 2968, 2852,
1753, 1715, 1057, 816."H NMR (300 MHz, DMSO-dg) é: 5.42 (s. 2H),
6.92 (d, 1H, Jyrans = 15.9 Hz), 7.51 (d, 2H, /=84 Hz), 7.62 (dd, 1H,
J=86Hz, J=21Hz), 7.69-7.75 (m, 3H), 7.83—7.91 (m. 3H). >C
NMR (75 MHz, DMSO-dg) 4: 70.4, 118.0, 118.4, 124.7, 126.7, 128.6,
129.4, 1308, 133.1, 135.9, 145.0, 145.2, 151.4, 165.5, 170.5. HRMS
(M + H"): Calculated for Cy7H3Cl04, 315.0424; found: 315.0421.
HRMS (M | Na'): Calculated for Cy7H11NaClO4: 337.0244; found:
337.0236. HRMS (M + K*): Calculated for Cy7H;2NOg, 326.0665;
found: 326.0668.
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3.1.18. General procedure for the synthesis of cinnamates 6 and 7,
exemplified by the synthesis of prop-2-yn-1-yl cinnamate (6)

Propargyl alcohol (0.300g, 5.35 mmol) was added to a 50 mL
round-bottom flask containing 25.0mL of dichloromethane,
0.720 g (4.86 mmol) of cinnamic acid, 1.10 g (5.35 mmol) of DCC and
0.0594 g (0.486 mmol) of DMAP. After 25 min of stirring at room
temperature, the reaction mixture was filtered and the resulting
solution washed with 10% citric acid (2 x 20.0 mL), water (15.0 mL)
and brine (30.0 mL). The resulting organic phase was reserved and
the aqueous phase was extracted with dichloromethane
(3 x20.0mL). The organic extracts were combined, and the
resulting organic phase was dried over MgSO,, filtered and
concentrated under reduced pressure. The resulting material was
purified by silica gel column chromatography eluted with hexane-
ethyl acetate (4:1 v/v). The described procedure afforded com-
pound 6 in 68% yield (0.613 g, 3.30 mmol). Yellow oil, TLC: Rf= 0.41
(hexane-ethyl acetate 4:1 vjv). IR (ATR) a’rmx[cm”: 3291, 3062,
2919, 2852, 2127, 1713, 1634, 1446, 1307, 1152."H NMR (300 MHz,
CDCl3) é: 2,51 (t, 1H, ] = 2.5 Hz), 4.82 (d, 2H, ] = 2.5 Hz), 6.47 (d, 1H,
Jerans = 16.0 Hz), 7.38—7.40 (m, 3H), 7.51-7.55 (m, 2H), 7.75 (d, 1H,
Jerans = 16.0 Hz). 3¢ NMR (75 MHz, CDCl3) é: 52.0, 74.9, 77.8, 117.0,
128.2,128.9, 130.5, 134.1, 145.9, 166.0.

Pent-4-yn-1-yl cinnamate (7) was prepared as described for 6.
The structure of 7 is supported by the following data.

Yellow oil, obtained in 86% yield, purified by silica gel column
chromatography eluted with hexane-ethyl acetate (6:1 v/v), TLC:
Ri=0.53 (hexane-ethyl acetate 6:1 v/v). IR (ATR) tnay/cm': 3296,
3058, 2926, 2118, 1707, 1636, 1446, 1308, 1160."H NMR (300 MHz,
CDCl3) §: 1.90—-2.00 (m, 3H), 235 (td, 2H, J;=70Hz and
J2=26Hz), 432 (t. 2H, J=6.3Hz), 6.44 (d, 1H, Jians = 16.0 Hz),
7.37—740 (m, 3H), 7.51-7.54 (m, 2H), 7.69 (d, 1H, Jirans = 16.0 Hz).
13C NMR (75 MHz, CDCl3) 4: 15.3, 27.7, 63.0, 69.0, 83.1, 117.9, 128.1,
128.9,130.3, 1344, 144.9, 166.9.

3.1.19. Synthesis of compounds 9a, 9c—9m, 10a—10m, exemplified
by the synthesis of (1-(2,5-dichlorobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)
methyl cinnamate (9b)

To a 10.0 mL round-bottom flask, it was added 2,5-(dichloro)
benzyl azide (0.109g, 0.540 mmol), water (1.00mL), dichloro-
methane (1.00 mL), sodium ascorbate (0.0427 g, 0.216 mmol), prop-
2-yn-1-yl cinnamate (6) (0.100g, 0.540 mmol) and CuS04-5H20
(0.0270 g, 0.108 mmol). The reaction mixture was vigorously stirred
at room temperature for 30 min. Subsequently, saturated Na,COs3
solution (10.0mL) was added and the resulting mixture was
extracted with dichloromethane (3 x 20.0 mL). The organic extracts
were combined, and the resulting organic phase was dried over
MgS0y, filtered and concentrated under reduced pressure. The
resulting material was purified by silica gel column chromatog-
raphy eluted with hexane-ethyl acetate (2:1 v/v). The described
procedure gave compound 9b in 87% yield (0.181 g, 0.466 mmol).
White solid, m.p. 97.9-98.4°C, TLC: Ry=0.58 (hexane-ethyl
acetate-dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) #mag/em ': 3113,
3073, 2974, 1713, 1634, 1493, 1304, 1146.'H NMR (300 MHz, CDCl3)
d: 5.36 (s, 2H), 5.62 (s, 2H), 6.43 (d, 1H, Jirans = 16.0 Hz), 7.17-7.51
(m, 8H), 7.67—7.73 (m, 2H). °C NMR (75 MHz, CDCl3) é: 51.0, 57.6,
117.4,124.1,128.1,128.9,130.2,130.4, 130.5,131.0, 131.6, 133 .5, 133.8,
134.2, 1435, 145.6, 166.7. HRMS (M + H'): Calculated for
CigH1C1N302, 388.0620; found: 388.0607. HRMS (M + Na'):
Calculated for CygHy5Cl;NaN30;: 410.0439; found: 410.0412. HRMS
(M + K7): Calculated for CygHy5CI;KN30,, 426.0178; found:
426.0166.

Compounds 9a, 9¢—9m and 10a—10m were prepared from the
corresponding azides and cinnamates (6 or 7) as described for
compound 9b. All the compounds were fully characterized by IR
and NMR ('H and ). Structures of the remaining compounds are

supported by the following data.

3.1.20. Data for (1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl cinnamate
(9a)

White solid, obtained in 98% yield, m.p. 123.6—124.5 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate  (2:1 wv/v), TLC: Ry=028 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 vjv). IR (ATR) ¥max/cm ' 3117, 3053, 2048,
1707, 1637, 1577, 1493, 1160.'"H NMR (300 MHz, CDCl3) é: 5.33 (s,
2H), 5.52 (s, 2H), 6.42 (d, 1H, Jirgns = 16.0 Hz), 7.29—7.48 (m, 10H),
7.57 (s, 1H), 7.69 (d, TH, Jirans = 16.0 Hz). *C NMR (75 MHz, CDCl3) é:
54.2,57.6,117.4,123.7,128.10,128.14,128.8,128.9,129.1,130.4, 134.2,
134.4, 1434, 1455, 166.7. HRMS (M + H'): Calculated for
CioHgN30;, 320.1399; found: 320.1390.

3.1.21. Data for (1-(4-iodobenzyl)- 1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl
cinnamate (9c)

White solid, obtained in 81% yield, m.p. 200.8—201.7 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate  (2:1 wv/v), TLC: Rf=033 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/jv). IR (ATR) Tmax/cm ': 3132, 3080,
3025, 2967, 1709, 1632, 1576, 1482, 1304, 1160."H NMR (300 MHgz,
DMSO-dg) 6: 5.25 (s, 2H), 5.55 (s, 2H), 6.59 (d, 1H, Jgns = 16.0 Hz),
7.12(d, 2H,J = 8.3 Hz), 7.39—7.41 (m, 3H), 7.62—7.69 (m, 3H), 7.73 (d,
2H, [—8.3 Hz), 8.19 (s, 1H). C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 4: 52.8,
57.7,94.7,118.2, 125.3, 128.8, 129.3, 130.7, 130.9, 134.4, 136.1, 138.0,
142.8, 145.4, 166.3. HRMS (M + H"): Calculated for CygH7IN302,
446.0365; found: 446.0354. HRMS (M + Na'): Calculated for
CygHisINaN3O.: 468.0185; found: 468.0178. HRMS (M + K'):
Calculated for Co9H6IKN30;, 483.9924; found: 483.9910.

3.1.22. Data for (1-(4-nitrobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl
cinnamate (9d)

‘White solid, obtained in 85% yield, m.p. 194.1-195.0 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate  (2:1 vfv), TLC: R;=018 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) vna/cm ': 3127, 3083,
2966, 2852, 1704, 1625, 1523, 1433, 1341, 1154."H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) 6: 5.28 (s, 2H), 5.78 (s, 2H), 6.59 (d, 1H, Jiyans = 16.0 Hz),
7.39-7.41 (m, 3H), 7.55 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.63—7.68 (m, 3H), 8.21
(d, 2H, ] = 8.7 Hz), 8.28 (s, 1H). ®C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 6: 52.5,
57.7,118.2,124.3,125.6,128.8,129.3, 129.6, 130.9, 134.4, 142.9, 143.6,
1454, 147.9, 166.3. HRMS (M + H*): Calculated for CgH7N4O4,
365.1250; found: 365.1232. HRMS (M + Na'): Calculated for
CigHigNaN4O4: 387.1069; found: 387.1059. HRMS (M + K'):
Calculated for CigH16KN404, 403.0809; found: 403.0786.

3.1.23. Data for (1-(4-bromobenzyl)-1H-1.2,3-triazol-4-yl)methyl
cinnamate (9e)

White solid, obtained in 94% yield, m.p. 182.0—183.2 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate  (2:1 wv/v), TLC: Ry=0.30 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) Fma/cm™': 3136, 3082,
2922, 2852, 1706, 1632, 1577, 1486, 1305, 1162."H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) 6: 5.24 (s, 2H), 5.58 (s, 2H), 6.63 (d, 1H, Jirans = 16.0 Hz),
7.28 (d, 2H, ] =8.4 Hz), 7.39—7.41 (m, 3H), 7.57 (d, 2H, ] =8.4 Hz),
7.63-7.71 (m, 3H), 8.25 (s, 1H). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) é: 52.5,
57.7,118.0,121.9, 125.5, 128.9, 129.4, 130.7, 131.0, 132.2, 134.3, 135.8,
142.7, 145.5, 166.3. HRMS (M -+ H™): Calculated for CygH17BrN30,,
398.0504; found: 398.0495. HRMS (M + Na™): Calculated for
CigHi6BrNaN30;: 420.0324; found: 420.0319.

3.1.24. Data for (1-(4-chlorobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl
cinnamate (9f)
White solid, obtained in 78% yield, m.p. 171.2—172.6 °C, purified
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by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate  (2:1 wvfv), TLC: Ry=037 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) i’rmxlcm’l: 3139, 3058,
2922, 2852, 1709, 1632, 1577, 1486, 1305, 1160."H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) d: 5.24 (s, 2H), 5.60 (s, 2H), 6.63 (d, TH, Jyzans = 16.0 Hz),
7.33-7.71 (m, 10H), 8.25 (s, 1H). '*C NMR (75 MHz, DMSO-d;) 6
52.5, 57.7,118.0, 125.5, 128.9, 129.2, 129.4, 130.4, 131.0, 133.4, 134.3,
135.4, 142.7, 1455, 1663. HRMS (M + H™): Calculated for
Cy9H7CIN30,, 354.1009; found: 354.1002.

3.1.25. Data for (1-(3,4-difluorobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)
methyl cinnamate (9g)

White solid, obtained in 77% yield, m.p. 149.7-150.8 'C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate  (2:1 wvfv), TLC: Ry=0.28 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) 7max/cm ': 3132, 3064,
2968, 1710, 1632, 1518, 1434, 1282, 1160."H NMR (300 MHz, CDCl3)
6: 5.34 (s, 2H), 5.48 (s, 2H), 6.42 (d, 1H, Jians = 16.0 Hz), 7.00—7.21
(m, 3H), 7.36-7.40 (m, 3H), 7.48—7.51 (m, 2H), 7.61 (s, 1H), 7.69 (d,
1H, Jians = 16.0Hz). *C NMR (75MHz, CDCls) é: 53.1 (d, Je
F= 13 Hz),576,117.2—118.2 (m), 117.3,123.7, 124.3 (dd, Jc.r = 3.7 Hz
and Jcr=6.5Hz), 1281, 128.9, 130.5, 131.3 (dd, Jcs=4.0 Hz and J
F = 5.6 Hz), 134.1, 143.7, 145.6, 148.8—152.3 (m), 166.7. HRMS
(M + H™): Calculated for CgH;gF2N302, 365.1211; found: 365.1193.
HRMS (M + Na™): Calculated for CigHy5F2NaN30;: 378.1030; found:
3871011, HRMS (M -+ K*): Calculated for CigH;5F2KN30,, 394.0769;
found: 394.0747.

3.1.26. Data for (1-(4-fluorobenzyl)-1H-1.2,3-triazol-4-yl)methyl
cinnamate (9h)

White solid, obtained in 88% yield, m.p. 132.3—133.2 C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate  (2:1 wvfv), TLC: Ry=0.25 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 vjv). IR (ATR) vmag/cm ': 3138, 3085,
2966, 1711, 1634, 1508, 1433, 1218, 1167."H NMR (300 MHz, CDCls) é:
533 (s, 2H), 5.49 (s, 2H), 6.41 (d, TH, Jyrans = 16.1 Hz), 7.06 (tap. 2H,
J=86Hz), 7.25-751 (m, 7H), 757 (s, 1H), 7.69 (d, 1H,
Jerans = 16.1 Hz). C NMR (75 MHz, CDCl3) 6: 53.5, 57.6, 116.2 (d, J-
F=21.7Hz), 1174, 123.6, 128.1, 128.9, 130.0 (d, Jc.r= 8.5 Hz), 130.2
(d. Je.r=3.1Hz), 130.5,134.2, 143.5, 145.6, 162.9 (d, Jc.r = 247.0 Hz),
166.7. HRMS (M + H'): Calculated for CygHy7FN30, 338.1305;
found: 338.1296 HRMS (M + Na™): Calculated for CigHgFNaN305:
360.1124; found: 360.1119. HRMS (M + K'): Calculated for
Ci9H16FKN303, 376.0864; found: 376.0847.

3.1.27. Data for (1-(4-(trifluoromethoxy )benzyl)-1H-1,2,3-triazol-
4-yl)methyl cinnamate (9i)

White solid, obtained in 89% yield, m.p. 159.6—160.3 'C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate  (2:1 wfv), TLC: R;=0.38 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) z?mxicm": 3135, 3058,
2964, 1709, 1634, 1507, 1451, 1218, 1140."H NMR (300 MHz, CDCl3) é:
5.34 (s, 2H), 5.53 (s, 2H), 6.42 (d, 1H, Jyrans = 16.0 Hz), 7.22 (d, 2H,
J=8.6Hz),7.32(d, 2H, ] = 8.6 Hz), 7.36—7.38 (m, 3H), 7.48-7.51 (m,
2H), 761 (s, 1H), 7.69 (d, TH, Jirans = 16.0 Hz). ’C NMR (75 MHg,
CDCl3) 6: 53.3, 57.6, 1174, 1203 (q, Jc.r = 256.2 Hz), 1216, 123.7,
128.1, 128.9, 129.6, 130.5, 133.1, 134.1, 143.6, 145.6, 149.5, 166.7.
HRMS (M + H'): Calculated for CyoHy7F3N303, 404.1222; found:
404.1207.

3.1.28. Data for (1-(4-(trifluoromethyl)benzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
vl)methyl cinnamate (9j)

White solid, obtained in 87% yield, m.p. 174.0-174.8 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate  (2:1 wvfv), TLC: R;=0.40 (hexane-ethyl acetate-

dichloromethane 3:1:3 vjv). IR (ATR) Tmax/em ': 3133, 3084,
2966, 1709, 1632, 1579, 1496, 1319, 1153, 1102.'H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) 6: 5.26 (s, 2H), 5.73 (s, 2H), 6.64 (d, 1H, Jyans = 16.0 Hz),
7.39-7.41 (m, 3H), 7.51 (d, 2H, ] = 8.1 Hz), 7.63—7.71 (m, 3H), 7.74 (d,
2H, ] =8.1Hz), 831 (s, 1H). °C NMR (75 MHz, DMSO-d;) : 52.6,
57.7,118.0,124.5 (q. ] ¢-r=270.6 Hz), 125.7, 126.2 (q. ] c-r = 3.8 Hz),
1289, 128.9, 129.2, 1294, 131.0, 134.3, 141.0, 142.8, 145.5, 166.4.
HRMS (M + H™): Calculated for CogHy7F3N30,, 388.1273; found:
338.1263. HRMS (M + Na™): Calculated for CyoHisF3NaN3O;:
410.1092; found: 410.1068. HRMS (M + K'): Calculated for
C20H16F3KN303, 426.0832; found: 426.0807.

3.1.29. Data for (1-(4-methoxybenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl
cinnamate (9k)

White solid, obtained in 79% yield, m.p. 94.2—95.6 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate (2:1 v/fv), TLC: Ry=041 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) Tmax/om ': 3125, 3014,
2842, 1719, 1640, 1610, 1510, 1433, 1244, 1156."H NMR (300 MHz,
€DCl3) é: 3.79 (s, 3H), 531 (s, 2H), 545 (s, 2H), 6.41 (d, 1H,
Jirans = 16.0Hz), 6.89 (d, 2H, [=8.6Hz), 7.24 (d, 2H, [=8.6Hz),
7.36—7.50 (m, 5H), 7.53 (s, 1H), 7.68 (d, 1H, Jyans = 16.0 Hz). *C NMR
(75 MHz, CDCl3) é: 53.8, 55.3, 57.7, 114.5, 117.5, 123.4, 126.3, 128.1,
128.9,129.7,130.4, 134.2, 143.2, 145.5, 160.0, 166.7. HRMS (M + H" ):
Calculated for C2pH2oN303, 350.1505; found: 350.1490.

3.1.30. Data for (1-(2-bromobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl
cinnamate (91)

White solid, obtained in 86% yield, m.p. 76.7—78.2 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted whit hexane-ethyl
acetate (2:1 wv/fv), TLC: Ry=048 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) max/cm ': 3104, 3058,
2971, 2923, 1695, 1626, 1453, 1440, 1244.'"H NMR (300 MHz, CDCl3)
8: 5.35 (s, 2H), 5.67 (s, 2H), 6.43 (d, 1H, Jirans = 16.0Hz), 7.17-7.63
(m, 9H), 7.67—7.72 (m, 2H). *C NMR (75 MHz, CDCl3) é: 53.8, 57.6,
1174, 123.5, 124.0, 128.1, 128.2, 128.9, 1304, 130.5, 133.2, 133.9,
134.2, 1433, 1455, 166.7. HRMS (M + H'): Calculated for
CigH17BrN30,, 398.0504; found: 398.0493. HRMS (M + Na'):
Calculated for CygHgBrNaN;0,: 420.0324; found: 420.0315. HRMS
(M + K'): Calculated for CygHigBrKNsO ;, 436.0063; found:
436.0055.

3.1.31. Data for (1-(2,4,6-trichlorobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)
methyl cinnamate (9m)

White solid, obtained in 99% yield, m.p. 122.8—124.1 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate (2:1 vfv), TLC: Ry=048 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) vmag/cm ': 3148, 3083,
2925, 2850, 1697, 1632, 1548, 1437, 1313, 1167.'"H NMR (300 MHz,
CDCl3) &: 5.32 (s, 2H), 5.80 (s, 2H), 6.42 (d, TH, Jyans = 16.0 Hz),
7.38-7.49 (m, 7H), 7.63 (s, 1H), 7.69 (d, TH, Jyrans = 16.0 Hz). "*C NMR
(75 MHz, CDCls) é: 48.5, 57.5, 117.4, 123.6, 128.1, 128.6, 128.8, 128.9,
130.4,134.2, 1364, 137.3, 143.0, 145.5, 166.7.

3.1.32. Data for 3-(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)propyl
cinnamate (10a)

White solid, obtained in 73% yield, m.p. 68.1-69.5 °C, purified by
silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl acetate
(2:1 v/v), TLC: Rr=0.26 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane
3:1:3 v/v). IR (ATR) Unmlcm']: 3110, 3062, 2935, 1705, 1634,
1552, 1450, 1309, 1163; 'H NMR (300 MHz, CDCls) é: 2.09 (quint, 2H,

J=7.0Hz), 2.83 (t, 2H, [ =76 Hz), 424 (t, 2H, | = 6.4Hz), 5.48 (s,
2H), 6.42 (d, TH, Jyens = 16.0 Hz), 7.24-7.53 (m, 11H), 7.66 (d, 1H,
Jerans = 16.0 Hz). 3C NMR (75 MHz, CDCl3) 4: 22.3, 284, 54.0, 63.6,
118.0, 120.8, 128.0, 128.1, 128.6, 128.9, 129.1, 130.3, 134.3, 134.8,

259



M.P. Rodrigues et al. / European Journal of Medicinal Chemistry 183 (2019) 111688 1

144.8, 1474, 167.0. HRMS (M + H™): Calculated for CyH22N30,,
348.1712; found: 348.1707.

3.1.33. Data for 3-(1-(2,5-dichlorobenzyl)- 1H-1,2,3-triazol-4-yl)
propyl cinnamate (10b)

White solid, obtained in 80% yield, m.p. 94.3—-95.3 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate (2:1 v/v), TLC: Rf=0.48 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) ¥ma/cm~': 3116, 3067,
2940, 1703, 1632, 1577, 1461, 1320, 1166."H NMR (300 MHz, CDCl3)
6: 2.12 (quint, 2H, ] =7.0 Hz), 2.87 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 4.26 (t, 2H,
J=6.4Hz), 5.58 (s, 2H), 6.43 (d, 1H, Jians = 16.0 Hz), 7.11-7.54 (m,
9H), 7.67 (d, TH, Jyrans = 16.0 Hz). 3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6: 22.3,
28.4, 50.8, 63.6, 118.0, 121.3, 128.1, 128.9, 129.9, 130.2, 130.3, 130.9,
1314, 133.5, 134.3, 144.8, 147.6, 167.0. HRMS (M + H™): Calculated
for C21H20ClaN30,, 416.0933; found: 416.0907.

3.1.34. Data for 3-(1-(4-iodobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)propyl
cinnamate (10c)

White solid, obtained in 77% yield, m.p. 97.5-98.3 °C, purified by
silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl acetate
(2:1 v/v), TLC: Ry=0.37 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane
3:1:3 v/v). IR (ATR) wmax/cm': 3112, 3063, 2904, 2852, 1707,
1636, 1546, 1446, 1280, 1166."H NMR (300 MHz, CDCl3) 6: 2.09
(quint, 2H, ] = 6.9 Hz), 2.83 (t, 2H, ] = 7.5 Hz), 4.24 (t, 2H, ] = 6.3 Hz),
5.42 (s, 2H), 6.42 (d, TH, Jirans = 16.0 Hz), 6.99 (d, 2H, ] = 8.1 Hz), 7.25
(s, TH), 7.38—7.70 (m, 8H). >C NMR (75 MHz, CDCl3) é: 22.2, 28.3,
53.4, 63.6, 94.4, 117.9, 120.8, 128.0, 128.9, 129.7, 130.3, 134.3, 134.5,
138.2, 144.8, 1476, 166.9. HRMS (M + H™): Calculated for
C21H21IN30,, 474.0678; found: 474.0671.

3.1.35. Data for 3-(1-(4-nitrobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)propyl
cinnamate (10d)

White solid, obtained in 73% yield, m.p. 63.8—65.2 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate (2:1 v/v), TLC: R;=0.14 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) Tpa/cm': 3139, 2946,
2913, 2853, 1707, 1631, 1524, 1450, 1343, 1309, 1159.'H NMR
(300 MHz, CDCl3) &: 211 (quint, 2H, J=6.9Hz), 2.86 (t, 2H,
J=75Hz), 425 (t, 2H, J=63Hz), 560 (s, 2H), 641 (d, 1H,
Jerans = 16.0 Hz), 7.35—7.50 (m, 8H), 7.65 (d, 1H, Jirans = 16.0 Hz), 8.20
(d, 2H,J = 8.5 Hz). ’C NMR (75 MHz, CDCl3) 6: 22.2,28.3, 53.0, 63.5,
117.9, 121.2, 1243, 128.0, 128.5, 128.9, 130.4, 134.3, 141.9, 144.9,
1479, 148.0, 166.9. HRMS (M + H"): Calculated for Cy;H21N404,
393.1563; found: 393.1553.

3.1.36. Data for 3-(1-(4-bromobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)propyl
cinnamate (10e)

Yellow solid, obtained in 74% yield, m.p. 101.7—-102.9 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate (2:1 v/v), TLC: R;=0.58 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) wma/cm ': 3112, 3056,
2954, 2905, 2848, 1708, 1637, 1545, 1446, 1283, 1166.'H NMR
(300 MHz, CDCl3) 6: 2.09 (quint, 2H, J=7.0Hz), 2.83 (t, 2H,
J=75Hz), 424 (t, 2H, ]=63Hz), 543 (s, 2H), 642 (d, 1H,
Jerans = 16.0 Hz), 7.12 (d, 2H, | =8.2 Hz), 7.25 (s, 1H), 7.38—7.50 (m,
7H), 7.66 (d, TH, Jyrans = 16.0 Hz). '>C NMR (75 MHz, CDCl3) 6: 22.2,
28.3, 53.3,63.6, 117.9, 120.8, 122.8, 128.0, 128.9, 129.6, 130.3, 132.2,
133.8, 134.3, 144.8, 147.6, 166.9. HRMS (M + H™): Calculated for
C,1H21BrN30,, 426.0817; found: 426.0802.

3.1.37. Data for 3-(1-(4-chlorobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)propyl
cinnamate (10f)

Yellow solid, obtained in 76% yield, m.p. 58.2—59.4 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl

acetate (2:1 v/v), TLC: Rf=0.34 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v/v). IR (ATR) Tma/cm™': 3117, 3060,
2967, 2904, 2851, 1706, 1638, 1545, 1490, 1283, 1167.'"H NMR
(300 MHz, CDCl3) &: 2.08 (quint, 2H, J=7.0Hz), 2.83 (t, 2H,
J=76Hz), 423 (t, 2H, J=6.4Hz), 545 (s, 2H), 641 (d, 1H,
Jurans = 16.0 Hz), 7.18 (d, 2H, J=8.4Hz), 7.25 (s, 1H), 7.32 (d, 2H,
] =8.4Hz), 7.36—7.51 (m, 5H), 7.66 (d, 1H, Jrans = 16.0 Hz). *C NMR
(75 MHz, CDCl3) d: 22.2, 28.3, 53.2, 63.6, 117.9, 120.8, 128.0, 128.9,
129.3,130.3,133.3,134.3,134.7, 144.8, 147.6, 166.9. HRMS (M + H"):
Calculated for Cy;H3CIN30,, 382.1322; found: 382.1302.

3.1.38. Data for 3-(1-(3,4-difluorobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)
propyl cinnamate (10g)

White solid, obtained in 80% yield, m.p. 69.5—70.3 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate (2:1 v/v), TLC: Ry=0.18 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) T;mx/cm": 3099, 3053,
2956, 2931, 2858, 1701, 1634, 1520, 1447, 1312, 1160.'H NMR
(300 MHz, CDCl3) é: 2.10 (quint, 2H, J=7.0Hz), 2.84 (t, 2H,
J=76Hz), 425 (t, 2H, J=6.4Hz), 544 (s, 2H), 6.42 (d, 1H,
Jerans = 16.0 Hz), 6.97—7.19 (m, 3H), 7.28 (s, 1H), 7.37—7.39 (m, 3H),
7.50—7.52 (m, 2H), 7.66 (d, TH, Jyrans = 16.0 Hz). °C NMR (75 MHz,
CDCl3) 6: 22.2, 28.3, 52.9 (d, Jc.r= 1.3 Hz), 63.5, 117.0-118.1 (m),
117.9, 120.8, 124.0 (dd, Jc.r=3.8 Hz and Jc.r= 6.6 Hz), 128.0, 128.9,
130.3, 131.8 (dd, Jc.r=4.0Hz and Jc.r = 5.6 Hz), 134.3, 144.9, 147.7,
148.7-152.2 (m), 166.9. HRMS (M + H"): Calculated for
C21H19F2N30;,, 384.1524; found: 384.1513.

3.1.39. Data for 3-(1-(4-fluorobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)propyl
cinnamate (10h)

White solid, obtained in 82% yield, m.p. 75.9—-76.8 °C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate (2:1 v/v), TLC: R;=0.8 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) vmax/cm ': 3132, 3066,
2944,1703,1632,1509, 1313, 1219, 1157.'H NMR (300 MHz, CDCl3) é:
2.09 (quint, 2H, J=7.0Hz), 2.83 (t, 2H, |=7.5Hz), 4.24 (t, 2H,
J]=6.4Hz), 545 (s, 2H), 6.41 (d, 1H, Jyrans = 16.0 Hz), 7.04 (t,, 2H,
J=8.6Hz), 7.22—7.53 (m, 8H), 7.66 (d, 1H, Jirans = 16.0 Hz). °C NMR
(75 MHz, CDCl3) &: 22.2, 28.3, 53.3, 63.6, 116.1 (d, Jc.r=21.6Hz),
117.9, 120.7, 128.0, 128.9, 129.8 (d, Jc.r = 8.4 Hz), 130.3, 130.7 (d, Jc-
F=3.3Hz), 134.3, 144.8, 147.5, 162.8 (d, Jc.r = 246.5 Hz), 166.9.
HRMS (M + H"): Calculated for Cy;H31FN30,, 366.1618; found:
366.1608.

3.1.40. Data for 3-(1-(4-(trifluoromethoxy )benzyl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)propyl cinnamate (10i)

White solid, obtained in 84% yield, m.p. 73.8—75.0 °C, purified
by column chromatography eluted with hexane-ethyl acetate (2:1
v/v), TLC: R¢= 0.37 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane 3:1:3 v/
V). IR (ATR) vmax/cm 1: 3126, 3068, 2993, 2949, 1706, 1634, 1508,
1449, 1160."H NMR (300 MHz, CDCl3) é: 2.10 (quint, 2H, ] = 6.9 Hz),
2.84 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 4.25 (t, 2H, J = 6.3 Hz), 5.49 (s, 2H), 6.42 (d,
1H, Jirans = 16.0 Hz), 7.20 (d, 2H, J = 8.3 Hz), 7.27—7.51 (m, 8H), 7.67
(d, TH, Jerans = 16.0 Hz). *C NMR (75 MHz, CDCl3) 6: 22.2, 28.3, 53.1,
63.6,117.9,120.3 (q, Jc.r = 256.1 Hz), 120.8,121.5,128.0,128.9,129.4,
130.3, 133.5, 134.3, 1449, 147.8, 149.3, 167.0. HRMS (M + H'):
Calculated for Cy3H21F3N303, 432.1535; found: 432.1522.

3.1.41. Data for 3-(1-(4-(trifluoromethyl)benzyl)-1H-1,2,3-triazol-
4-yl)propyl cinnamate (10j)

White solid, obtained in 79% yield, m.p. 97.3-98.2 °C, purified by
silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl acetate
(2:1 v/v), TLC: Rf=0.25 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane
3:1:3 v/v). IR (ATR) ¥pax/cm 1. 3116, 3063, 2954, 1708, 1638, 1447,
1324, 1121."H NMR (300 MHz, CDCl3) 6: 2.10 (quint, 2H, ] = 7.0 Hz),
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2.85 (t, 2H, ] = 7.5 Hz), 4.25 (t, 2H, | = 6.4 Hz), 5.56 (s, 2H), 6.42 (d,
1H, Jerans = 161 Hz), 7.29-7.69 (m, 11H). *C NMR (75 MHz, CDCls) :
22.2,283,53.3,63.5,1179,121.0,123.8 (q. ] c_r = 270.6 Hz), 126.1 (q,
J c-r=3.7Hz), 128.0, 128.1, 128.9, 130.3, 1309 (q, ] c_r = 32.6 Hz),
134.3, 138.8, 144.9, 147.8, 167.0. HRMS (M + H'): Calculated for
CyoHa1F3N30,, 416.1586; found: 416.1580.

3.142. Data for 3-(1-(4-methoxybenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)
propyl cinnamate (10k)

White solid, obtained in 78% yield, m.p. 87.3—88.6 °C, purified by
silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl acetate
(2:1 v/v), TLC: Ry=0.28 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane
3:1:3 v/v). IR (ATR) Bma/cm~!: 3101, 3054, 3006, 2949, 2831,
1707, 1638, 1509, 1434, 1243, 1167.'"H NMR (300 MHz, DMSO-d;) é:
1.95 (quint, 2H, J=7.0Hz), 2.70 (t, 2H, ] = 7.5 Hz), 3.70 (s, 3H), 4.15
(t, 2H, ] = 6.5 Hz), 5.43 (s, 2H), 6.61 (d, TH, Jyans = 16.1 Hz), 6.89 (d,
2H, ] =8.6 Hz), 7.24 (d, 2H, | = 8.6 Hz), 7.39-7.41 (m, 3H), 7.60—7.71
(m, 3H), 7.87 (s, 1H). °C NMR (75 MHz, DMSO-dg) &: 22.0, 28.5, 52.7,
55.5,63.9, 114.5, 118.5,122.3, 128.6, 128.8, 129.3, 129.9, 130.9, 134.4,
1449, 146.7, 159.5, 166.7. HRMS (M + H"'): Calculated for
C3oH24N304, 378.1818; found: 378.1802.

3.143. Data for 3-(1-(2-bromobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)propyl
cinnamate (101)

Yellow oil, obtained in 84% yield, purified by silica gel column
chromatography eluted with hexane-ethyl acetate (2:1 v/v), TLC:
Ry=0.33 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane 3:1:3 v/v). IR
(ATR) Umax/cm ': 3136, 3059, 3027, 2953, 2855, 1703, 1634, 1573,
1443, 1309, 1165."H NMR (300 MHz, CDCly) 4: 2.10 (quint, 2H,
J=70Hz), 2.85 (t, 2H, /=76 Hz), 4.25 (t, 2H, ] = 6.4 Hz), 5.62 (s.
2H), 6.42 (d, 1H, Jirans = 16.0 Hz), 7.10—7.62 (m, 10H), 7.67 (d, 1H,
Jirans = 16.0 Hz). °C NMR (75 MHz, CDCls) é: 22.3, 28.4, 53.7, 63.6,
118.0, 121.2, 1233, 128.1, 128.2, 128.9, 130.2, 130.26, 130.28, 133.1,
134.3, 134.4, 144.8, 147.4, 166.9. HRMS (M + H"): Calculated for
C1H2,BrN30,, 426.0817; found: 426.0808.

3.144. Data for 3-(1-(2-fluorobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)propyl
cinnamate (10m)

White solid, obtained in 75% yield, m.p. 45.5-46.3 “C, purified
by silica gel column chromatography eluted with hexane-ethyl
acetate (2:1 vfv), TLC: Rf=035 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) tmax/cm ': 3125, 3061,
2948, 1710, 1636, 1490, 1313, 1166."H NMR (300 MHz, CDCl3) 6: 2.09
(quint, 2H, ] = 7.0 Hz), 2.83 (t, 2H, ] = 7.6 Hz), 4.24 (t, 2H, ] = 6.4 Hz),
5.54 (s, 2H), 6.42 (d, 1H, Jyrans = 16.0 Hz), 7.07—7.53 (m, 10H), 7.66 (d,
1H, Jirans = 16.0 Hz). °C NMR (75 MHz, CDCl3) 6: 22.3, 28.4, 47.5 (d,
Jer=44Hz), 63.7, 1158 (d, Jcr=211Hz), 1180, 1209 (d, Jc
= 1.5Hz), 1221 (d, Je.r=14.7Hz), 124.8 (d, Jo.r=3.7Hz), 128.1,
128.9, 1303, 1305 (d, Jor—3.3Hz), 1308 (d, Jc = 8.2 Hz), 134.4,
144.8, 1475, 1605 (d, Jor = 246.3 Hz), 1670. HRMS (M + H"):
Calculated for C31H1FN30;, 366.1618; found: 366.1611. HRMS
(M + Na'): Calculated for CpHyFNaN3O,: 388.1437; found:
388.1424. HRMS (M + K™): Calculated for Cz;HzoFKN305, 404.1177;
found: 404.1168.

3.2. Biological assays

3.2.1. Mammalian cells and parasite strain

RAW 264.7 macrophages (host cells) were kept in RPMI medium
(RPMI-1640, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) at 37 °C in a humid
atmosphere containing 5% of CO,. L. braziliensis MHOM/BR/75/
M2904 promastigotes were maintained in Grace's medium (Grace's
Insect Cell Culture Medium, Gibco® by Life Technologies™, Grand
Island, NY, USA) at 25 °C. Both media were supplemented with 10%
inactivated fetal calf serum (LGC Biotecnologia, SP, Brazil), i-

glutamine (2 mM — Serva Electrophoresis & Life Science Products,
NY, USA) and penicillin (100 pg/mL — USB Corporation, OH, USA).

3.2.2. General procedure for the dilution of cinnamic acid
derivatives

All cinnamic acid derivatives were dissolved in DMSO (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) to obtain a concentration of 10 mM.
Then, these solutions were diluted with sterilized ultrapure water
to prepare 0.5 mM solutions. The solutions were stored at —20°C
until use.

3.2.3. General pracedures for assessment of host cell cytotoxicity

The toxicity to RAW 264.7 macrophages was evaluated by the
measure of cell viability using the resazurin method [63]. The
cytotoxicity to macrophage was carried out in 96 well microplate
seeding 200 pL/well of cell suspension (2.5 = 10° cells/mL) or 200
wLfwell of supplemented RPMI medium (blank control). Four in-
ternal controls were used in the assays, namely 1) the blank control
with supplemented RPMI medium, 2) the control of macrophages
without treatment, 3) the control of the known leishmanicidal
compound amphotericin B (3.125 pg/mL), and 4) the DMSO control
added to macrophages at same concentration used in the dilution
of compounds (0.1%). The cinnamic acid derivatives were assayed at
10 uM final concentration. All compounds were evaluated in qua-
druplicates. The resazurin reduction was calculated as previously
described [63]. Experiments were performed independently three
times in quadruplicates.

The ICsp of the compounds 5¢ and 9g on macrophages were
obtained, since these compounds showed the best results in the
screening tests. Assays were done as described above, except for the
number of macrophages/well that was 5 x 10%. Compounds were
tested at the following concentrations: 80 uM, 40 pM, 30 uM,
20 pM, 10 pM, 5pM, 2.5 M, 1 uM. Positive and negative controls
were amphotericin B and DMSO, respectively, at the concentrations
mentioned above. The assays were repeated three times in
quadruplicates.

3.2.4. General procedures for assessment of cinnamic acid
derivatives against promastigotes

Promastigotes viability was measured using the resazurin
method as previously reported [63]. Positive and negative controls
were amphotericin B and DMSO, respectively, as mentioned above.

The ICsy of compounds 5¢ and 9g against L. braziliensis pro-
mastigotes were also determined, since these compounds showed
the best results in the screening tests. Assays were done as
described above. The ICsy were calculated using GraphPad Prism
Version 5.0.

3.2.5. General procedures for assessment of cinnamic acid
derivatives on macrophages infected by L. braziliensis

The action of compounds against intracellular leishmanial
amastigotes during macrophage infection was assed using the
resazurin method [63]. The assays were repeated three times in
quadruplicates.

The ICso of 5¢ and 9g in macrophages infection assay were
calculated, since these compounds showed the best results in the
screening tests. Assays were done as described above, except for the
number of macrophages/well, which was 1 x 10°. The ratio 15:1
Leishmania/macrophages was maintained. Compounds were tested
as described above. The ICsg were calculated using GraphPad Prism
Version 5.0.

3.2.6. Selectivity index
The selectivity index (SI) for each compound was calculated
according to the following equation.
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ICs calculated against macrophages

8l = ICs calculated in the infection assay

3.2.7. Statistical analyses

The identification of outliers of percentage values of each con-
trol or treatment was analyzed by ROUT method (Q=1%) on
GraphPad Prism (v 6.01). After that, each assay was repeated at
least three times until met the following two parameters: a)
obtaining at least two replicates with statistically equal means by t-
student test or One-way ANOVA, with Tukey post-test, both
p < 0.05; b) the replicates met the normality test (Gaussian distri-
bution) of D'Agostino-Pearson. After selecting the data, each
treatment was compared with DMSO control by One-way ANOVA,
with post-test of Dunnett (p < 0.05).

3.2.8. Ultrastructure assay

The macrophages infection assay by L. braziliensis was done as
previously described [63]. After 48 h of treatment with the com-
pounds, the samples were washed 3 times in PBS and then fixed
with 1% glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde in 0.1 M sodium
cacodylate buffer, pH 7.2, overnight at 4 °C. The samples were then
washed 3 times in sodium cacodylate buffer to remove the fixative
and post-fixed in 1% 0sOy4, 0.8% K3[Fe(CN)s] and 5 mM CaCl; in the
same buffer. Samples dehydration was performed in graded
acetone (15—100%), and the samples were imbed, in epoxy resin
PolyBed (PolyScience Inc.), which was polymerized at 60°C for
48 h. Ultrathin sections were stained with 7% uranyl acetate and 4%
lead nitrate aqueous solutions and were examined at an analytical
transmission electron microscope JEOL- JEM-1011 [64].

4. Conclusions

The combination of cinnamic acid derivatives with iso-
benzofunanone or triazole groups resulted in compounds with
important activity against L. braziliensis. Concerning the combina-
tion isobenzofuranone and cinnamic acid, it was demonstrated that
functionalization at C-6 of isobenzofuranone nucleus afforded
more active compounds than other isobenzofuranones described
by us. In addition, it seems that oxygenated functionality at the
aromatic ring of cinnamic acid portion has a beneficial effect in
terms of leishmanicidal activity. Taking the combination cinnamic
and triazole, the majority of the active derivatives are halogenated
at the aromatic ring of the triazole portion. This structural feature,
regarding leishmanicide activity, seems to be important for the
second aforementioned combination. Our results open new fron-
tiers to the development of novel leishmanicidal drugs highlighting
that the addition of two different bioactive chemical groups could
lead to interesting bioactive compounds.
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A NOUSTRIAL AR o
INDUSTRIAL

29409161905149823

Pedido nacional de Inveng&o, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adiggo de Invengéo e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 10 2019 019344 1

Dados do Depositante (71)
Depositante 1 de 1

Nome ou Razfio Soclal: UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPFICNPJ: 25344455000196
Nacilonalldade: Erasileira
Qualificagsio Jurfdica: Instituico de Ensino e Pesquisa
Enderego: Campus UFV, Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds Graduacéo, sala 04.
Cldade: Vicosa
Estado: MG
CEP: 36570-200
Pais: Brasil
Telefone; (31) 3612 2334
Fax
Emall: propriedadeintelectual@ufv.br

PETICIONAMENTO Estz solicitacdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 17/09/2019 as
ELETRONICO 15:54, Peticio 870190092973

Petigio 870190092973, de 17AM/2018, pag. 138
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Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invencio (PI)

Thuio da Invengio ou Modelo de Composicies a base de derivade do acido cindmico com atividade
Utilidade (54): leishmanicida e usc . B}

Resumo: A presente invencgao refere-se as composicoes que cantenham (E)-
3-ox0-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4, 5-frimetoxi}-cinamato, um
composto derivado do Acido cindmico contendo o nlcleo
isobenzofuranona. Tal composto apresenta atividade contra as
formas promastigota e amastigota da Leishmania braziliensis, e pode
ser aplicado no campo da quimica medicinal. A invengio também
refere-se ao uso do composto na elaboracio de farmacos utilizados
na terapia antileishmania.

Figura a publicar; 5

PETICIONAMENTO g5 solicitacdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrnico em 17/0%2019 as
ELETRONICO 15:54, Peticiio 870190092973

Petigio 870190092973, d= 17/09/201%_ pag. 239
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Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 10
Nome:
CPF:
Naclonalidade:
Quallficag8io Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:
CEP:
Pals:
Telefone:
Fax
Emall:
Inventor 2 de 10
Nome:
CPF:
Naclonalidade:
Quallficagfio Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:
CEP:
Pals:
Telefone:
Fax
Emall:
Inventor 3 de 10

ROBSON RICARDO TEIXEIRA

72345888687

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua Claudio Manuel, 471, Bairro Inconfidéncia
Vicosa

MG

36576-298

BRASIL

robsonr_teixeira@ufv.br

GUSTAVO COSTA BRESSAN

05653437697

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua Olinda Martins D’Antonino 324, apto 302, Bairro Liberdade
Vigosa

MG

36576-264

BRASIL

gustavo.bressan@ufv.br

PETICIONAMENTO gg45 solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 17/09/2019 as
ELETRONICO 15:54, Peticao 870190092973

Peticio 870190092973, de 17/09/2019, pag. 3/39
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Nome: JULIANA LOPES RANGEL FIETTO
CPF: 88979881649
Naclonalidade: Brasileira
Quallficagio Fislca: Professor do ensino superior
Enderego: Rua Jodo Lopes Rosado, n°176, Bairro Quinta dos Guimaraes
Cldade: Vicosa
Estado: MG
CEP: 36570-420
Pafs: BRASIL
Telefone:
Fax:
Emall: jufietto@ufv.br

Inventor 4 de 10

Nome: DEBORAH CAMPOS TOMAZ
CPF: 09937411696
Naclonalldade: Brasileira
Quallficagfio Figlca: Estudante de P6s Graduacgao
Enderego: Rua Professor Erly Dias Brandao, 340, Barrinha
Cidade: Vicosa
Estado: MG
CEP: 36574-446
Pafs: BRASIL
Telefone:
Fax
Emall: deborah tomaz@outlook.com

Inventor 5 de 10

PETICIONAMENTO gqt; solicitacdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 17/09/2019 as
ELETRONICO 15:54, Petigio 870190092973

Pengio 870190092973, de 17/09/2019, pag. 4/39
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Nome: ALEX RAMOS DE AGUIAR
CPF: 08100886652
Naclonalidade: Brasileira
Quallficagfio Fislca: Estudante de Pds Graduacao
Enderego: Avenida Joaquim Lopes de Faria, n® 446, apto 701, Santo Anténio
Cldade: Vicosa
Estado: MG
CEP: 36576-001
BRASIL

Emall: alex aguiard5@gmail.com
Inventor 6 de 10

Nome: MICHELLE PEIXOTO RODRIGUES
CPF: 10181491630
Naclonalidade: Brasileira
Quallficagsio Fisica: Estudante de Pés Graduacao
Enderego: Rua Aristeu Fernandes, n 536, Sdo José
Cldade: Vicosa
Estado: MG
: 36574-374
BRASIL

Emall: michellepr90@hotmail.com
Inventor 7 de 10

PETICIONAMENTO g, solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 17/09/2019 as
ELETRONICO 15:54, Peticio 870190092973

Peticio 870190092973, de 17/09/2019, pag. /39
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Nome:

CPF:
Naclonalidade:
Quallficagéio Fislca:
Enderego:

Cidade:

Estado:

CEP:
Pafs:

Telefone:

i3

Inventor 8 de 10

LUCIANA ANGELO DE SOUZA
08645420627

Brasileira

Estudante de P6s Graduagao

Rua dos Estudantes, n°® 270, apto 401, Centro
Vicosa

MG

36570-081

BRASIL

luciana.angelosz@gmail.com

THIAGO SOUZA ONOFRE

05808032440

Brasileira

Estudante de Pos Graduagdo

Rua Primeiro de Marco, 213/82, Vila Clementino
Sao Paulo

SP

CEP: 04044-040

Pafs:
Telefone:
Fax

BRASIL

Emall: thiagosonofre@gmail.com

Inventor 9 de 10

PETICIONAMENTO g5 solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 17/09/2019 as
15:54, Peticao 870190092973

ELETRONICO

Peticio 870190092973, de 17/09/2019, pag. 6/39
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Nome: WEMERSON AQUILES DE MENEZES
CPF: 06929970670
Naclonalidade: Brasileira
Quallficagio Fislca: Estudante de Pos Graduacado
Enderego: Rua Pelotas, 400, apto 303, Bairro Jardim Panorama
Cidade: Ipatinga
Estado: MG
CEP: 35164-244
Pafs: BRASIL
Telefone

g

Emall: drson23@hotmail.com
Inventor 10 de 10

Nome: MARCOS ANDRE VANNIER DOS SANTOS
CPF: 78375061700
Naclonalldade: Brasileira
Quallficagéio Fislca: Pesquisador
Enderego: Rua Tenente Mesquita, 45, apto 1902, bloco 1, Icarai
Cldade: Niteroi
Estado: RJ
CEP: 24220-060
Pafs: BRASIL
Telefone:
Fax:

Emall: marcos.vannier@ioc fiocruz.br

Documentos anexados
Tipo Anexo Nome
Comprovante de pagamento de GRU 200 GRU - comprovante pag.pdf
Procuragdo Procura¢ao-DOU-UFV.pdf
Relatorio Descritivo Relatorio descritivo v6.pdf
Reivindicacdo Reivindicacdes.pdf

Desenho Desenhos.pdf
Resumo Resumo.pdf

PETICIONAMENTO g4, solicitacdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 17/09/2019 as
ELETRONICO 15:54, Peticio 870190092973

Peticio 870190092973, de 17/09/2019, pag. 7/39
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Acesso ao Patrimdnlo Genético

Declarac3o Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invencgao
ndo foi obtido em decorréncia de acesso 4 amostra de componente do Patriménio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junhe de 2000, ou ndo se aplica.

Declaragsio de veracidade

Declaro, sob as penas da lei, que todas as informacdes acima prestadas s8oc completas e
verdadeiras.

PETICIONAMENTO gy solicitagdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 17/09/2019 as
ELETRONICO 15:54, Peticio 870190092973

Peticdo 570190092973, de 170942019, pag. /38
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. ,cg MINISTERIO DA EDUCACAO

X
%! g @!! .“!' UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

REITORIA

PROCURACAO

OUTORGANTE: UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA, pessoa juridica de dircito
plblico, criada pelo Poder Pablico Federal, na forma de fundagiio piblica de cunho educacional,
com sede na Avenida P.H. Rolfs, &/n, campus Universitario, Vigosa — Minas Gerais, inscrita no
CNPJ/MF sob o n® 25.944.455/0001-96, neste ato representada por sua Reitora, Prof’. Nilda de
Fitima Ferreira Soares, brasileira, portadora da Carteira de Identidade de n° MG 1.516.297,
expedida pela SSP/MG, inscrita no CPF sob o n® 423.581.916-04;

OUTORGADO: AFONSO SERGIO CORREA DE FARIA, brasileiro, casado, servidor
piiblico federal da carreira de Procurador Juridico Federal, inscrito no CPF sob o n® 137.424.346-
91 ¢ OAB/MG n° 21.972, com domicilio legal na Procuradoria Juridica junto & Universidade
Federal de Vigosa, localizada & Avenida P.H. Rolfs, s/n, Campus Universitirio, Vigosa — Minas
Gerais, CEP 36.570-900;

PODERES: A OUTORGANTE confere a0 OUTORGADO os poderes contidos na cliusula
“AD NEGOTIA", objetivando representar a Universidade Federal de Vigosa junto ao
INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL - INPI, com poderes amplos ¢
gerais, podendo 0 OUTORGADO: assinar formulirios e termos de awtorizagio para copia,
promover, perante autoridade competente, prove ou contraprova pertinentes i titularidade de
direitos de propriedade industrial e, ainda, tudo o mais que se fizer necessério para o bom e fiel
cumprimento do presente mandato, podendo substabelecer, no todo ou em parte, a presente
procuraglio, que terd a validade de 03 (trés) anos.

Vigosa, 12 de setembro de 2018.

P73, de 1TOW2019, pég. L1739
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Relatoério descritivo

Composicoes a base de derivado do acido cinamico com atividade

leishmanicida e uso

CAMPO DA INVENGAO

1. A presente invencgao refere-se as composi¢des que contenham (E)-3—oxo-1,3-
dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)-cinamato, um composto derivado do acido
cindmico contendo o nucleo isobenzofuranona. Tal composto apresenta atividade
contra as formas promastigota e amastigota da Leishmania braziliensis, e pode ser
aplicado no campo da quimica medicinal. A invencado também refere-se ao uso do

composto na elaboracado de farmacos utilizados na terapia antileishmania.
ESTADO DA TECNICA

2. As leishmanioses sao antropozoonoses consideradas um grande problema de
saude publica e representam um complexo de doencas com importante espectro
clinico e diversidade epidemiolégica. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
estima que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco, com registro
aproximado de dois milhdes de novos casos das diferentes formas clinicas ao ano.
(MANUAL DE VIGILANCIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR, v. 466, p. 235-
245, 2017.).

3. A leishmaniose tegumentar (LT) tem ampla distribuicdo mundial e no
Continente Americano ha registro de casos desde o extremo sul dos Estados Unidos
até o norte da Argentina. No Brasil, a LT é uma das afec¢des dermatoldgicas que
merece mais atencéo, devido a sua magnitude, assim como pelo risco de ocorréncia
de deformidades que pode produzir no ser humano, e também pelo envolvimento

psicoldgico, com reflexos no campo social e econémico.

4, O tratamento das leishmanioses é limitado, principalmente em fungao das
poucas drogas terapéuticas disponiveis com alguma eficacia comprovada, as quais
sdo na sua grande maioria de aplicagao injetavel diaria, apresentando muitos efeitos
colaterais e longos tempos de tratamento (PONTE-SUCRE, Alicia;, GAMARRO,

Francisco; DUJARDIN, Jean Claude; et al. Drug resistance and treatment failure in
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leishmaniasis: A 21st century challenge. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 11,
n. 12, p. 1-24, 2017).

5. O tratamento da leishmaniose € baseado na utilizagdo de medicamentos que
possuem metais pesados toxicos conhecidos como antimoniatos pentavalentes
(Sb>*). Entre eles, o antimoniato de meglumina, e o estibogluconato de sédio foram
introduzidos como quimioterapicos na década de 40, sendo atualmente as principais
drogas utilizadas no tratamento das leishmanioses. (RATH, Susanne et al.
Antimoniais empregados no tratamento da leishmaniose: estado da arte. Quimica
Nova, 2003). Um aspecto extremamente importante da presente invengao € que ela

€ livre de metais pesados.

6. Visto que a evolugdo clinica da leishmaniose causada por Leishmania
braziliensis é imprevisivel, pois observa-se a auséncia de resposta mesmo em doses
elevadas (ZULFIQAR, Bilal; SHELPER, Todd B.; AVERY, Vicky M. Leishmaniasis
drug discovery: recent progress and challenges in assay development. Drug
Discovery Today, v. 22, n. 10, p. 1516-1531, 2017) a formulagao e o uso de novos

compostos ativos faz-se necessario.

7. Os produtos naturais vém sendo explorados, desde os primordios da
medicina, para o tratamento de diversas doengas que acometem os seres humanos.
Neste sentido, a natureza fornece muitos modelos moleculares (lead structures) que
fundamentaram estudos que contemplam atividade contra a leishmaniose
(POLONIO, Tilman; EFFERTH, Thomas. Leishmaniasis: drug resistance and natural
products. International Journal of Molecular Medicine, v. 22, n. 3, p. 277-286, 2008).

8. O acido cindmico, um produto natural, consiste em um acido aromatico,
proveniente de plantas superiores e sua estrutura molecular € normalmente
encontrada na forma frans. Seus derivados apresentam importantes bioatividades
tais como antioxidante (POZDNYAKOV, D. I. et al. Antioxydant and Endotheliotropic
Properties 4-Hydroxy-3, 5-Di-Tret-Butyl Cinnamic Acid under Conditions of
Experimental Brain Ischemia. Journal of Young Pharmacists, v. 10, n. 2, p. 193,
2018), antibacteriana (DHAMI, Anamika et al. Chemical composition, antioxidant, in
vitro anti-inflammatory and antibacterial activity of seeds essential oil of Zanthoxylum
armatum DC. Collected from two different altitudes of Kumaun region, Uttarakhand.
IJCS, v. 6, n. 6, p. 363-370, 2018), fitotoxicidade (LI, Xiu-zhuang et al. Caffeic acid
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derivatives as growth inhibitors of Setaria viridis: structure-activity relationships and
mechanisms. Phytochemistry Letters, v. 20, p. 208-213, 2017), atividade antifungica
(LIMA, Tamires C. et al. Antifungal activity of cinnamic acid and benzoic acid esters
against Candida albicans strains. Natural Product Research, v. 32, n. 5, p. 572-575,
2018), além de efeitos citotoxico (WANG, Rui et al. Design and synthesis of the
novel oleanolic acid-cinnamic acid ester derivatives and glycyrrhetinic acid-cinnamic
acid ester derivatives with cytotoxic properties. Bioorganic chemistry, p. 102951,
2019) e leishmanicida (GLASER, Jan et al. Antileishmanial and cytotoxic compounds
from Valeriana wallichii and identification of a novel nepetolactone derivative.
Molecules, v. 20, n. 4, p. 5740-5753, 2015).

9. A presente invencgéo apresenta composi¢des que contenham o composto (E)-
3—oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)-cinamato, sintetizado por meio
da esterificacdo de Steglich. Esta metodologia primeiramente descrita por Wolfgang
Steglich em 1978 (NEISES, Bernhard; STEGLICH, Wolfgang. Simple method for the
esterification of carboxylic acids. Angewandte Chemie International Edition in
English, v. 17, n. 7, p. 522-524, 1978) é uma reagao amplamente utilizada para a
sintese de ésteres a partir de acidos carboxilicos e alcoois. Embora eficiente e
suave, a reagcao € comumente realizada usando sistemas solventes clorados ou
amida, que sdo perigosos para a saude humana e para o meio ambiente. As
composi¢des da presente invengao utilizam a acetonitrila, um solvente considerado
mais “verde” e menos perigoso, reagentes de facil acesso, baixo custo e bom

rendimento reacional.

10. Em buscas realizadas em bancos de patentes relacionados ao acido cinamico
e seus derivados, evidenciam, principalmente, o uso nos campos da medicina e
agroquimica. Trabalhos envolvendo atividade leishmanicida também foram

encontrados.

11. O documento de patente WO2017161093A1 descreve o uso de compostos
analogos ao acido caféico, um composto derivado do acido cindmico que apresenta
atividade contra a tuberculose. No entanto, a utilizacdo desse composto nao foi
avaliada contra a leishmaniose apesar de haver referéncias na literatura que
sugerem potencial atividade leishmanicida para compostos derivados do acido
caféico, um derivado do acido cinamico que possui uma estrutura diferente se

comparado a presente inveng¢ao. (GLASER, Jan et al. Antileishmanial lead structures
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from nature: Analysis of structure-activity relationships of a compound library derived
from caffeic acid bornyl ester. Molecules, v. 19, n. 2, p. 1394-1410, 2014.)

12. O documento de patente CN108250156A descreve a obtengao de derivados
do acido cinamico contendo o nucleo oxadiazina que apresentam atividade
pesticida. A sintese dos compostos, no entanto, € realizada por meio de seis etapas,
o dobro de etapas necessarias para a sintese do composto final se comparada com
0 (E)-3—oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)-cinamato da presente
invencao e além disso, foi necessario o uso de atmosfera inerte no meio reacional. O
numero de etapas sintéticas é fundamental para o processo de desenvolvimento de
uma molécula biologicamente ativa. Afeta o rendimento global e gera residuos. E
importante ressaltar que foi avaliada somente a atividade pesticida. Nao ha

avaliagao sobre a atividade leishmanicida.

13. O documento de patente EP3259991A1 descreve o uso fungicida de extratos
de Myroxylon balsamum (L.) Harms, também conhecido como Balsamo do Peru, que
contém em sua composi¢cao ésteres derivados do acido cinamico. Estes, séo
produtos naturais produzidos em quantidades extremamente pequenas. Além disso
o efeito fungicida é obtido através do efeito sinérgico dos constituintes do extrato,
nao sendo possivel, avaliar individualmente o efeito fungicida dos derivados do acido
cindmico. Neste aspecto, o presente pedido apresenta composi¢cdes que contém um
composto, advindo de sintese organica, sendo este uma forma pratica de se obter
quantidades suficientes de determinadas substancias, e somado a isso, traz também
a possibilidade de sintetizar moléculas que ndo ocorrem naturalmente inspiradas em

produtos naturais.

14. O documento de patente US9115106B2 descreve a utilizagdo do 5-hidroxi-2-
hidroximetil-y-pirona, um metabdlito secundario obtido de fungos Aspergillus contra
Leishmania amazonenses. O principal mecanismo de ag¢do deste agente é a
ativagdo da atividade microbicida das células hospedeiras, através do aumento da
producao de superoéxido, do numero de lipossomas, da polimerizacdo do filamento
de actina, microtubulos e aumento do espalhamento, tipico de células ativadas. O
processo de obtengcdo de compostos através de extratos de plantas requer grande
quantidade destas. Além disso, as acdes necessarias para transformar uma planta
medicinal em droga vegetal consistem em aperfeicoar as condigdes de cultivo,

controle de pragas, colheita na fase e época ideal, selecdo e padronizacdo das
278



plantas colhidas, desinfec¢ao das partes vegetais, estabilizagcdo e secagem, diviséo,
controle de qualidade, exame botanico e analises por testes quimicos e fisicos
(BANDARANAYAKE, Wickramasinghe M. et al. Quality control, screening, toxicity,
and regulation of herbal drugs. Modern Phytomedicine, p. 25-57, 2006). Foi utilizado
0 extrato obtido a partir de um fungo, o que limita o processo como um todo. A
extragdo de produtos naturais ocorre em quantidade diminutas e exige grandes
quantidades do material a ser extraido. A sintese organica, utilizada na presente
invencao € uma poderosa ferramenta na obtencdo e uso de um composto que

apresenta atividade contra a leishmaniose.

15. A presente invencao pertence ao campo da quimica medicinal, e refere-se a
composi¢dbes que contenham  (E)-3-oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-
trimetoxi)-cinamato, derivado do acido cindmico contendo nucleo isobenzofuranona
contra as formas promastigota e amastigota de Leishmania braziliensis, podendo as
composi¢des contendo tal composto ser utilizada como modelo para a industria
farmacéutica no que tange ao desenvolvimento de um novo farmaco para o
tratamento da leishmaniose, ja que, o tratamento da leishmaniose atualmente é
limitado, principalmente em fungdo das poucas drogas terapéuticas disponiveis com
alguma eficacia comprovada, as quais sdo na sua grande maioria de aplicagao
injetavel diaria, apresentando muitos efeitos colaterais e longos tempos de

tratamento.

DESCRIGAO DAS FIGURAS

16. Figura 1: Composto (E)-3—oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)-
cinamato (V), com atividade leishmanicida, e demais compostos utilizados em sua
sintese: acido cinamico (), 6-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (ll), 6-

hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (lll) e acido 3,4,5-trimetoxicinamico (1V).

17. Figura 2: Avaliagao da citotoxicidade do composto V sobre macréfagos. Cada
barra mostra a média da percentagem de sobrevivéncia dos macréfagos,
determinada pelo ensaio de viabilidade da resazurina com respectivo desvio padrao.
Cada média representa os resultados de trés experimentos independentes que
foram realizados em quadruplicata. A barra branca (controle positivo) representa
células tratadas com anfotericina B (3,125 ug / mL), a barra preta (controle negativo)
representa células tratadas com DMSO na mesma concentracao utilizada na diluicao
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do composto (0,1%) e a barra cinza representa células tratadas com composto V (10
MM). Todos os dados foram estatisticamente avaliados em relacdo ao controle
negativo por One-way ANOVA, com pos-teste de Dunnett (p<0,05). Nao foram

observadas diferengas significativas.

18. Figura 3: Atividade leishmanicida contra promastigotas extracelulares de L.
braziliensis. Promastigotas da fase logaritmica foram tratadas durante 48 horas com
cada composto e a taxa de sobrevivéncia foi avaliada pelo método da resazurina.
Cada barra mostra a média da porcentagem de sobrevivéncia de promastigotas e o
respectivo desvio padrdo. A barra branca (controle positivo) representa as células
tratadas com anfotericina B (3,125 ug / mL), a barra preta (controle negativo)
representa células tratadas com DMSO na mesma concentracao utilizada na diluigao
dos compostos (0,1%) e a barra cinza representa células tratadas com composto V
(10 uM). *Diferenga significativa do controle negativo pela One-way ANOVA, com
pos-teste de Dunnett de (p<0,05).

19. Figura 4. Atividade leishmanicida contra amastigotas intracelulares de L.
braziliensis. Apds o estabelecimento da infecgdo, as culturas infectadas foram
tratadas por 48 h com cada composto. Em seguida, os macréfagos foram analisados
e os amastigotas liberados foram cultivados até a diferenciacdo dos amastigota em
promastigotas e, posteriormente, quantificados pelo método da resazurina. Cada
barra mostra a média da porcentagem de promastigotas viaveis com o respectivo
desvio padrao. Os resultados sao de pelo menos dois experimentos independentes
que foram realizados com quadruplicata. A barra branca (controle positivo)
representa células tratadas com anfotericina B (3,125 pg / mL) e a barra preta
(controle negativo) representa células tratadas com DMSO na mesma concentragao
utilizada na diluigdo dos compostos (0,1%). *Diferencga estatica do controle negativo

por One-way ANOVA, com pos-teste de Dunnett (p<0,05).

20. Figura 5: Microscopia electronica de transmissdo de culturas tratadas com
DMSO (A) e (E)-3—oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)-cinamato (B,
C). Macréfagos de controle apresentaram parasitas (P) com estrutura bem
preservada e densidade eletrbnica. Parasita tratada com composto V dentro do
vacuolo parasitéforo exibindo grandes I6bulos (B, setas) com nucleo citoplasmatico
contendo organelas como mitocdndrias, irradiando do corpo celular central, indicado

pela bolsa flagelar com dois flagelos (F). Uma vesicula contendo material amorfo (V)
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presumivelmente compreende um autofagossomo para a presenga de multiplas
membranas (ponta de flecha inserida) bem como conteudo citoplasmatico. Parasita
ligado ao vacuolo parasitéforo em macrofagos tratados com composto V (C).
Estruturas eletrodensas (asterisco branco) na periferia celular consistem em
fragmentos destacados de cromatina picnoética; O nucleo € de forma incomum
(cabegas de setas) com evidéncia de picnose inicial (seta). Algumas areas

eletrolucentes também foram observadas (asteriscos pretos).

DESCRIGAO DA INVENGAO

21. A presente invencgao refere-se as composi¢des que contenham (E)-3—oxo-1,3-
dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)-cinamato (V), e seu uso leishmanicida. O
composto é derivado do acido cinamico () contendo o nucleo isobenzofuranona (lll).
As composi¢des propostas apresentam atividade contra as formas promastigota e

amastigota da Leishmania braziliensis .

Sintese do (E)-3—oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)-cinamato (V)

- Sintese da 6-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (ll)

22. A primeira etapa da sintese envolveu a reagao de orto-alquilagao do acido 3-
metoxibenzoico, resultando na obtencdo da 6-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (II)

como um solido branco.
Metodologia de preparo e caracterizacdo da 6-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (ll)

23. A um baldo de fundo redondo de 50,0-100,0 mL foram adicionados o acido 3-
metoxibenzoico (3,0-5,0 g) juntamente com (2,0-5,0 mL) de solugdo aquosa de
formaldeido (37% ml/v), 5,0-10,0 mL de HCI concentrado e 8,0-10,0 mL de acido
aceético. O baldo contendo a solugao resultante foi inserido na cavidade do aparelho
de micro-ondas. Para o aquecimento da mistura, utilizou-se o método pré-
programado do aparelho de micro-ondas utilizado para o propésito de sintese
organica. Aparelho este que permite a realizacdo de reacdes de sintese organica
com seguranga, com controle preciso de temperatura, pressdo e campo magneético
submetido. O método consiste da utilizagdo de refluxo, agitacdo magnética e
irradiacdo da mistura de reacéo por vinte minutos utilizando a poténcia 100-150 W.
Decorrido este periodo, a andlise da mistura de reagdo por CCD mostrou que o
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acido 3-metoxibenzoico havia sido completamente consumido. O volume da solugéo
foi, entdo, reduzido em evaporador rotativo e em seguida foi adicionada 10,0-30,0
mL de solugdo saturada de bicarbonato de potassio até pH 5-6. A fase aquosa
resultante foi extraida com acetato de etila (20,0-30,0 mL). Os extratos organicos
foram reunidos. A fase orgéanica resultante foi seca com 0,5 - 2,0 g de sulfato de
sodio, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O material resultante foi
purificado por recristalizagédo utilizando como solvente acetona e caracterizado por
espectroscopia no infravermelho, ressonancia magnética nuclear (RMN 'H e °C) e

espectrometria de massas.

24. Dados Espectroscopicos

25. CCD: R¢= 0,31(hexano/acetato de etila 2:1 v/v).

26. T 118,0-119,5°C

27. IV (ATR) Vmax 3481, 3085, 2953, 2848, 1754, 1620, 1277, 1247, 1054, 1018,
992, 725, 692, 545 cm™.

28. RMN de "H (300 MHz, CDCl3) & 3,86 (s, 3H; -OCHs); 5,26 (s, 2H; H-3); 7,22-
7,38 (m, 3H; H-4, H-5, H-7).

29. RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 55,7 (-OCHs); 69,5 (C-3); 107,4 (C-7); 122,8
(C-5); 123,0 (C-4); 126,9 (C-8); 138,8 (C-9); 160,5 (C-6); 171,2 (C-1).

30. CG-MS m/z: 164 ([M]*, C1oH1002).

- Sintese da 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (I

31. A 6-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (ll) foi submetida a posterior reacédo de
desmetilacdo resultando na formacédo da 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (lIII)

como descrito abaixo:
Metodologia de preparo e caracterizagdo da 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (1)

32. A um baldo de 50,0-100,0 mL adicionou-se o composto (I) (0,1-0,6 g). Em
seguida foram adicionados 5,0-7,0 mL de HBr (48% m/v). O baldo contendo a
solugao resultante foi inserido na cavidade do aparelho de micro-ondas. Para
irradiacdo da mistura, utilizou-se o método pré-programado do aparelho de micro-
ondas utilizado para o propdsito de sintese organica. O método consiste da

utilizacao de refluxo, agitagcdo magnética e irradiagdo da mistura de reagao por vinte
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minutos utilizando a poténcia de 100-150 W. O volume da solucdo foi, entao,
reduzido em evaporador rotativo e em seguida foi adicionada solugéo saturada de
bicarbonato de potassio até pH aproximadamente 6. A mistura resultante foi
transferida para um funil de separacéo e a fase aquosa foi extraida com acetato de
etila (20,0-30,0 mL). Os extratos organicos foram reunidos e a fase organica
resultante foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada sob pressao
reduzida e caracterizado por espectroscopia no infravermelho, ressonancia

magnética nuclear (RMN 'H e ®C) e espectrometria de massas.

33. Dados Espectroscopicos

34. Caracteristica: solido branco.

35. CCD: Rf =0,26 (hexano/acetato de etila 2:1 v/v).

36. Tf:197,1-198,7°C

37. IV (ATR) Vmax: 3214 (banda larga), 1722, 1598, 1505, 1449, 1227, 1192, 1055,
773,539 cm™,

38. RMN de 'H (300 MHz, CD;0D) &: 5,25 (s, 2H; H-3); 7,15-7,18 (m, 2H; H-5, H-
7); 7,40 (d, 1H, J = 9,0 Hz; H-4).

39. RMN de *C (75 MHz, CD;0D) &: 70,1 (C-3); 109,6 (C-7); 122,7 (C-5); 123,2
(C-4); 126,5 (C-8); 138,3 (C-9); 158,6 (C-6); 172,5 (C-1).

40. CG-MS m/z: 150 ([M]+, CoHgOo).

- Sintese do 3,4, 5-trimetoxicinamato (IV)

41. O 3,4,5-trimetoxicinamato (IV), um derivado do acido cinamico (l), foi
preparado através do 3,4,5-trimetoxibenzaldeido e &acido malbnico, disponiveis

comercialmente, como descrito a seguir:
Metodologia de preparo e caracterizagdo do acido 3,4,5-trimetoxicinamico (IV)

42. A um baldo de fundo redondo 25,0-50,0 mL foram adicionados, &acido
malénico (1,0-2,0 g); 3,4,5-trimetoxibenzaldeido 0,1-1,0 g em piridina (5,0-10,0 ml).
Adicionou-se entao piperidina (1,0-5,0 mL). O baldo contendo a solugao resultante
foi inserido na cavidade do aparelho de microondas. Utilizou-se o método pré-
programado do aparelho de micro-ondas utilizado para o propésito de sintese

organica. O método consiste da utilizacdo de refluxo, agitagdo magnética e
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irradiagcdo da mistura de reacdo por vinte minutos utilizando a poténcia de 150-
200W. A mistura da reacao foi entdo vertida em banho de gelo e adicionou-se
lentamente 10,0-20,0 mL de acido cloridrico (1:1 v/v). A mistura resultante foi filtrada
a vacuo em funil sinterizado. O residuo foi lavado com porgdes de agua gelada (4 x
5,0-10,0 mL).

43. Dados Espectroscopicos

44. Caracteristica: sélido branco.

45. CCD: Rf = 0,30 (hexano-acetato de etila 1:2 v/v).

46. Tf: 215,3-219,0°C

47. IV (KBr) vmax: 3134-2905 (banda larga), 2836, 2654, 1689, 1627, 1684, 1121,
827 cm™.

48. RMN de 'H (300 MHz, CDsOD) &: 3,78 (s, 3H, H-11); 3,87 (s, 6H, H-10, H-12);
6,42 (d, 1H, J = 16,2 Hz; H-8); 6,92 (s, 2H; H-2, H-6); 7,60 (d, 1H, J = 16,2 Hz; H-7).
49. RMN de *C (75 MHz, CD50D) §: 52,2 (C-10, C-12); 59,8 (C-11); 105,3 (C-2,
C-6); 117,3 (C-8); 130,1 (C-1); 139,8 (C-4); 144,9 (C-7); 153,6 (C-3, C-5); 169,2 (C-
9).

50. CG-MS m/z: ([M]+ 238, C12H140s).

- Sintese do (E)-3—oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)- cinamato (V)

51. Foirealizada a esterificagdo de Steglich entre a 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-

ona (lll) e o 3,4,5-trimetoxicinamato (IV) como descrito na metodologia a seguir:

Metodologia de preparo e caracterizagao do (E)-3—oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il-

(3,4, 5-trimetoxi)- cinamato (V)

52. A um balao de fundo redondo de 20,0-30,0 mL, contendo uma barra de
agitacdo magnética foram adicionados 0,1-0,3 g de acido (E)-3,4,5-
trimetoxicindmico, 0,3-0,4 g da 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (ll), 0,2-,0,4 g de
DCC e 0,01-0,02 g de DMAP e 10,0-15,0 mL de metanol. O baldo contendo a
solugao resultante foi inserido na cavidade do aparelho de micro-ondas. Utilizou-se o
meétodo pré-programado do aparelho de micro-ondas utilizado para o propdsito de
sintese organica para um sistema aberto com agitacdo magnética durante 40

minutos a uma poténcia de 100-200 W. Apds este tempo a mistura resultante foi
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filtrada e lavada com uma solu¢do aquosa de 10% m/v de acido citrico (2,0-10,0
mL), agua destilada (5,0-10,0 mL) e solug&o saturada de NaCl (5,0-10,0 mL). Em
seguida a fase aquosa foi extraida com acetato de etila (5,0-20,0 mL). Os extratos
organicos foram reunidos e a fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro,
filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O material resultante foi purificado por
cromatografia em coluna e caracterizado por espectroscopia no infravermelho,
ressonancia magnética nuclear (RMN 'H e '®C). O composto (E)-3—oxo-1,3-
dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)-cinamato (V) foi obtido com 66%de

rendimento.

53. Dados Espectroscopicos

54. Caracteristica: sélido branco

55. CCD: Rf = 0,40 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:2:1 v/v).

56. Tf: 189,1-193,6°C.

57. IV (KBr) Vmax: 3026, 2932, 1767, 1740, 1636, 1238, 829 cm™.

58. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d6) &: 5,42 (s, 2H; H-2); 6,87 (d, 1H, J = 16,0
Hz; H-2"); 7,30 (t, 2H, J = 9,0 Hz, H-6’, H-8’); 7,62 (dd, 1H, J1= 8,4 Hz; J,= 2,1 Hz, H-
4); 7,60-7,60 (m, 2H; H-3’, H-3); 7,87-7,92 (m, 3H; H-6,H-5",H-9").

59. RMN de "*C (75 MHz, DMSO-d6) &: 70,5 (C-2); 116,5 (d, JC-F=21,8; C-6’, C-
8); 117,1 (d, J=2,3 Hz; C-2’); 118,4 (C-6); 124,7 (C-3); 126,8 (C-4); 128,8 (C-7);
130,9 (d, JC-F=3,1Hz; C-4’); 131,6 (d, JC-F=8,7 Hz; C-5, C-9’); 145,1 (C-8); 146,1
(C-3"); 151,2 (C-5); 164,2 (d, JC-F=248,3 Hz; C-7’); 165,7 (C-1’); 170,3 (C-1).

Composigcoes

60. As composigcdes caracterizam por conter o (E)-3—oxo0-1,3-
dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)-cinamato (V), associado a antioxidantes,
conservantes, estabilizantes, polimeros, entre outras substancias farmacéutica e
farmacologicamente aceitaveis na elaboracdo de compostos com atividade

leishmanicida, para uso no tratamento da leishmaniose.

EXPERIMENTO DE DEMONSTRAGAO
Ensaio Biolégico

61. Para o bioensaio, foi determinada a toxidade do (E)-3—oxo-1,3-

dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)-cinamato (V) contra as formas
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promastigota e amastigota da Leishmania braziliensis.Os resultados estao

apresentados nas Figuras 2 e 3 deste documento.

62. O composto derivado de acido cinamico (V) foi dissolvido em dimetilsulféxido
para obter uma concentracdo de 10 mM. A solubilizagdo dos compostos foi avaliada
por microscopia de luz. Posteriormente a solugdo foi diluida com agua ultrapura
esterilizada para o preparo de suma solu¢do 0,5 mM. Armazenou-se no freezer a -

20°C até o uso.

63. A toxicidade para macréfagos RAW 264,7 (células hospedeiras) foi avaliada
pela medida da viabilidade celular usando o método da resazurina (M.S. Bastos, L.
A. Souza, T. S. Onofre, A.S. Junior, M.R. Almeida, G.C. Bressan, J.L. Fietto,
Achievement of constitutive fluorescent pLEXSY-egfp Leishmania braziliensis and its
application as an alternative method for drug screening in vitro, Mem. Inst. Oswaldo
Cruz, v.112, p. 1565-159, 2017). A citotoxicidade para macrofagos foi realizada em
microplaca de 96 pogos, semeando 200 pL / pog¢o de suspensdo de células (2,5 x

105 células/mL). Os resultados estdo apresentados nas Figura 4 deste documento.

64. Quatro controles internos foram utilizados nos ensaios, a saber: 1) Branco
com meio RPMI suplementado; 2) Controle de macrofagos sem tratamento; 3)
Controle do composto leishmanicida conhecido, Anfotericina B (3,125 ug / mL); e 4)
O controle de DMSO adicionado aos macrofagos na mesma concentragao utilizada

na diluicdo dos compostos (0,1%), como mostra a Figura 4.

65. O composto foi avaliado trés vezes em quadruplicata (Figura 4). A reducéo da
resazurina foi calculada conforme descrito por Diniz (M.A. Vannier-Santos, U. Lins,
Cytochemical tecniques and energy-filtering transmission electron microscopy

applied to the study of parasitic protozoa, Biol. Proc. Online, 3 (2001), 8-18).

66. Para avaliacdo morfologica dos efeitos do composto, apdés 48 horas de
tratamento, a amostras foram lavadas 3 vezes em tampao PBS e depois fixadas com
glutaraldeido a 1%, paraformaldeido a 4%, tampao cacodilato de sédio 0,1 M, pH
7,2, durante a noite a 4°C. Lavou-se 3 vezes em tampao de cacodilato de sédio para
remover o fixador e, entao, pos-fixadas em OsO4 a 1%, K3 [Fe (CN)s] a 0,8% e CaCl,
5 mM no mesmo tampao. A desidratagcdo das amostras foi realizada em acetona
graduada (15-100%), e as amostras foram imersas em resina constituida de
polimeros, anidrido de acido succinico, anidrido metilico de Nadic e 2,4, 6- tris-
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dimetilaminometilfenol, utilizada como meio de inclusdo para analise, polimerizada a
60°C por 48 horas. Secobes ultrafinas foram coradas com solugcbes aquosas de
acetato de uranila a 7% e nitrato de chumbo a 4%, e, foram examinadas em
microscopio eletronico de transmissdo analitico JEOL-JEM-1011 (VANNIER-
SANTOS, Marcos A.; LINS, Ulysses. Cytochemical techniques and energy-filtering
transmission electron microscopy applied to the study of parasitic protozoa.

Biological procedures online, v. 3, n. 1, p. 8, 2001), como mostra a Figura 5.

67. O ICsy do (E)-3—oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)-cinamato
contra a forma promastigotas foi calculado através de programa de analise

estatisticas e constru¢ao de graficos.

68. O composto foi testado tal nas seguintes concentragdes: 80 uM, 40 uM, 30
MM, 20 uM, 10 uyM, 5 uM, 2.5 uM e 1 uM. Controles positivos e negativos,
Anfotericina B e DMSO, respectivamente, nas mesmas concentracdes citadas
anteriormente. A proporgédo 15:1 de Leishmania/macréfagos foi fixada. A analise de
variancia e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a
p<0,05.

69. O indice de seletividade (IS) foi calculado de acordo com a seguinte equagao.

IS = IC5q calculado contra macréfagos

IC5g calculado no teste de infecgio

ICso L. braziliensis ICs0 Raw 264.7 ICso L. braziliensis Indice de
forma promastigota macrofago forma amastigota | seletividade
(48 horas) (uM) (48 horas) (uM) (48 horas) (uM) as)
7,58 >80 8,27 > 9,67

70. O indice de Seletividade (IS) é uma indicacdo de quanto um composto é mais
eficaz contra o parasita em vez das células dos mamiferos hospedeiros. Quanto
maior o IS, mais seletiva é a droga no parasita e menos toxica para as células de
mamiferos. Para o do (E)-3—oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)-
cinamato o IS é maior que 9,67, o que indica maior eficacia e seguranca para

posterior tratamento in vivo.

71. Em seguida, o préximo passo foi avaliar a agdo dos compostos contra

amastigotas intracelulares de L. braziliensis durante a infeccdo in vitro de
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macroéfagos. A Figura 4 mostra a taxa de sobrevivéncia do parasita apds 48 horas de

tratamento com os compostos.

72. Abordagens ultraestruturas sao indispensaveis na elucidagdo dos
mecanismos de agao dos agentes antiparasitarios (MENNA-BARRETO, Rubem FS
et al. Different cell death pathways induced by drugs in Trypanosoma cruzi: an
ultrastructural study. Micron, v. 40, n. 2, p. 157-168, 2009). A analise de microscopia
eletrébnica de transmissdo de culturas de macrofagos infectados (Figura 5) indica
que, contrariamente as células tratadas com DMSO, corpos celulares lobulados
exibidos tratados com o (E)-3—oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)-
cinamato, que podem ser devidos a citocinese truncada, como relatado em L.
amazonensis tratada com vimblastina (BORGES, Valeria de Matos et al. Cell
structure and cytokinesis alterations in multidrug-resistant Leishmania (Leishmania)

amazonensis. Parasitology research, v. 95, n. 2, p. 90-96, 2005).

73. Imagens indicando autofagia, apoptose e presumivelmente necrose também
foram observadas (Figura 5). A autofagia pode compreender um mecanismo de
escape sob condigbes de estresse, bem como causar morte celular parasitaria e
também estar associada a apoptose em Leishmania (BRENNAND, Ana; RICO, Eva;
MICHELS, Paul AM. Autophagy in trypanosomatids. Cells, v. 1, n. 3, p. 346-371,
2012; ANTINARELLI, Luciana Maria Ribeiro et al. Antileishmanial activity of a 4-
hydrazinoquinoline derivative: Induction of autophagy and apoptosis-related
processes and effectiveness in experimental cutaneous leishmaniasis. Experimental
parasitology, v. 195, p. 78-86, 2018).

74. Esses processos podem estar relacionados ao mecanismo relacionado a
morte celular necrética como ocorre em Trypanosoma cruzi (DOS ANJOS, Danielle
Oliveira et al. Effects of a novel B—lapachone derivative on Trypanosoma cruzi.
Parasite death involving apoptosis, autophagy and necrosis. International Journal for
Parasitology: Drugs and Drug Resistance, v. 6, n. 3, p. 207-219, 2016), ja que a
necrose pode ocorrer apds o inicio da apoptose (PAQUET, Philippe; PIERARD,
Gerald E. Toxic epidermal necrolysis: revisiting the tentative link between early
apoptosis and late necrosis. International journal of molecular medicine, v. 19, n. 1,
p. 3-10, 2007).
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75. As areas eletrolucentes (Figura 5) indicam perda de conteudo citoplasmatico,
isto €, necrose. Assim, o composto (E)-3—oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-
trimetoxi)-cinamato atua inibindo o ciclo celular e induzido autofagia, resultando em

mecanismos de morte celular programada.

76. A combinacdo de um derivado do &cido cindmico com o grupo
isobenzofunanona resultou em um composto com importante atividade contra a

Leishmania braziliesnsis.

77. Os resultados da presente invengdo abrem novas fronteiras para o

desenvolvimento de novas drogas leishmanicidas.

CONCLUSAO

78. O tratamento da leishmaniose atualmente é limitado, principalmente em
funcdo das poucas drogas terapéuticas disponiveis com alguma eficacia
comprovada, as quais sdo na sua grande maioria de aplicagao injetavel diaria,
possuem metais pesados em sua composicdo e apresentam muitos efeitos

colaterais e longos tempos de tratamento.

79. Neste contexto, torna-se extremamente importante a busca por novas
composicdes, livres de metais pesados, contendo compostos que apresentam boa
eficacia e baixo custo. A presente invengao traz valores de ICso do (E)-3—oxo-1,3-
dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi)-cinamato contra as formas promastigotas e
amastigotas iguais a 7,58 e 8,27, respectivamente, além de seletividade (IS) maior
do que 9,67, o que indica grande eficacia do composto contra o parasita, indicando
assim, a grande viabilidade no uso e na composi¢ao contendo o (E)-3—oxo-1,3-
dihidroisobenzofuran-5-il-(3,4,5-trimetoxi) - cinamato. Os resultados obtidos
apresentaram boa viabilidade técnica industrial por apresentarem boa eficacia para a

industria farmacéutica no que tange o tratamento da leishmaniose.
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Abstract

Organic azides are an important and versatile class of chemical
compounds. They present industrial, academic, and biological applications. In
addition, they can be obtained from a variety of synthetic methods. The
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INTRODUCTION

Organic azides are an important and versatile class of chemical compounds
[1]. They present industrial applications [2], are biologically active substances [3], and
present great synthetic utility in conjunction with their easy accessibility via several
synthetic routes [3-5].

The history of organic azides goes back to 1864 when the German chemist
Peter Griss, who first prepared the diazonium salts [6, 7], obtained aryl azides from
the reaction of arenediazonium perbromides with ammonia [8]. Later on, Theodor
Curtius found that the treatment of benzoyl hydrazine with nitrous acid afforded
benzoyl azide. Alkaline hydrolysis of benzoyl azide gave sodium azide which, in turn,
by acidification resulted in the formation of hydrazoic acid (HN3). In Curtius’
laboratory, a procedure was also developed for the preparation of alkyl azides via the
treatment of alkyl iodides with AgN3. He also discovered that the reaction of benzoyl
azide with hot ethanol gave rise to N-phenylcarbamate [8]. The coversion of acyl
azides to the corresponding carbamates is known as The Curtius Rearrangement
and it is one step involved in the general method that converts carboxylic acids to
amines [9]. Since these initial studies, azides have attracted the attention of several
researchers.

The present book chapter will focus specifically on bis-azides, i.e., organic
compounds presenting two azido (-N3) groups in their structures. It is going to be
covered the utility of them in polymer chemistry, synthetic group transformation, in
the preparation of bioactive compounds, in click chemistry, and in the synthesis of
cross-linked DNA. It is not our intention to make an exhaustive description of all
aspects related to bis-azides.

FUNCTIONAL INTERCONVERSION EMPLOYING BIS-AZIDES

The esterification is an important process in organic chemistry. Esters can be
prepared using mineral acids, a variety of activating agents, and several catalysts
[10]. Ponnuswam and co-authors found that the combination of bis-azides with
trialkyl phosphites or triphenyl phosphine is an alternative method for the preparation
of esters [11]. Thus, treatment of carboxylic acids with 1,3-diazidopropane (1) in the
presence of triethyl phosphite or trimethyl phosphite afforded methyl or ethyl esters
(2-23) in good yields (Scheme 1). Reactions were carried out at room temperature
and under solvent free condition.

The proposed mechanism for this reaction is depicted in Scheme 2 [11].

The inconvenience of the aforementioned method is that the phosphites must
be prepared before running the esterification. Considering this, it was hypothesized
that the trialkyphosphites could be replaced by triphenylphospine. In fact, the reaction
of bis-azide (1) with carboxylic acids in the presence of triphenylphospine and an
alcohol afforded esters with good yields, as shown in Scheme 3.
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The proposed mechanism for the formation of esters (24)-(36) is presented in

Scheme 4 [11].

The chemistry of 3,3-diazidoenones (38) has been recently investigated [12].
These compounds can be prepared from the corresponding 3,3-dichlorovinyl ketones
(37) which, in turn, can be made from 1,1-dichloroethene and acyl chlorides (Scheme

5).
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Scheme 1. Preparation of esters from bis-azide (1) and trimethyl or triethyl phosphites.
Reaction conditions: 1,3-diazidopropane (1) (0.5 mmol), trimethyl phospite/triethyl phosphite
(1.0 mmol) and carboxylic acid (1.0 mmol) were stirred at room temperature for 20 min.
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Scheme 2. Proposed mechanism for the esterification using triakylphosphites.

[¢]
N3/\/\N3 RAOH o
solvent free J\ ~p1
Ph “tiomn. . RTTOTTR
P 1~ rt, min.
Ph” “Ph  R" "OH

eaieas
T e e

(24) 81 % (25) 79% (26) 80 %
i i /\/© i
/@)‘\O/\/\Q /Ej)‘\o /@)J\O/\/\Q
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(28) 81 % (29) 83 % (30) 81%
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@\)OJ\ /\/© : \/o‘ :
0 o™
(33) 77 %
(31) 78 % (32) 81 %
@\ \/\/@ WOV\© WO\A/@
O/YO A 7 o) 70
o (35) 85 % (36) 83 %
(34) 80 %

Scheme 3. Preparation of esters (24)-(36). Reaction conditions: To a mixture of
triphenylphosphine (1.0 mmol), 2-phenylethanol/cinnamyl alcohol (1.0 mmol) and carboxylic
acid (1.0 mmol), 1,3-diazidopropane (1) (0.5 mmol) was added slowly in a drop wise manner
(to avoid accumulation of azide) and the mixture was stirred at room temperature for 10 min.
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Scheme 4. Proposed mechanism for esterification using triphenylphosphine.

Scheme 4. Proposed mechanism of the formation of esters from azides using
triphenylphospine.

(0] Cl AICI3 o cli NaN; (4-5 equiv) (@] N3
—_— 3 =
= 50 3T,
RJ\CI * o CHZClp, -5°C RMCI dry acetone or RJ\/\Ns

. acetonitrile, 0 °C
Acyl chlorides 1,1-dichloroethene 3,3-dichlorovinyl 3,3-diazidovinyl

ketones (37) ketones (38)
Scheme 5. Preparation of 3,3-diazidoenones (38).

The formation of 3,3-diazidoenones (38) was evidencied by NMR
spectroscopy. It was found that these compounds can undergo cyclization to afford
azido isoxazoles (39). This process can be understood considering the nucleophilic
attack of carbonyl oxygen on the nitrogen atom accompanied by N, release. For
dichlorovinyl ketones with aromatic portions, the azidoisoxazoles were obtained in
yields ranging from 52%-62%. (Table 1). The reactions were carried out at room
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temperature in acetonitrile. The fastest conversion of (37d) was associated with the

presence of the electron withdrawing group (-NO) in the aromatic ring [12].

The conversion of 3,3-diazidovinyl ketones in azidoisoxazoles were also
performed in ionic liquids. This was done in order to find more environmentally
friendly alternatives to the tradional organic solvents. As can be seen in Table 2, the
azidoisoxazoles were obtained in good vyields and the best ones were obtained
running the reactions in [emin] [OTf]".

The formation of azidoixosazoles from dichlorovinyl ketones with aliphatic portions
was also investigated and the results are depicted in Table 3.

Table 1. Formation of azidoisoxazoles (39a-d)

o Cl NaN, O Nj CH4CN o-N
AT PNl Naol Lr)J\/KN3 5C—rt rMM

(37a-d) (38a-d) (-N2) (39a-d)

. Time for the Yield of (39)
Starting ketone | Ar conversion of (37a- (%)
d) to (38a-d), h

37a 4-Br-CH, 2.5 (38a) 62 (39a)
37b 4-Cl-C¢H, 3.0 (38b) 56 (39b)
37¢c Ph 4.0 (38¢) 52 (39¢)
37d 3-NO,-C¢H, 1.5 (38d) 61 (39d)

Table 2. Formation of azidoisoxazoles in ionic liquids

SR N = )

= \ . CH "N ,CH,

Hsc’NvNMSHS Fgc—g—o’\\N¥CH HSC/NVNﬁs : HiC Ms_

BF, o ¢ (CoFs)sPFs (CoF5)3PF3
[bmin]*[BF [emin] [OTH] [hmin]*[PF3(CoFs)s] [bmpyrr]*[PF5(CoFs)s]

Yield of compounds (39a-c)

Compou — — 3 T

nd [bmin] [emin]'[O | [hmin]'[PF3(C, | [bmpyrr] [PF3(C,
[BF4] Tf] Fs)s] Fs)s]

39a 70 74 62 57

39b 67 74 63 58

39¢ 65 75 N/A N/A
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Table 3. Preparation of azidoisoxazoles (41e-h)

o ClI NaN; 0 N; o-N
RMCI NaCl | R7 N, Ny S Ns
(37e-h) (40e-h) (41e-h)
. Time for the vield of
Starting ketone R conversion of (41) (%)
(40) to (41), h
37e CH3CH2CH2 36.0 (40e) 30 (41e)
37f CH3CH2CH2CH2 40.0 (40f) 36 (41f)
38g (CH3)2CBr 1.5 (40g) 36 (41g)
39h CF3 1.0 (40h) 40 (41h)

The yields of the azidoisoxazoles (41e-h) were lower compared to the
compounds (39a-d). This fact was ascribed to side reaction to form oligomeric
products. It is likely that enolization of the ketones is responsible for this behavior.
Another possibility is the high volatily of compounds (41e-h) that have low molecular
weight. This fact made the isolation of azidoisoxales (41e-h) in pure form a difficulty
task. In fact, it was not possible to isolate compound (41h) with good purity. Its
formation was confirmed by trapping the azidoisoxazole, via strain promoted alkyne-
azide cicloaddition (SPAAC) [13, 14], with cyclooctyne and forming adduct (42)
(Scheme 6).

N N
o c 0 N o-N | NN N
— — A\ —
Fg,CMCI F3c/u\/\N3 M Na FoC” =
(39h) (40h) FsC (a1n) (42)

Scheme 6. Trapping reaction of compound (41h) with cyclooctyne.

The 3,3-diazidoenones can also react with cyclooctyne to afford 1,2,3-triazoles as
exemplified in Scheme 7 for the reaction of divinyl ketone (38a) resulting in the bis-
1,2,3-triazole (43) in 88% yield. When the reaction was warmed to promote the
converstion of (38a) in azidoisoxazole (39a), subsequent addition of cyclooctine
resulted in the formation of (44) in 93% vyield [12].
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r.t
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o N, | N"@
I e o N
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S
R= p-Br-CGH4 (383) —
(43) 88%

Scheme 7. Preparation of 1,2,3-triazoles from 3,3-diazidoenone (38a).

The azidoisoxazoles are synthetically useful compounds. They can be converted in
1,2,3-triazoles via CuAAC reactions (vide infra for a more detailed discussion
regarding this reaction) as exemplified in Scheme 8 for the conversion of (39b) in
compound (45). Compound (39b) was also converted in 1,4,5-tribustituted-1,2,3-
triazole (46) by reacting it with malodinitrile and sodium etoxide.

o-N_ Nen
— N \)
0N NsN CHy(CN), oN . =-rn <~ N
N - ~ 3 — Ph
= %CN EtONa CuAAc
HoN 79% 81% cl (45)

cl ) c (37b)

Scheme 8. Conversion of isoxazole (39b) into compounds (45) and (46).

To further demonstrate their synthetic utility, azidoisoxazoles (39a-c) were converted
in the phosphorous and nitrogen derivatives shown in Scheme 9.
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a:R=p-Br-CgH, o-N
N
b:R=pClCeHy Lo )N )0\>,NH2
c: Ph R (37a-c) R =
(48b) 75%
P(OEt)3J
o)
I_OEt
o-N o-N_ P
)\>—N:P(0Et)g - )\>—NH OEt
\ \
R R
(51b) 94%

(50b) 96% by NMR

Scheme 9. Conversion of azidoisoxazoles in nitrogen and phosphorus derivatives.

BIS-AZIDES AND CuAAC REACTION

Azides have been widely used in the Copper(l)-catalyzed Alkyne-Azide
Cycloaddition (CuAAC), also known as click reaction [15-18]. In this transformation,
an alkyne and an azide react to afford 1,4-disubstituted-1,2,3-triazole derivatives.
The process is catalyzed by copper(l) species (Scheme 10).

9

; M

Rl—= + R2N, —ull [“N
N’

alkyne azide R

1,4 disubstituted-1,2,3-triazole

Scheme 10. General scheme of the CuAAC reaction.

This important transformation has found applications in the preparation of
pharmaceuticals, agrochemicals, in material sciences, in carbohydrate chemistry,
among others [19-28].

As expected, bis-azides can be engaged in CUAAC chemistry. The review by
Abu-Orabi [29] shows several examples of the use of bis-azides in click chemistry.

More recently, Freitas and co-workers [30] synthesized a series of novel
symmetric 1,4-disubstituted-1,2,3-triazoles via double CuAAC from aliphatic bis-
azides (52a-d) and a tetraethylene glycol bis-azide derivative (52e). The eighteen
derivatives (53a-53r) were obtained with good to excellent yields (Scheme 11) and
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had their cytotoxicity evaluated in vitro against human breast adenocarcinoma (MDA-
MB 231) and ovarian adenocarcinoma (TOV-21G).

CuS0,-5H,0

N~ N, (53a) n=4, R=CzHgN  (80%)
> =4,  R=CgHgl o
NS/M/\N:; + =R sodium ascorbate >J \\< (53b) n=4, R=CgHoO (92%)
n THF/H,0 or CH,Cly/H,0 (53c) n=4, R=C;H,0  (40%)
(53d) n=7, R=CyH,0  (60%)
(52a) n=4 (53¢) n=7, R=C,H;0, (90%)
(52b) n=7 (53f) n=8, R=CsHgN  (77%)
(52¢) n=8 (53g) n=8, R=CyH,0  (50%)
(52d) n=10 (53h) n=8, R=CgHsNO, (60%)
(53) n=8, R= C,H;0, (60%)
(53)) n=10, R=C4HgN  (77%)
(53k) n=10, R=C3H;O (60%)
CuSO,5H,0
. N O (0] N
o fo) o sodium ascorbate A N M g INELLN
Ny TN =R T e oo N_ <
(52¢) CH,Cly/H,0 o =

(531) R=CsHoO  (80%)
(53m) R=CzHs0, (89%)
(53n) R=C,H,0, (89%)
(530) R=CgHs  (90%)
(53p) R= CgHsNO, (100%)
(53q) R=C,H,0  (87%)
(53r) R=C3HsS  (85%)

R=CsHgN R=CsH,0 R=C;H;0 R=CgHs R=CgH,NO, R=CzH;S R=CsHsO R=CzHs0,  R=C,Hz0,

L8688 % A

Scheme 11. Synthesis of symmetrical 1,4-dissubstituted-1,2,3-triazoles (53a-53r).

The MTT cytotoxic assay revealed that the most active compounds were (53j) and
(53q). The latter was more active against MDA-MB 231 cell line comparable to the
standard drug doxorubicin (used as positive control). It is important to mention that
both compounds exhibited better selectivity index than the positive control (Table 4).
The Selectivity Index (Sl) of cytotoxicity was calculated based on the ICsy values
obtained for each compound as follows:

Sl = |C50 Y/ |C50 X,

Where I1Cg X is the IC5¢ value obtained for the MDA-MB 231 and TOV-21G cell lines
and ICsq Y is the IC5q value obtained for WI-26VA4, the human non-tumor cell line
used as a reference.
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Table 4. Results of the cytotoxicity evaluation of compounds (53j) and (53q) against MDA-
MB231 (human breast adenocarcinoma), TOV-21G (ovarian adenocarcinoma), and WI-26VA
(non-tumor human cell line)

Selective Index
ICso (umol L") + SD (SI)

MDA~ | 1ov.

Compound QA?)?A'MB ;(1)%/ WI-26VA 2"3? 21G
+ + +

A AR e
53q 5.07 +1.75 ;14(6)“ 2.47'231 4.74 0.76
Doxorrubicine | 7.22 £ 0.77 zs:i i%i 0.23 0.45

ICs0 = the compound concentration that reduced cell viability by 50%.
SD = standard deviation.

These compounds induced apoptosis in both tested cell lines, as assessed by
BrdU assay. The findings suggested that these structurally simple compounds may
be promising prototypes for antitumoral agents.

The synthetic strategy used for the preparation of compounds (53a-53r) has
also been recently utilized by other researchers [31].

The synthesis of unsymmetrical bis-triazoles via organoclick-click sequence
was examined by Bressy and co-workers [32]. The organoclick step combined a
ketone and an unsymmetrical bis-azide in the presence of proline as the
organocatalyst as shown in Scheme 12. This approach afforded the monotriazoles in
moderate to good yields. It was noticed the formation of azidonilines resulting from a
selective reduction of the aromatic azide function and the obtained yields for them
are shown between parentheses in Scheme 12.
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ketones

i : ¥ H?\
é © dm: Me Me
(54a) (54b) (54c) (54d)
diazides
N3 N, Me N3
N3
N3
Ns N3 N3 N3 N3
(55a) (55b) (55¢) (55d) (55e)
= h
O\ ISy
o N"Nco,H N-N Ns
2% H N\)w /G"\)
i X (20 mol%) rRL n
R n +N/©‘_\,)\,” CH,Cl, L, N N
3 8 (1.5 mi)
(54a-d) (55a-e) 80 °C, MW (56a-i)
(2 mmol) (1 mmol) 1h

A R

(56a) (56b) (56¢) (56d)
63% (7%) 56% (14%) 50% (40%) 62% (19%)

/©)\M /@ﬁm
N-N NN N/',\“N

(56e) (56f) (56g)
53% (7%) 82% (13%) 56% (23%)

IS IO

N=-N N-N

S "N
Me

Me Me Me
(56h) (56i)
61% (13%) 37% (10%)

Scheme 12. Organoclick step of the organoclick-click sequence reported by Bressy and co-workers
[32].

With the compounds (56a-i) in hands, they were submitted to CUAAC reaction (click
chemistry) with different alkynes giving rise to the bis-triazoles (Scheme 13).
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alkines

OH

lﬂ I

(57a) (57b)

(56a-i)
(0.2 mmol)

Ts OH
N.
( Me f CO,Me
(57¢) (57d) (57e)
Fn
NN NN
R Cu(OAc), (5 mol%) N N
‘ t-BuOH, rt, 15 min - 10h
R .
f Lo_ih R
~ m
(57a-e) (58a-0)
(0.3 mmol)

jog e
N<N N=N

N~ N
Ph

(58i) 99%

(581) 89%

R' = CH,OH - (58a) 86%
R’ = Ph - (58b) 98%
R' = CH,NMeTs - (58¢) 99%
R’ = (CH,),OH - (58d) 95%
R' = CO,Me - (58e) 99%

R
A

/©\/ i
NN NN

R' = Ph - (58f) 98%
R' = (CH,),OH - (58g) 79%

N-N
N /% OH

}J

=z

(58h) 97%

o
,N\N N=N
O

Me
N/yph
N=N
N

(58j) 81% (58k) 99%

IO
,N\N N=N
N~
Ol
Me

R' = CH,OH - (58m) 89%
R' = CH,NMeTs - (58n) 78%

OH
oy
\
N-n N=N
N~

Me Me

(580) 94%

Scheme 13. Click step of the organoclick-click sequence reported by Bressy and co-workers

[32].

A one-pot procedure was also developed. In this case, the monoazide intermediate

was not isolated (Scheme 14).

o N3
(54b) N3
(55a)

i) Proline (20 mol%), CH,Cl,

80 °C, MW =N
ii)removal of the volatiles N“
=
iii) Cu(OAc), (5 mol%), t-BuOH (58Kk)
rt, 7h 65%
:_< > (85% in 2 pots)
(57b)

Scheme 14. One pot procedure for the preparation of bis-1,2-3-triazoles.
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SYNTHESIS OF FUNCTIONALIZED MACROCYCLES

Macrocycles bis-iminophosphoranes can be efficiently synthesized via
Staundinger reaction between bis-azides and bis-phosphines as shown in Scheme
15 [33]. Thus, the bis-azide (59a) was converted in cyclic compound (60a) in 79%
yield. The incorporation of heteroatoms in the chain connecting the aromatic rings did
not decrease the yield of the cyclic products (preparation of compounds 60b-60d).

Ph,P-(CH,),-PPh,
_PhoP-(CH,)-PPh,
Ns Nj N N

9% Php L _Ph
P\ Ph
(59a) (60a)

©\/\x/j© Ph,P-(CH,),-PPh, @(\x/j@
Ny Ng - N N

Php 5-Ph
R P<
Ph"\__/ “Ph

(59b) X = O (60b) X = O (95%)
(59¢) X = NH (60c) X = NH (91%)

N Ph,P-CH,-PPh N
Ns Nj 97%

(59d) (60d)

Scheme 15. Synthesis of functionalized macrocyles by means of reaction of bis-azides and
bis-phosphines [33].

Variations of this reaction were developed (Scheme 16). Starting from aldehydes
(61a-b), the imines (62a-b) were obtained and treated with bisphosphines affording
the macrocyles (63a-c) with moderate yields.
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N g _N
'\1?\ CHO + H2N (CH2) NH2 _— N /

(61a) (62b)
H3C CH3
—N N=
thP(CH2)4-PPh2 N 7 | \ N\ N
56% N N N N
PH Ph—{ U_ph Ph
P P2
Ph” Ph
(63a)
CHO TN
N'NI N =N NN
N + HN-CHp)NH, —— N | | N
Ny N N
ph—! N3 NS
Ph Ph
(62c)

RoP-(CH,),-PR, f j:

PhJ R‘P p/R \\Ph
R\ / "R

(63b) R = CH5 (41%)
(63¢) R = Ph (39%)

Scheme 16. Synthesis of macrocycles (63a-c) via imine formation followed by Staundinger
reaction [33].

USE OF BIS-AZIDES IN POLYMER CHEMISTRY

Poly(1-trimethylsilyl-1-propyne) [PTMSP] is a high free volume glassy polymer
and presents extraordinary gas permeability. Cross-linkable films of PTMSP were
obtained from toluene solutions composed of PTMSP and either 4,4-
diazidobenzophenone (64) or 4,4’-(hexafluoroisopropylidene)diphenyl azide (65).
The preparation of these bis-azides was accomplished via diazotization followed by
treatment of the diazonium salt with sodium azide as shown in Scheme 17.
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Scheme 17. Synthesis of bis-azides (64) and (65).

The films were cross-linked via UV-irradiation at room temperature or thermal
annealing at 180 °C. The formation of the films can be understood considering that
photoirradiation or thermal treatment of azides leads to the loss of nitrogen and the
formation of nitrene. This, in turn, can add to double bonds of PTMSP (66) do give
aziridines or insert into C-H bonds to give amines (Scheme 18).

The cross-linked films were tested for the N, and O, gas permeability. It was found
that the cross-linked polymers were less permeable than PTMSP (66) [34].

PREPARATION OF CROSS-LINKED DNA

In this last section, it is pointed out that heterodimeric interstrand cross-linked
DNA was obtained by Xiong and Seella [35]. Their approache involved a double-click
reaction between preformed oligonucleotide duplexes and the bis azide (67)
(Scheme 19).

Ns@XON3 Photoirradiation NOXON

or thermal treatment

CHj3

TMS

Addition to double bonds

A

insertion into C-H bonds

&CHZNH@X@HEZ
Scheme 18. Formation of the cross-linked PTMSP films.
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)I \/N N\\ ]\

N N

Scheme 19. Construction of heterodimeric interstrand cross-linked DNA via double-click
reaction.
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[79) 72}

Scheme 20. Alkynylated nucleotides utilized in the preparation of oligonucleotide duplexes.

The structures of alkynylated nucleotides (68-73), used in the preparation of
oligonucleotide duplexes, which were utilized in the double click-reaction, are shown
in Scheme 20.

It was found that the stability of cross-linked DNA depends on the linker length and
the site of modification. It was worth to mention that cross-linked DNA may be helpful
in cancer therapy [36].
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CONCLUDING REMARKS

This book chapter covered several reports showing the utility of bis-azides.

The usefulness of this class of compounds was demonstrated in functional group
interconversion, in polymer chemistry, in the preparation of macrocycles, and in the
formation of biomolecules. So far, the bis-azides have been mainly applied in the
CuAAC reaction (also known as click chemistry). There are other reports in the
literature related to the use of bis-azides. However, as previously mentioned, it was
not our intention to make an exhaustive discussion concerning bis-azides. Finally, it
is possible to antecipate that many other applications of this class of versatile
compounds will be described in the future.

Conflict of Interests

The authors declare that there is no conflict of interests.

Acknowledgment

One of us (RRT) are greatful to Fudacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas
Gerais (FAPEMIG) for financial support.

[1]
[2]
[3]

[4]
[3]

[6]
[7]

REFERENCES

Brase, S., Banert, K. (Eds). (2010). Organiz azides: Synthesis and applications.
John Wiley & Sons Ltd, United Kingdom, 507 pages.

Haase, J. (2010). Large scale and usage of azides. In: Organiz azides —
Synthesis and applications. John Wiley & Sons Ltd, United Kingdom, 29-52.
Brase, S., Gil, C., Knepper, K., & Zimmermann. (2005). Organic azides: an
exploding diversity of a unique class of compounds. Angewandte Chemie
International Edition, 44, 5188-5240.

Scriven, E. F. & Turnbull, K. (1988). Azides: Their preparation and synthetic
uses. Chemical Reviews, 88, 297-368.

Tanimoto, H. & Kakiuchi, K. Recent applications and developments of organic
azides in total synthesis of natural products. Natural Product Communications, 8,
1021-1034.

Heines, S. V. (1958). Peter Griess — Discoverer of diazo compounds. Journal of
Chemical Education, 35, 187-191.

Yates, E. & Yates, A. (2016). Johann Peter Griess FRS (1829-88): Victorian
brewer and synthetic dye chemist. Notes and Records, 70, 65-81.

311



[8] Huisgen, R. & Munchen. (2010). Foreword. In: Organiz azides — Synthesis and
applications. John Wiley & Sons Ltd, United Kingdom, xiii-xv.

[9] Karti, L. & Czakd, B. (2005). Strategic applications of named reactions in organic
synthesis. Elsevier Academir Prest, Amsterdam, 116-117.

[10] Otera, J. & Nishikido, J. (2010). Esterification: Methods, reactions, and
applications. Wiley-VCH Verlag GmbH & Co, Second Edition, Germany.

[11] Dinesh, M., Archana, S., Ranganathan, R., Sathishkumar, M. & Ponnuswamy, A.
(2015). Bis-azide-triphenylphosphine as a reagent for esterification at room
temperature. Tetrahedron, 56, 6975-6979.

[12] Lemport, P. S., Smolyar, I. V., Khrustalev, V. N., Roznyatovsky, V. A., Popov, A.
V., Kobelevskaya, V. A., Rozentsveig, |. B. & Nenajdenko, V. G. (2019). 3,3-
diazidoenones — new types of highly reactive bis-azides. Preparation and
synthetic transformations. Organic Chemistry Frontiers, 6, 335-341.

[13] Wittig, G. & Krebs, A. (1961). Zur existenz niedergliedriger cycloaline, |I.
Chemische Berichte, 94, 3260-3275.

[14] Sletten, E. M. & BERTOZZI, C. R. (2013). From mechanism to mouse: A tale of
two bioorthogonal reactions. Accounts of Chemical Research, 44, 666-676.

[15] Kolb, H. C., Finn, M. G. & Sharpless, K. B. (2001). Click chemistry: Diverse
chemical function from a few good reactions. Angewandte Chemie International
Edition, 40, 2004-2021.

[16] Tornge, C. W., Christensen, C. & Meldal, M. (2002). Peptidotriazoles on solid
phase: [1,2,3] triazoles by regiospecific copper(l)-catalyzed 1,3-dipolar
cycloaddition of terminal alkynes to azides. Journal of Organic Chemistry, 67,
3057-3064.

[17] Meldal, M. & Tornge. (2008). Cu-catalyzed azide-alkyne cycloaddition. Chemical
Reviews, 106, 2952-3015.

[18] de Oliveira Freitas, L. B., Ruela, F. A., Pereira, G. R., Alves, R. B. & Freitas, R.
P. (2011). The “click” reaction in the synthesis of 1,2,3-triazoles: Chemical
aspects and applications. Quimica Nova, 34, 1791-1804.

[19] Dheer, D., Singh, V. & Shankar, R. (2017). Medicinal attributes of 1,2,3-triazoles:
Current developments. Bioorganic Chemistry, 71, 30-54.

[20] Tron, G. C., Pirali, T., Billington, R. A., Canonico, P. L., Sorba, G. & Genazzani,
A. (2007). Click chemistry reactions in medicinal chemistry: Applications of the
1,3-dipolar cycloaddition between azides and alkynes. Medicinal Research
Reviews, 28, 278-308.

[21] Meghani, N. M., Amin, H. H. & Lee, B. -J. (2017). Mechanistic applications of
click chemistry for pharmaceutical drug discovery and drug delivery. Drug
Discovery Today, 22, 1604-1619

[22] Borgati, T. F., Alves, R. B., Teixeira, R. R., Freitas, R. P., Perdigdo, T. G., da
Silva, S. F., dos Santos, A. A. & Bastidas, A. J. O. (2013). Synthesis and
phytotoxicity activity of 1,2,3-triazole derivatives. Journal of the Brazilian
Chemical Society, 24, 953-961.

[23] Xi, W., Scott, T. F., Klaxin, C. J. & Bowman, C. (2017). Click chemistry in
materials science. Advanced Functional Materials, 24, 2572-2590.

[24] Kushwaha, D., Dwivedi, P., Kuanar, S. K. & Tiwari, V. K. (2013). Click reaction in
carbohydrate chemistry: Recent developments and future perspective. Current
Organic Synthesis, 2013, 90-135.

[25] Liang, L. & Astruc, D. (2011). The copper(l)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition
(CUAAC) “click” reaction and its applications. An overview. Coordination
Chemistry Reviews, 255, 2933-2945.

312



[26] Tabacaru, A., Furdui, B., Ghinea, I. O., Caréac, G. & Dinica, R. M. (2017).
Recente advances in click chemistry reactions mediated by transition metal
based systems. Inorganica Chimica Acta, 455, 329-349.

[27] Moses, J. E. & Moorhouse, A. D. (2007). The growing applications of click
chemistry. Chemistry Society Reviews, 36, 1249-1262.

[28] Kolb, H. C. & Sharpless, K. B. (2003). The growing impact of click chemistry on
drug discovery. Drug Discovery Today, 8, 1128-1137.

[29] Abu-Orbai, S. T. (2002). 1,3-dipolar cycloaddition reactions of substituted benzyl
azides with acetylenic compounds. Molecules, 7, 302-314.

[30] Reis, W. J., Moreira, P. O. L., Alves, R. B., Oliveira, H. H. M., Silva, L. M., Varaotti,
F. P., Freitas, R. P. (2018). Novel symmetrical 1,4-disubstituted-bis-1,2-
3,triazoles: Synthesis by double CuAAC and cytotoxicity evaluation. Current
Topics in Medicinal Chemistry, 18, 1475-1482.

[31] Dugcdd, E., Unlier, D., Celik, F., Sancak, K., Karaoglu, S. A. & Ozel, A. (2016).
1,2,3-bistriazole derivatives via ‘click chemistry’ and their biological evaluation.
Molecules, 21, 659, doi:10.3390/ molecules21050659].

[32] Belkheira, M., El Abed, D., Pons, J. -M. & Bressy, C. (2018). Chemoselective
organoclick-click sequence. Synthesis, 50, 4254-4262.

[33] Molina, P., Arques, M. A. A., Sanches-Andrada, P., Vidal A. & Vinader, M. V.
(1997). Na eficiente preparation of macrocyles containing two tetra-coordinate
phosphorus atoms. Journal of Organometallic Chemistry, 529, 121-125.

[34] Jia, J. & Baker, G. L. (1998). Cross-linking of poly[1-(trimethysily)-1-propyne]
membranes using bis (aryl azides). Jounal of Polymer Science: Part B: Polymer
Physics, 36, 959-968.

[35] Xiong, H. & Seela, F. (2012). Croos-linked DNa: Site-selective “click” ligation in
duplexes with bis-azides and stability changes caused by internal croos-links.
Bioconjugate Chemistry, 23, 1230-1243.

[36] Carrette, L. L., Gyssels, E., De Laet, N. & Madder, A. (2016). Furan oxidation
based croos-linking: a new approach for the study and targeting nucleic acid and
protein interactions. Chemical Communication, 28, 1539-1554.

313



2. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARAUJO, C. R. M.; FILHO, C. A. L; SANTOS, V. L. A; MAIA, G. L. A;
GONSALVES, A. A. Desenvolvimento de farmacos por hibridagdo molecular: uma
aula pratica de quimica medicinal usando comprimidos de paracetamol e
sulfadiazina e a ferramenta virtual SciFinder®. Quimica Nova, v. 38, p. 868-873,
2015.

BARBOSA, T. P.; SOUSA, S. C. O.; AMORIM, F. M.; RODRIGUES, Y. K. S.; DE
ASSIS, P. A. C.; CALDAS, J. P. A,; OLIVEIRA, M. R.; VASCONCELLOS, M. L. L.
A. Design, synthesis and antileishmanial in vitro activity of new series of
chalcones-like compounds: A molecular hybridization approach. Bioorganic &
Medicinal Chemistry, v. 19, p. 4250-4256, 2011.

BOZOROV, K.; ZHAO, J.; AISA, H. A. 1,2,3-Triazole-
containinghybridsasleadsinmedicinalchemistry:Arecent overview. Bioorganic &
Medicinal Chemistry, v. 27, p. 3511-3531, 2019.

DUA, R.; SHRIVASTAVA, S.; SONWANE, S. K., SRIVASTAVA, S. K.
Pharmacological significance of synthetic heterocycles scaffold: A Review.
Advances in Biological Research, v. 5, p. 120-144, 2011.

GOMTSMAN, A. Heterocycles in drugs and drug discovery. Chemistry of
Heterocyclic Compounds, v. 48, p. 7-10, 2012.

HEIN, J. E.; FOKIN, V. V. Copper-catalyzed azide—alkyne cycloaddition (CuAAC) and
beyond: new reactivity of copper(l) acetylides. Chemical Society Reviews, v. 39,
p. 1302-1315, 2010.

PEARCE, S. The importance of heterocyclic compounds in anti-cancer drug design.
Drug Discovery World Summer, s/v, p. 66-70, 2017.

PETROVA, K. T.; POTEWAR, T. M.; CORREIA-DA-SILVA, P.; BARROS, M. T;
CALHELHA, R. C,; CIRIC, A.; SOKOVIC, M.; FERREIRA, I. C. F. R. Antimicrobial
and cytotoxic activities of 1,2,3-triazole-sucrose derivatives. Carbohydrate
Research, v. 417, p. 66-71, 2015.

RODRIGUES, M. P. Sintese e avaliagao de bioatividades de derivados do acido
cinamico contendo o nucleo 1,2,3-triazélico. Dissertagdo (Mestrado em
Agroquimica) — Departamento de Quimica, Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa, 2015.

314



TEIXEIRA, R. R.; GAZOLLA, P. A. R.; DA SILVA, A. M.; BORSODI, M. P. G
BERGMANN, B. R.; FERREIRA, R. S.; VAZ, B. G.; VASCONCELOQOS, G. A.; LIMA,
W. P. Synthesis and leishmanicidal activity of eugenol derivatives bearing 1,2,3-
triazole functionalities. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 146, p. 274-
286, 2018.

TEIXEIRA, R. R.; DA SILVA, A. M.; SIQUEIRA, R. P.; GONCALVES, V. H. S
PEREIRA, H. S.; FERREIRA, R. S.; COSTA, A. V.; DE MELO, E. B.; PAULA, F.
R.; FERREIRA, M. M. C.; BRESSAN, G. C. Synthesis of Nerol Derivatives
Containing a 1,2,3-Triazole Moiety and Evaluation of Their Activities against
Cancer Cell Lines. Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 30, p. 541-561,
2019.

XU, Z.; ZHAO, S-J.; LIU, Y. 1,2,3-Triazole-containing hybrids as potential anticancer
agents: Current developments, action mechanisms and structure-activity

relationships. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 183, p. 1-37, 2019.

315



ANEXO Il

(Dados espectroscoépicos)

316



498 545
mlﬁm.mmm
£32.542
—593.308
805136
841,783
—a09.572
1011 8
107031
1147.05

31949

Iﬁ”“.ll\_ 43093

1486.7

1528 .26
=——1571.48

1636.2

D/NH
Br

3102.93

3347 B4

100+
90+

T T T
= = =
[ o )

(%) erouenwsuel |

80+
40+
304

317

2500 2000 1500 1000 500
NGmero de onda (cm™)

3000

3500

4000

Figura 1 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3a.



6£G°L
vrs L
€65/
£96°/
0.5,
G685/
N%.NW
N%.N\

109°L

9296 —

7.5 7.4 7.3 7.2

7.6

9.65 9.60 9.55

9.70

(ppm)

(ppm)

o
=
(g - I
O— z
)
9-H/.9-H/.z-H \\_me.m
S-H/.S-H/.€-H ESY'E

€-H Jgo.r

AN FGo'L

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.(

4.0

9.0 85 80 75 70 65 60 55 50 45
(Ppm)

9.5

Figura 2 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCl3) do composto 3a.

318



8¢l8lL —

¢veoclh —

bel'lel —

3

CF

ce6vel
886'vCl
Sv0'Gel
660°GCl
€162l

806'8¢) —

€899l —

¢veoch —

118°9¢l —

g6eeel —

¢88°9¢€)L —

9.6'vvl —

121

125

129

(ppm)

9-0/¢-0 -

G-0/.€-0

132.0

0L0°Z€} -
bzeL =
ZSLzeL =
oLzl

- BN
99€°ZeL — (5-

132.5

08€6LL —

ve86ll <

[AZAVASNS
062021

YL 0CL —

(ppm)

145 140 135 130 125 120 115 (110 ) 105 100 95 90 85 80 75 70
ppm

150

Figura 3 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl3) do composto 3a.

319



2000

Numero de onda (cm™)

2500

451 265
W 634471
68,207
710077
TE1 2D
B0S 905
—B84 777
107416
103.09
115031
1186 .50
J‘; 258 .94
o 3mm
138857
1428 52
—_—
—1504.22
1554 93
1622 42
2871 51
)
2075 G5 S
52
[T
2ace
T T T T T _ :
= = = = = & I
= [=3] =] = =2 2 2

(%) elouejwsuel |

500

1000

1500

3000

3500

4000

Figura 4 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3c.

320



986°L
666°1 —
800'Cc—
8L0'Cc—
0e0’c~

12C°€—
8¥C’E

69¢°¢ —

Z€6'9 7 ——
N@@.@\

0167,
wrmNV =

oqm.n\ \
wvm.w\

€66°L —

7.4

(ppm)

2.00 1.95

(ppm)

2.05

3.24
(ppm)

3.28

3.32

7.1

7.7

8.0

b-H/E-H
S-H/z-H
N
o
. Z
@ N ~
o Lagl
L —_ =
Yase
4 [Py =

9-H

S-H

.ml_l_

foov

Tm.m

F/80

6.0

0.0

2.8 24 2.0

4.4 4.0 3.6 3.2

4.8
& (ppm)

5.2

6.0 5.6

6.4

6.8

7.6 7.2

8.0

Figura 5 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCl3) do composto 3c.

321



188°GC —

9G68°0G —

SEVILLA m
TR A ———
0L G-

vzgLLL /.
vsogLlL

w

Ol
6€¢°CCL —
089'v¢l
veL vel
88/L'v¢l
L8 vel

75882t

0c¢v'6Cl
covech

8G8'GEl —

cov'vyl —

A

130

116

118

122
(ppm)

126

v-2/€-D -

§-0/¢D -

9-0 J

€0
S0 U

00—

J-0 -

45 40

30 25 20

35

70 65 60 55 50

75

85 80
5 (ppm)

90

135 125 115 105 95

145

Figura 6 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl3) do composto 3c.

322



W’mmm B84

640377

T20.775

575,858

780482

524,728

~—H54 .36

938,73

1044 24

108315

I|l\l|l|l“|:,_n_.$

1165.4

To62 .42 1 239.05

—1275.36

——1532.80

713.49

2858 .01

2067 93

CFs
j): “NO,

=——1G22.07

132271

T
1000

1004

804

T
=
[L=]

T
=
=t

(%) elouejwsuel |

204

T
500

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Namero de onda (cm™)

Figura 7 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3d.

323



—8.046

AN N~ —
E £82
C")(")("')‘ C'O(Q(O
( Y ‘
T T I e e o 1 T~ T T T T T T T 1
3.86 3.80 3.18 3.14 3.10 3.06
(ppm) (ppm)
[o0] ()]
N~ <
N~ ~
© n
— T T T T T T T I T
720 718 716 714 712 ; op\
(ppm) T
O
- 1
o -
T 0
| in T
| Jk
& & b ‘% Y
[co) [o0] [o0] ()] o
=) =} =} ) <
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.2 7.8 7.4 7.0 6.6 6.2 5.8 54 5.0 4.6 4.2 3.8 3.4 3.0

5 (ppm)

Figura 8 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 3d.

324



ey LS —

1€9'99 —

666°LL1L —

129'0Cl
mow._.w_.//

Loceet
LrL¢ech /

vmv.om_. /
G.y0€)
0c¢s0cl N
mom.omr

Yo' Lyl —

aolL 8yl —

§-0/€-D

9-2/¢-D -

128 126 124 122 120 118
(Ppm)

130

130.0

130.5
(ppm)

131.0

I P

W0 ——

-0 -—]

145 140 135 130 125 120 115 110 105 6200)95 90 85 80 75 70 65 60 55 50
ppm

150

Figura 9 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls) do composto 3d.

325



Transmitancia (%)

100+

BT LABT

80+

L0’ BEGT:

SBIEE

G0

25t 10

CF3

AT ED

8T5'aLe
SOF L1

[Eelepzisle

40 NO,

GED R4

£ LTS b

LI LEG ]

20+

BE'BGT

¥LEED

& ETE
GLELLL

T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 10 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3e.

326



8eL'L — -

19L'+

S8L'L— -

8¢C't —

LGc'e

Glce

66¢°¢c —

YvSs' L —
1662

€.9°L —
6.G°L

GG6°L —

3.26
(ppm)

3.30

1.12

1.16

1.20

3.22

7.54

7.58

(ppm)

(ppm)

GclL— -~

GGl L— -

*HO

7.15

7.18

7.12

(ppm)

_®|I

S-H

EH —

fooe |

Fsow |

=60

=80

9.0

7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
5 (ppm)

7.5

8.0

Figura 11— Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCl;) do composto 3e.

327



€29°¢l —

6G1°9Y —

89€°8LL —
881641 —
Zr96LL —
G60°0Z) /-
ev90zl /

86612} ~

Evv'vel
96¥'vel
6vSvel
c09'vel
8¥G'GCl
6€lL'6Cl
6G€'6C)
€0v'6Cl
Lyv'6cl
06¥'6C1

108°6€L —

8599V —

123

(ppm)

120

126

129

CHs
S

9-D 3

10

15

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20

135 125 115 105

145

5 (ppm)

Figura 12 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do composto 3e.

328



—94 664

763545

.ﬂ| —aa1 973
f%.mmm

o1z Eey

75,334

—1411.78
143616

15298
—I1572.02

1634.49

i “NO,
HN\O

11228

1004

90+

U_

T
=
w

L T
(=) =1
[==] r—

5

(%) eloueywsuel |

40

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Namero de onda (cm™)

Figura 13 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3f.

329



105°€
8eg'e
0SG°€\_
£00°6
GlGe—
€65°€
509'€

9¢€'8 —
LyE8—

0S¥'8~_
vSy'8-"

3.75

8.40 8.35 8.30

1.3

1.5

1.9

2.1

3.55 3.45

(ppm)

3.65

8.25

8.45

8.50

(ppm)

©
e
in
<
< .
b ool |
-~
o
T
N
I
T-H Aﬁv €60
9669~ i |
196'9— | o
N~
N
Y
L&
N
M~
s L i
v L I
€16 L7 = | ©
owms\ ~
9-H =_F ¥6°0

S S-H I 880
a2 TO i I
o o -
g /T ©
S

ooe AN T igo |

€-H QH{ 18°0

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

3.5

4.5 4.0
ppm)

(

6.5 6.0 5.5 5.
4]

7.0

7.5

8.0

8.5

Figura 14 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) do composto 3f.

330



8Y9' Ve~
0v9'5C

y€LCE —

Yye LG —

:m.@:m
@S.@:\
_NN.E\

GL9°LLL \
c0s'8Ll

180°¢cl —

1ze'szl L

11€°GCL
GeV'Gel
4414
v.9°GCl

[ASTALTA
GEL0EL —

980°GLL —

9.0°¢El
allcel M
1G1°¢EL M
Nmr.mmr

L62°9Y| —

E

132.0

132.5

.G-0/.€-0 !
..Vlo [Nv
9-0/¢-0 - —
1Y 20 L
©
[o0]
N
L N
~ E——— |
1S
[oX
r £
©
-
| 8 S U
~ Z N n
g T
O— z
T
©|O - — 3
— €-0
IS
g
~ 50 ¢-0
-0 —

60 55 50 45 40 35 30 25 20

80 75 70 65

85
S (ppm)

90

135 125 115 105 95

145

Figura 15 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) do composto 3f.

331



SeE- 465,495
mmmmma
£20.037
686.215
76T 317 41377
777193
834.268
07 257
1323.83
1357 9
1421.62
= 1493 64
1528.41
= 1572.36
1632.99
3101 N
o
P4
502
©] zZ
3344.31 O
T T T T T ; _
=1 =1 = = i Z T
o o = = 2 = <

(%) erouejwsuel |

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 16 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3g.

332



91T’ L — —

WL — —

8¢ L — —
S0€°L— —

8¢E'L — —

0SE°L ~_
€S€°L

0sb'L — -
9y L~_
1052

s —
Tesd =
PhS'L_
1850 — =

0168 —

9TL'6 —

7.25 7.20
(ppm)

7.30

7.35

7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40
(ppm)

9-H/.¥-H/.9-H/.c-H
G-H/.S-H/.E-H

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
& (ppm)

10.0

Figura 17 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) do composto 3g.

333



9/§°9TT —

9LT'SCT —

§88'9¢T —

$10°0ET —

T6b'LET —

0p9'TET

T89°'TE€T M
PCLTET —
S9LTET e

£6C°SPT —

~
i
~—
T o
L66'L11— Q| \\ =
nw_ _
b4 me.w:\ a
o S80°61T -~ N\ -
i T THS'6TT ~_ ON-
O—f z 686 m:/ o=
- - N'E
1) © W
© o ~
~—
A A o
n < —
765121 — -
o~
(o]
Rl
= [sg]
[aV]
~—
e
. FSE
6£9'¥CT ~— - Ng
969471 — - =
€SLvTT — -
018'42T — - r
<
L 1
o~
~—
#-2/9-0 - _
3
=
-
€D 5
.@lU\_Nlu - W
[40 R \W
6-2/,€-D -
6y — 1
E
.Hl ——]
e}
| =
— o0~
- —'E
- (=5
- (=%
F 2
S T-0 -
[ o~
(32}
i

145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70
& (ppm)

150

Figura 18 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCl3) do composto 3g.

334



431.462 491 318

515,92
552.646
628.815
649,957

684,029

(12589 434

789.187

g16:367
mé/.m.p_u.nm._

911.16

1077 .47

1412.24
1434.09

1572.52
1634.43

3102.93

3346.41

NH

CF,
i “NO,

90+

80+
70+
6
5

(9%) elouejwsued |

40
30

3000 2500 2000 1500 1000 500
NUmero de onda (cm™)

3500

4000

Figura 19 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3h.

335



S90°L —
S60°L —

ObT' L~
8pTL—
0T L —
68T, ~—
L6TL~
0sT'L

197°L W
1971~
YLTL W

08¢°L
96¢°L \

918’ —
PeS’L —

0587
bS5, —

0196 —

7.00

7.10

7.20

7.30

7.62 7.60 7.58 7.56 7.54 7.52 7.50 7.48 7.46
(ppm)

(ppm)

9-H/.S-H/.E-H/.z-H .ﬁm

S-H

€H ———

oot

Fsot

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
8 (ppm)

10.0

Figura 20 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) do composto 3h.

336



T0L'8TT —
LST'6TT — <
ST9'6TT — )
1£0°02T —

119

T
121

SPSTIZT —

T
123

(ppm)

T
125

818'vbC1
LET'STT

T
127

°EL8TT —

[\o}
- N
i
©
L ~
N re
© T
€48 LTI~ _ L E
189721 — ~ 0l
S
()}
- N
i
299'5HT —
i
- ™M
~—
TLLTET L
Ew.EV . _ ~
EZﬂW J\ F @
(19651 —  08TEL |
™
£68'79T — - .
TLEEET ~_ i
PIPEST O~
L&
i
n
- ™M
i

(ppm)

4
L=
i
n
|
——
A ©F
O~ - S
082911~ 1n L =
SP8'ITT~_ (& ~
PTLIT~ =X F
o
C o]
-
~—
€D IJ
S-) L
—3
T-0 ——
N
o
Z
) o~
[32]
50 =% :
3 3%
RN _¢-u4 T
0 ©
o © 3%
o
[V

175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 5(120) 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60
ppm

180

Figura 21 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCl5) do composto 3h.

337



503.415

762.668

538.9
599,066

807.034

_ 842 206
910,76

1014.62
1081.02

1148.51

1211.53
1251.08

ﬂ; 408.18

1433.66
1528.25

1320.28

1489.81

1571.7
1636.36

CF3

3101

3347 .84

NH

Cl

90+

80+

T T T
=] =] =
[1=] 3] =1

70+

(%) elouejiwsuel |

30+

20+

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 22 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3i.

338



1729
1072
€L
6222 ~\
YhT L —
152,
1974

€L

7.0

7.2

(ppm)

7.4

SPYTC
e/
i
el

€19'8 —

1€9°6 —

|
7.6

9-H/.9-H/.Z-H

_J

G-H/€-H

€-H —_—

1.5 1.0

2.0

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
3 (ppm)

10.0

Figura 23 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCl3) do composto 3i.

339



$68°L1T —

TIT6IT —
£9S°6TT —
920°02T —
£8Y°0CT —

98Y'TCT —

8L0°SCT —

9£9°8CT —

€0P°9TT —

SEP'9CT —

€6T°0ET —

S6LTET ~_
LEQTET ~—
8/8'TET —
0Z6'TET

aT9eT —

0pPETET —

668 v —

C-2

[ oo
r o
F €89b21
r vl vel — o
[ © 96L'PTT ~ G —
- YS8HTT
[ o~
- N
—~
r £
= (=5
o
L &
<«
- N
i
[ ©
- N
~—
[ oo
- N
~—
9-2/%-D
=
™
- 9-2/¢-0 -
§-D/€D -
@
i
[e2]
e~
£
Q.
[=%
=
N
(@)
~ Z
o ™ o~
[as] ®
- L _ I
O z
5] ©
©
o
o =
[e2] n <
~—

124.8 124.6 124.4
(ppm)

125.0

125.2

-0 —

145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70
& (ppm)

150

Figura 24 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl3) do composto 3i.

340



512.28

587 05840959

714,687
762.198

842,267
809.032

1097.31
1140.83

1242.01

1323.54

14138
1441.48

1505.05
1672.62

1634.3

jop
Hs;CO

(%) elouejwsuel |

204

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 25 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3;j.

341



958'¢ —

b6v'8 —

€096 —

26’9~
6/6'9 *
¥66'9 \
200,

oc0c "
090°Z ~

S8TL~_
61—
90T —
viee "

69p°L —
LY L —

00S°2L—
L0S°L —

OCHs

725 720 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90

754 7.52 7.50 7.48 7.46 7.44
(ppm)

7.56

(ppm)

6
3

©|I\_m|I\.M|I
\9-H/.2-H

" L

S-H

&-H \J

Froe

Feot

Feco

Faso

3.0

4.0 3.5

4.5

5.5 5.0

6.0
3 (ppm)

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5

10.0

Figura 26 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCl3) do composto 3j.

342



L€5°S§ —

€b0°81T
166°811 —
S56'8TT ~
604611~

£L89°TCT —

8vC'SCT —

0TZ'STT —
TLP'9TT —

LTy LCT —

86S°¥CT
9591
€1LpCT

0LLvTT

SSE9PT —

096'62T —
SLTTET

G8S'TET
929'1€ET
899°T€ET

0TL'TET
£09°8ST —

HOO -
5
|
L@
F e
| g
B o
L ~ (@)
L8 ¥a
— o™ @
L L - I
| m O z .
E 0 © A
L& © ©
L b <
L& @)
- (&)
L [se]
T
6-2/€D - 97—
I €D =
M .@lU\.NnU -
- [40) —
L §-0 —S
L&
L&
—~'e
L 8 1-0
L &
o
Fa
+ by —
L &

165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 1106(105)100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40
ppm

170

Figura 27 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls) do composto 3j.

343



487,955

Mlmmﬁmm

510.072

§51.346

584.454

752.354

805,369

842,008
911.086

1079.85
1105.55
1146.21

1212.31
1251.96

1322.02

1411.37

—1507.45

1572.47

1636.27

CFs
i “NO,

90+

T T T
= [ =]
w (5] =4

(%) elouejiwsuel |

30+

204

T
500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 3k.

)

Figura 28 - Espectro no infravermelho (ATR

344



o
LT — Il < Eo0€
) 3
J
L2 S
61T~ -H -
Wi — 9H - pd
R o
8L~ ,9-H/,C-H r L -z
NG / _ O z
187, — - ™ =N
10872~ _M|I\_M|I [~ o ©
© ™
N
o~ b <
L2 T
o
-~
S ~
YA n _ F N
(E0L-F T = L
vl ) i
F = 00°
FAN/.G-H/.€-H/9-H 61 L
. 6T
N
= 0T |
o
L
@
o
T——— E9%0
n
L
16€°8~ - % £
0968~ S
o
L < -
186 — ® HN ————— =460

345

0.C

0.5

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 70 65 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
& (ppm)

10.5

11.0

Figura 29 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 3k.



a
5 2
x g Rerzs R
m S === O IN
g 8] CEEEE: C-3'/C-5' C-2'/C-6'
| 7 § 8 jo3gs ¢
3 g SELYY o S
-, | N\
1 o~ -
O ¢ n Y
| | L') O
A |
AL
|
T T T T T T T T T
137 136 135 134 133 132 Ju CFs
ppm T T T T T T T T T T 1 4
131 129 127 125 123 121 5 3
(ppm) 5
6
7 NO,
A NH
5' f
wn n ~— o o 1
S % 5 3 8 4
8 8 3 8 )
33 3 3 7 HsC™ 5
[ T
C-6
|
CH;s
T T T T T T T T T T T T T
C-1 1180 1175 117.0 1165 116.0 1155
ppm
l | J e don
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

& (ppm)

Figura 30 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 3k

346



Transmitancia (%)

100
w
80- &
@
@
@
3 s |8
60- = . & 2
w
g |1 g
3 | & L 53
CFs 12 5 &
| 5
w - oy :
404 NH, - g B =
e =
NH é =
&
Br
20
T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 31 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 4a.

347



_6.738
~-6.709
—5.395
—3.734

7.353
- —7.177
7.150

- H-2//H-6'
——7.046
—7.036
—7.008
zZ
T

H-3/H-5

H-6

N
2.051
0{ &

88

«©
o

2

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 gé(l 5.)2 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28
ppm

Figura 32 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) do composto 4a.

348



viLo'€LL /

cclell

mww.w:
LG6°9LL /\
€00°LLL
0S0°LLL

€v9'8LL —

ov6'lel —

0LG9°CEL ~
189¢€L

IvGe'6EL —

bievl —

T T T T T
16 115 114 113 112
(ppm)

T
117

T
118

9-0/.¢-0

S-0/.€-0

\W | N
N
~

0¢9'¢cl —

¥80°9¢h

zeT 9Tl — -

915921 _
9z1 /-

S¥6'9ZL

sie1zL/

6z8'621 — ~ i

130

hae
€0

10 ——

W0 ——

10¢

110

115

120

125

130

135

140

145

150

6 (ppm)

Figura 33 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do composto 4a.

349



Transmitancia (%)

2 FGE

GF3 =
= I o =
40 NH, P 2 2 g
%)
O
5
S
20
o =
5 =
= 2
T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 34 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 4c.

350



vi6'1L
Lc6’L
ce6’ L~
€v6'L
GG6°L
G961
cl6'l

680°¢
¢60°€
mmo.w/ -

e0L'E~ -~
LLLE

vzref =
6zZL°€
gel'e

¢c69— -

€16'9-
11679

6.90

7.02

190 1.85
(ppm)

1.95

2.00

3.20 3.15 3.10 3.05 3.00
(ppm)

6.94
(ppm)

6.98

b-H/E-H

G-H/.Z-H

9-H/p-H/€-H

Foov

Hov

Sl

Fosz

3.2 2.8 24 2.0 1.6 1.2

3.6

4.8 4.4 4.0
5 (ppm)

5.2

5.6

6.8 6.4 6.0

7.2

Figura 35 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCl3) do composto 4c.

351



~ < OO NMAN © ™0 N~ NOO®© e NeoNaNo
R & 3389823 8 3 RS 2228 5 3
8%’; CEIIIT = z Lwow ooy 3 S
| \ SN2 I | ~\ ~\ /A 1 1
CF3
[ 0
m VAL _T
! (IR w Q
™
T T T T T T T T T T T T T T T T T T L_I)
130 128 126 124 122 120 118 116.0 115.5 112.5 112.0 \
(ppm) (ppm)
in
(@]
=~
o
(@]
CF, |
5
4 6
o™ 3 !
LI) 2 NH2
I 5 N1'2|
4';3-
o
(@] <
= S
O @)
|
J‘ N T \ L
T T T T T T T T T T T L T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
145 135 125 115 105 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15

5 (ppm)

Figura 36 - Espectro de RMN de C (75 MHz, CDCl3) do composto 4c.

352



—405 532
m 51 827
818,365
660,275
897 643
538 469
09923
1153.24
1217.73
—_— 126672
1331 25
—————1448.24
1515.19
1620.5
N
I
z
w /\
(@] z o)
_/
2827 .15
3338.2
3430 77
T T T _ _ _
= = N i z T
= = 2 2 2 S

(%) elouejiwsuel |

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 37 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 4d.

353



T T T T T T T T T T T

T T T T T T T T T

34 32 30 28 26

AN ©
[Co 3> i sp]
[©2e>Ne>)
o NN —© o
Yol
2E2588 | 285
SO 0o elg
[l el D L (e I (e} ‘ l
NI 2
I |
/_J‘\//\/M
T T T T T T T T T T T T T - T T T T T T T T T T T T T T T
7.10 7.00 6.90 3.05 300 295 290 285 395 390 385 380 3.75
(ppm) (ppm) (ppm)
© ©
T T
» N
T T
H-3/H-4/H-6 ©
- T S
(9] < o
= S S
N < <
‘ T T T T T T T T T T

T T T T T T T T T T T T T T T T
76 74 72 70 68 6.6 64 6.2 6.0 58 56 54 5.§( 5.0) 48 46 44 42 40 38 36
ppm

Figura 38 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 4d.

354



[A4AN S

L1929 —

L98°LLL
9L6'LLL
996°LLL
vi0 ¢l

6€9°GLL
¢69°GLL
Sv.L'GLL
86.°GlLl

L9L'6LL ~
G..°6L1

290221 —
o
&
182°921
298'9zZ1 \
60,92}
mﬁ.krw
196121

¥96°6Z1 —

60L'Lvl —

\

-
7

9-0/.2-0 —
G-0/.£0 -
o |
[42]
+§
FT8
w0
2 T
L2 z
o
-y
~ 9-0
-y
-0
I~
[ ~ m
W €-0 —
oS
- N -3
/ ~
|~ 0 ]
\TWQ & =
o
L ™

¢O/0 ——0—

85 80 75 70 65 60 55 50

90

145 140 135 130 125 120 115 110 105

150

Figura 39 - Espectro de RMN de C (75 MHz, CDCl;) do composto 4d.

355



566,301
45278
817.025
BET 493
028,742
1120
16372
1232 .56
4 260,69
—_—
368426
1441 13
1514.04
150374 157

T
=4
o z
A

2826 62
570

2033 87
297318

3362 .88

346901

100+

T T
= =
w -

204

(%) elouejiwsuel |

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 40 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 4e.

356



[o0] (o] D M~ — 0 < O
g g 3 8858 § 8§ 5§
NN © © ™ N NN - o o
[ | ! — 7 N | | |
| | |
| | w M
| | |
T T T T T T T T T T L O L O O L A L
715 710 7.05 7.00 6.95 6.90 3.05 3.00 2.95 2.90 1.06 1.02 0.98 0.94
(ppm) (ppm) (ppm)
% )
- NH, 5'
<
|
|
Er,’ T T T T T T T T EC:J
T 425 420 4.15 4.10
o (ppm)
T
©
J I
3 S S S T
@~ © S o
o= - < ©

7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 24 2.0 1.6 1.2
5 (ppm)

Figura 41 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) do composto 4e.

357



8veCl —

EV9' oY —
AZAY"
68C°LLL Vx
ove Ll Nt
wmm._.:

GG VLl
129V~
089'vLL %w
Nmn.v_‘_.

chLgel —

SeLoct— /-

€veoct — //-
|4|

@)

8G5'9¢| —
y65°¢Cl —

€86°9¢C1 —

L16°6€L —
LvL'Evl —

111.0

111.5

114.5

126 125.8
(ppm)

126.6

127.0

(ppm)

%

CF

CH

CH
|

£ ,
PO

9-0 - —

135 125 15 105 95 85 75 65 55 45 35 25 15
6 (ppm)

145

Figura 42 - Espectro de RMN de C (75 MHz, CDCl3) do composto 4e.

358



50,63
(=]
=]
Lo
35079
68233
737 495
—A08 728
863 862
=
<
(=)
107.09
121779
124009
0018 324.09
136219
440 B9
47053 I m
52839 5]
601.76
62503
(=]
=
(=}
(o]
2163 76
N
:
Z { )
(3]
S A \YN
T R=S
[Ny]
o
2855 47
2026 05
=
<
(=]
[ar]
535029
342113
=
L=
Lo
[ar]
=
=
: _ _ ! T T =
= (=] = & X T S
= = 2 o ) >

(%) elouejiwsuel |

Numero de onda (cm™)

Figura 43 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 4f.

359



Sv9'9 —
€199 —

cm@.@v
7667
650°2
€90°L
990°2
¥80°L
180°2
1602~

3.25

3.45

3.55

1.6 1.3

2.2 1.9
(ppm)

3.15

3.35
(ppm)

6.65

6.90
(ppm)

7.00

7.10

H-2'/H-3//H-4'/H-5'/H-6'

J-H/AN/ %N

S-H

% 0ge'el

F 09670]

F 2280
F Log0!f

00001 |

7.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 46 4.2 3.8 34 3.0 2.6 2.2 1.8 1.4 1.0
5 (ppm)

7.4

Figura 44 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCl3) do composto 4f.

360



crl'Ge~
180°9¢

ery'ee —

081G —

vi8'€LL
_‘ww.mrrV _—=

OLBELL T =
wmm.mi \

198°E L) -|L
oveer, /.

5z5'8LL

owm.w:W
Ge98LL L _
069817 "y uum
5.@:\ S

6¥G°611
cLeECL — -

Sv6'0LL — ol
956921 — ——

evaoelL — —3

€8C'eel —

€66°6€1 —

113.5

114.0
(ppm)

124 120 116 114.5

128

S0/ €D -

9-0/.2-0 -

(ppm)

o\

JD

_—
1)
Z N 0
O—= =z
T
9-0
eo—f
S0 J
=
[40 I
T-0-—

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25
5 (ppm)

125 115 105 95

135

Figura 45 - Espectro de RMN de "C (75 MHz, CDCl3) do composto 4f.

361



90+

w
=
70+ B
[
i

8L°E291

64515k

60 CF,

FLEES )

Transmitancia (%)

NH,

NH
>

40+

2B ZEr |

i EEEL

85zl

66'E9L |
L2801

20.4'826—
LJBE L 28—

912’6k

E65 565

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500

NGmero de onda (cm™)

Figura 46 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 4g.

T
1000

T
500

362



1s'e— — r

3.5

T
4.0

(ppm)

4.5

5.0

£67°S — W_ ot

T18'€ — T 02

6.7

T
6.9

7.0

(ppm)
3

€60'S —

T T
73 7.2
5
6
&
! >
3
|

7.4

9-H/S-H/€-H/9-H/.-H —

LY

P

\S-H/.»-H/.£-H

0'€

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

4.5
3 (ppm)

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

8.0

Figura 47 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) do composto 4g.

363



24857721 —

89¢°SCT —
S69°SCT ~
€19t
SST'9¢CT
085°92T ~

850°LTT —

S9Y'6CT —

0CT'eer —

859'6ET —

SEEEPT —

364

o
r o
n
~ r o
= o~
~—
SP6'TTT S
N 166711\ == o 2 "
S tuo.m:w = -
_ L60°ETT
(22} n
L~ — N
~— L mm
s =
<« R
= u N w
P =]
n E —
L N
_ -2
n
- o
J L] . |
(RN N 80€ o:/ =
85E°9TT ~\ =
- ETH'9TT -7 = t
N soort &
- LS
Rl
e
= u L %
o
- &N
- o
¥ FS .
] O T o)
7€6°02T — - L nw € <
POT T — - — ns o)
o r=g )
' L
@] o (@]
o~ o
M= S S
L= S
(&)
MnU —_— o)
= ©
S - =)
9-2/,.¢-D - —1 m
L] w
— Z’
0 I
E - >
0
N
_m|U\_M|U - — N m ~—
- ©)
[ap]
-0 h
P ()
unnz [ - ©
(3]
g I ] [=) M
O zZ_ . 1-D - o
— ()
o ©
Ly S -
.« = =
(@]
()
Qo
L& _._QLU
1
[ee)
<
©
—
>
Ko
L



(%) erouejwsuel |

—
£56.176
765.598
39,903 817.223
—877.873
m 933.069
1056 .59 1086.43
110986
1150.14
1239.02
1337 32
139529
1433.81
1521.69
1587.14
78
N
T
pz4
i T
2at
o
3293.85
3351.7
343077
T T T
[= = =
w = =

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 49 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 4i.

365



18V —

81€'S —

SsL9
9L'9 %

0LL'9~= - =
S8L'9 —~ =

°6L9 * -

089

886'9
066'9
¥66'9
£66'9

EEYS
WL
SoT'L
1L
oLTL
L8TL~C

L6T'L—
S0TL VA

oNNN\
LeeL

9-H/S-H

T
6.9

7.0
(ppm)

T
7.1

7.2

W_ - g0 |

€-H/.S-H/.€-H

9-H/.Z-H

et

. 10

an.N |

2.5 2.0 1.5 1.0

3.0

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
& (ppm)

7.5

8.0

Figura 50 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCl3) do composto 4i.

366



LEV'TTT —

6£5°521
§58'S2T M
9£0°921

sszort
91£°92T —
PETTLZT

600°8TT —

619121 —

6SE°6CT —

T6E°CET —

£€96'6ET —

6L0°THT —

367

o
r ~
n
-~
~ pr—
— N
a
o
- o
(22}
- N
i
< wn
@ . N - o
L
al - S
n
F o
= ET0°ETT =3
g POOETT L . m o
ol m:.m:W =
- POT'ETT
S 10
~N = L
N m
n
g - -8
- & 9Tt 2
- EQ:V - - 1
Em.w:W === - S
625911 ~ .
= .9
£
L2s 2
- 8
€y —— nmv
L o
0 —— o
)
9-2/,.2-0 - o
(=] —~~
Fe -
90 0@ @)
. o
0 ©)
has) — [~ N
3 I
=
§-2/€-D - % | 0w
- N~
N
D 3 O
i g <
z - ()
o N o
g _T >
o FE -0 e
— I— - M
0 © ) - R
© ™
.Hl —
7o) 4| " %
o - m
]
&)
3
L& o)
L
1
-
(o)
©
—
>
Ko
L



ﬁw

657 512
—_— = 720,215
804,904
845,906
998 643
1078 51
177,37
1256 16
1334.6
141473
1488.73
1554.02
ﬂ 1599 08
1740.23
2935 15
I
3072.07 5
e
ZT

O
3336.27

T
[==]
(=]

90+
60

T
=]
[

(%) erouejwsuel |

504

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 52 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 7b.

368



O -~ O NO = =N
e2g 28 gEREee o
@ 6 B ~~ a o
|11 A\ 'I" T
|
AW
! ! ! ' ! ! T T T T T T T
8.95 8.90 ppfls1.185 8.80 8.75 79 18 77 76 75 74 o ‘ ‘
ppm © 400 3.95 3.90 3.85
T ppm
OH
(=)}
]
o
1 5
COOH
|
— NH
128 124
ppm
& 'L 'S 5 L
) S S o= —
o — N O N o~
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
135 12.5 115 10.5 95 90 85 80 75 6(7.0 )6.5 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05
ppm

Figura 53 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 7b.

369



< ~— — NN o
& 3 A8%3 g
[ IR
(@]
2 8
1 9 OH
N . H/\n/
4 6 0

wmw 9 5

(@] O

S NS

oA

[CENG)

N

<«
o y
O N ©

@] |
L - C-8 |
{ O | \
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

 (ppm)

Figura 54 - Espectro de RMN de C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 7b.

370



4.311

— 7.907

—~7.891
—7.517
—7.502
—7.487

H-2/H-6 H-3/H-5
Y H-4 w
_,JJ\L ‘ \ ‘ o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 O 9 8
8.0 7.9 7.8 7.60 755 750 745 7.40 735 7.30 7.25 _
ppm ppm N
H-8 5 2
4 3

N e

ot
(,
L

5

2.00

2.2

T T T T T T T

9.5 9.0 8.5 8.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
& (ppm)

~ 10

(&)

Figura 55 — Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do composto 8b.

371



492.847

88.187
644.113
697646
744556

809.597

—884.967
Wﬁummm
4000.88

1073.15

ﬂPJJ\Gﬁ 94

1109.27

1157.48

1330.91

e 1434.06 1485.08

18131

15844.71
1577.5
1631.74
1681.2

Br

T
=]
P~ =]

(%) erouejwsuel |

504

40

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 9a.

)

Figura 56 - Espectro no infravermelho (ATR

372



YSL'Y —
LIy —
108y —

98t —

$66'9 ~

e

9zz'L
05z'L
STl
mNm.R/
ommg/
Nmmg/
v0b'L
€ebs W
65b"L ~
€6v°L ~
916, —

9€9°L —

6L ~—
96L'L ~
€8 L —

€88 —
6CL'6 —
9088 —

4.70

4.75

(ppm)

4.80

4.85

T T
7.3 7.1 6.9
(ppm)

T
7.5

T
7.7

T
7.9

8.85 880 875 8.70
(ppm)

8.90

£-H

Q90 —

Lore"
PET'E —
L1e—
LT~
S6T'E~_

-6'/H-3"/H-5"/NH/H-5/H-6/

-8/H-9/H-13/H-14/H-15

‘H

4

3'/H-

H

H-7/H

=+ o

w9-H/T-H

/

9T-H/TT-H

3.05

3.15

3.25

(ppm)

W S6'T

W 260 [

et

Fseo |

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

5 (ppm)

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5

10.5

Figura 57 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, DMSO-ds) do composto 9a.

373



16696 — €0 |
76£°95 — D —
97T — /- o
bb8'ozT o) 2
o
6 ~—
i
1
O x =
~ o
SE6'LTT~. poc - ©
66T (T N 2
— o~
ST-D/€1-D - g
£5'87T — - &
112821 — - o
[«)]
8-2/9-2 Q
i
<
8b/°62T — Q_ o
n "
1 o
O 2
. o
b06'Z1T — YES0ZT — S b0 ——
159+ o
106°LTT — £ —
958°02T — oF ~ 19-2/uC-0 —=
Q. . _ = L ™ =
5D I8 800°Z€T in 2]
] ogrzel— - —
oLTTel — = _
' ME
< O [ —a —_——
— o —_—
s S
96b°T2T —
5 1
~  LE0PET— F 9 —
NN — 1
i
020°€2T
650°€2T / o
§60°€7T —= \9- e
ULy €T~
., 4 |-
0SSECl—F b 266861 — ) —————
86°€ZT ! P 3 o
619'€ZT r—E -9
o
o
S P
) - I £
L Q o a8
Ql r— S69°00T — O — 72
T61°L9T — _ 1 — 01D ——
i
6/5°TLT — S BT — s T-0 ——
0£1°921 — — "
L <
Al

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
& (ppm)

180

Figura 58 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 9a.

374



[M-HJ

280.08661

—
=]
=

w
]

co
[

-
=

]
[

(0}
N
H
HN : (¢]
Br

=y
=

[ 5]
]

]
[

—
]

Abundancia Relativa
3
Pt brvre e brr e tevre b berr e b b1l

=

540 545 550 555 560 565 570 575 580 585 590 595 600 605 610
m/z

Figura 59 — Espectro de massas de alta resolugao do composto 9a.

375



499477
90.116

707753

816.716
855.673

1025.95
1116.56

1161.22

+261.23

1333.7

1435.63

1530.41
1579.43

1642.38
1685.49

1004

T T T
= = =
[z=] [ =)

(%) euejpwsuel |

50+

T
500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 9b.

)

Figura 60 - Espectro no infravermelho (ATR

376



[}

14

15

«V-H/E-H/.C-H

A

«GH/«l-H

€-H

1.4 1.3 1.2
(ppm)

1.5

1.6

2.9 2.7

(ppm)

3.1

4.9

5.0
(ppm)

5.1

IST'L~~
69T°L —
L8T'L—

157°L
TN
6872~
N
SPEL~
1867,

00v'2 M
L~
€evL—
esvL—
wy't

1602
165, —
8vS'L~"
0952+

H-3'/H-4'/H-5/H-6/H-7/H-8/H-9/H-13/H-14/H-15

6v8°L —
898'L —

605’8 —

666'8 ~_
8106~

YLE6—

7.1

7.2

7.3

7.4
(ppm)

7.5

7.6

9.0 8.5 7.95 7.90 7.85 7.80
3 (ppm) (ppm)

9.5

=

TH <

9L-H/Z1-H

9-H —

-

%oﬁ.m

W s6c |
F 60

Foot

F 960

F 660

F 660

0.5

2.0 1.5 1.0

2.5

3.0

3.5

4.0

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5
3 (ppm)

10.0

Figura 61 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 9b.

377



7E8'€C—
906°SC —

085°9€ —

£10°€S —
£5€'9§ —

§C9'8ET —

STELPT —

T0T°£9T —
0£L°0LT —

<+ )

w2/ WTD -

€D

wmm.m:
omm.o: Wu
809°9TT

€12°0CT
L2€71TT NS
99€°1ZT Wn
T0b°TCT
089°1Z1T v

ETY'ECT —
arvaa

6Ch vl N
PPLYTT ~C
€90°SCT —

EIT°9¢T —

§28'921 — JI-0 \L

w6 cei— 91-2/21-D -

mw_wavmﬂ-u\mﬁ-u -
¢ 8-2/9-0 —

wostt—  6-D/6-) —=

srzer— LD -

greeer —PI-D —
gssreet —F1-D —

127

128
(ppm)

129

130

134 133 132

135

123 121 119 117
(ppm)

125

(ppm)

WSO/ T ]
0 —

wED ———

170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10
3 (ppm)

180

Figura 62 - Espectro de RMN de C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 9b.

378



[M + H]*

496.22119

—
]
[ ]

90

80

70

60

a0

40

Abundancia Relativa

30

20

10

. e

I"'I"'.'I"'I"'|"'I"'I"'I"'I"'|"'I"'I"'I"'I"'|"' | R
500 510 520
m/z

U‘ | IR N A | | I I R | IR L | IR R |

[ LA T O T
450 460 470 480 490

Figura 63 — Espectro de massas de alta resolugao do composto 9b.

379



482.121

100+

1025 .95
1116.5
1161.04
1214.94
1251.23
13337
1378.86
1435 61
1471.43
1530.42
1583.28
1642.38
1687 .42
2939.01
W O
Iz
@]
3291.92 ZT
20%e
o z
T T T
2 =2 2

(%) euejpwsuel |

50+

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 64 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 9c.

380



YOL'T —

-,

WE-H/WT-H -

€-H/\b-H/uT-H \\W

T8V —

060°€ "
9aIT'E—
6vT°€ ~

LETE—

T8
88
168t V
206
£T6'% *
L6V

€8T'L
861'L /
91T, W
scTe
€67,
1€ V
1967,

165°L
VIvL /
oL

bObL~"
28b'L ~
91§, ~
bES'L —
st

5596 —

3.0

3.1

(ppm)

3.3 3.2

T
4.8

4.9

T T T
7.2 7.1 5.0

T
7.3
(ppm)

<

s

T
7.5

(ppm)

08,8 —

008’8 —

€98'9 — —

588’9 — —

6€8°L
958'L —

6.85 6.80

(ppm)

6.90

7.95 7.90 7.85 7.80 7.75
(ppm)

8.70

8.75
(ppm)

T

8.80

-4'/H-6'/H-5/H-6/
-7/H-8/H-9/H-13/
H-14/H-15

H
H

9T-H/¢T-H

AN

)

C¢-H J

E-H

e

Fat I

Foorr

Foor|

1.0 0.5

1.5

10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
3 (ppm)

11.0

Figura 65 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 9c.

381



80v'ST—

EPT'LE—

602°05 —

56°G5 —

9TL'STT —

L¥9'8ET —

688°LYT —

£6'99T —

6EL TLT —

W€D /WD -
€0 —
E—
WD W10
70 ———
866'9TT — < b
-
. €
TeE T — o — n
n | 28
ot — O - =
096'£TT — - |
T06°€7T ~_
8E6'€7T + . .
. T @
00v'b2T — ot
o fas? =
~—
n
n
679'SZT ~_ e
199'521
S
L o~
679'971 — SE
978'971T — 8
©
~— wn
- )
L~
2 o
926'£21 P |
@)
n
ST-D/€1-D ;
Y65 CT ~ —~ - &
SL9'87T
8-2/9-0 ~ L GO —
616621 — ©n
[ o
a
190671 —— 7D ——
6-2/6-0 —
eg1er —PT-D — a
i
-
€
Q.
o
<2
) 0T-0 —
gever— TT-D - -
-0

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
3 (ppm)

180

Figura 66 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 9c.

382



Abundancia Relativa
(%) =Y (] = | (9] (L] E
= = = = = = ] ]

]
o

=
]

CF;

"

[M+ H]*

482.20510

|-

o

"5_|||||||||I||||I||||I||||||||||||||||||||||||||||||
=

....l'....
420

440

460

e
4380

Figura 67 — Espectro de massas de alta resolugdo do composto 9c.

260

e
580

L
600

383



1025.95
1074.16
1160.46
1255.44
132027
1373.08
143398
1488.79
1530 26
1579.43
1639.27
1681 64
2960.22
Iz
(@]

1111.85

100

T
=
w

T T
(= =
(=] [

(%) elrouejwsuel |

50+

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Espectro no infravermelho (ATR) do composto 9d.

Figura 68 -

384



ub-H/uT-H
WE-H/WT-H
o
~
o~
= =n
R = =
_
~ E
(90T~ - g
1Ure— — ~
88L°7— = 3
o
n C-H
«
o~
n
e
(3]
o
L~
_ oM~
orre" 3 . -
HTE~ o ng MMW.M ~
0ST'€ — r - o .
9LT'E~_ B €9¢’L ~
- 8L ~
L & 10€°L o
(] mmm.m/ . 4
bLEL g N
NE N+
wmm.n/ 2 =
- Bv.n/ = =3
6EbL~- ~ o
=) 85b°L ~- T I
© =&
Mo Ly L — n o) .Qlu
109~ - ~ 9L ~ T
aTo'c — _ 3 SES'L 7 =T
. S e/ © ¥ o
829'€ ~_ ~ = ~ + 3
NS =T
[ R Q@
N T
1 9T-H/ZI-H
~N
g
© L —
od 868/ 88
1880 — N
8EL'8 — 9-H —
26y S
wmm.¢/ it ~
. .
@3/ - =
056'% ~& = S
S56'% 7 = R
83\ - =Y s AN =
896'% s
086'%
87H'6 — 166'8 — o AN S
— 5 [
" 1106 — g
&
-
[e)]

Fervr

ot

Fose

F 0

st

E 80

€80

€80

2.5

3.0

3.5

4.0

6.5 6.0 5.5 5.0 4,5
5 (ppm)

7.0

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5

10.0

Figura 69 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 9d.

385



YTb'9E —
05216 —
206°95 —
0Eb'99 —
598'92T — I-0 - S
- L6211 :
809°TT 9
816221 —9T-D/TT-D - | ¥~
— g
(=%
o
c
289801 —ST-D/€1-D -
88t — - @ 859'02T —
8-2/9-D - €
o SPSTZI~ ! ~
i 159121 - -
Q 289’121 4
169'62T — =
1
O
SGE'EZT —
@
~ L
a LLTHTT ~ ol
052°2€T — /D - S66'57T —
116'52T —
~ 927'SZT —
Q& .
660°€ET — P10 - BERCY §50°92T —
92L°€ET — D -
11-D -
(42}
i
T @
£55°8ET — =
o ©
862°96T —
6v7°L9T —
££6°0LT —

€D
e

w2/ ———

WD/ T-D \M
-0 -

125 124 123 122 121 120 119 118
(ppm)

126

b-D ]

W00 ——
OH:U —_—
10—

85 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30

90

100 95

150 145 140 135 130 125 120 115 110 105

180 175 170 165 160 155

3 (ppm)

Figura 70 - Espectro de RMN de C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 9d.

386



[M + H]*

100 498.20026

90

20

40

@ 7(© [M + Na]*
O %

520.18185

Abundancia Relativa

30
20 [M + K]*

10 536.15560

0 ||||||||||||||||||||||||'|||||||||"| |'|||||||I|'||||||i|'||||||||||||||’|||||||||

450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
m/z

Figura 71 — Espectro de massas de alta resolugédo do composto 9d.

387



498.877
74.688
—590.397
740,537
529247
£59.03
1025.85
1078.02
1118.52
170.71
1216.87
1265.08
1331.78
1382.72
1433.86
1481.07
1529.71
1579.43
1629.3
1662.35
(@]
Iz
(o]
zT

T
=]
[

T
(=]
(=]

(%) elouejwsuel |

60+

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 9e.

)

Figura 72 - Espectro no infravermelho (ATR

388



0vL'0~_
85°0
910"

€6/°C
mow.NV
LI8°C—F

mvw.m\

€IT'E
DE.MW
8b1E~
scre”

$9E°C

886" ~—
66€'c "

968'%

womeW
916>\
b26't ~
1260 7
bE6'p \
6y

»S6'v \

YIT'L ~_
;8L —
107,
€972 ~_
w.TL—
10€'L "
69€°L
L8€°L V
$19'8 — gop/
L8v'L V
90§°L —
WL —

Sm.m\
oom.m\
6.5,

9.9'6 —

6€8'L ~—
£88'L —

0.7 0.6
ppm

0.8

0.9

2.9

3.1

3.3

4.85

4.90
ppm

4.95

5.00

T T T T T
75 74 73 72 71

ppm

T
78 77 7.6

7.9

ppm

o
T
=
N
I
—
+ 2
Lag? m
o
Hﬁ
= A
—
zZ
< B}
o™
5=
Ty
T
~
® 5
7
PNl
L <
S
Y
IS
L\
T = 9I-H/ZI-H
9-H ——m
N Iau —_—
8
[ o
3|
1506 — - - e
0206 — -
o
L
()]

F 009

s6€ |

EL60

S0

/60

= 560

E €60

=260 |

0.0

0.5

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

3.5

10.5 100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
d (ppm)

11.0

Figura 73 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 9e.

389



SE9S —

e,

ST —

660'9¢ —

0SL Ly —

Te8°LCT —

C-12/C-16
|

ST-D/€1-D_
8-2/9-0

169°8CT —
164821 —

weszr — 6-2/G-D -

S6T°ZET — /D \IJ_

Y06'EET — 4 S0 J—
Rl
996'SET — ppy—
O
. ¥
€2L'8ET — G ——
€ !
YILEPT — O
S8€°/9T —
029'0£L1 —

wEDMCD -

€0 T/

==

128.5 128.0 127.5
ppm

129.0

129.5

135

ppm

140

145

:.TlU\:HlU I

0 ——

909'STT e
vr9'STT —
€89°STT ~
LTL°STT

\

C-6'
| |
T
115.68
ppm

I
120.7

ppm

890e1 " _ -
geLoar— Y-
654001~ O—
96£°02T

|
120.8

€6€°€CT —

124.0

o
\ O
00£'vCT

[4°R740
9S¢'SeT —
¢/S'STT
988°S¢T N

§50°9¢T /

| HHHJM,A I

126.0

i
9z8'9e1 — () —

127.0

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
& (ppm)

180

Figura 74 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 9e.

390



[M-HJ

100 482 20677

L]
(]

[ae]
=]

=
=

o
=

CF3

n
o

oY
[an]

463.20884

Abundancia Relativa
(%]
(]

— )

(=) o
.
m_||||I||||I||||I||||I||||I||||I|||||||||I||||I||||I
=

48421201

]

™ IR RS RAR) IRAARS MR ™ T
480 485 490 495 200

m/z

T T T
465 470 475
Figura 75 — Espectro de massas de alta resolugdo do composto 9e.

391



495.62

36.19

740.537

.ﬂ”ﬂ"i{

813.212

1490.72
1573.64

1534.62

H531.5

1679.05

el
w
-

593,138

W O
=
(o]
3239.85 -

2

T
(=] ]
w

(%) euejwsuel |

50+

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 76 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 9f.

392



8ET'T
SPT'T k

89T'T ~& = ~
E1 mD.ﬁ* =
651°€ — - o E 66l _
[Ure — - a 881 =
~ mmN.ﬁ\ = <
81€'T r— - - -
TheT uS-H/ub-H/.E-H
0LE'T s
8/€'T - | <@ m
6/5T - —c
% Zm.ﬁ\ — :Ol_l_\:Nl_l_\:Hl_l_
< S@.ﬁ\ = ©
_ 1691 L=
Sty " oE I = .
S69' Y — - Na :VE\ —
Ly~ — e or8'T =
. o
€LY~ _ S/8'T F o~
0 £06'T
< £€6'T
€-H d
R
~
- [ ©
L9~ o
€LL'9— I — @
[ ©
o C-H
[ ©
= v
TARTNG o S W_M
€61'S " - N
€80, ?
~N = —~
Wy = T NE
6L h g
n =
sz T Lo
NOS/ © T _=
zm_m/ — > -
mmm.m/ Y AR — Lo
Sm.m/ L — =
mov.m/ my <«
ol R | =) 8
mom.n/ .m = = n
mmm.n/ T o - N
€8S~ T T s
148, — = ©
FN
988'L
06 L N o 9T-H/CT-H —=
L @
(o]
[ n
[ o
PP
-
5888 — - ==Y W
. L o= —_
106'8 — - p
[ n
L o
[ee]
5956 — F W -—

%oo.m F

'S -

T

Feoz |

Foor |

960 |

E 60

€60

0.5

10.5 100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 70 65 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
& (ppm)

11.0

Figura 77 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-dg) do composto 9f.

393



13

<

4
~ o
seeve—aS-D/0ED - in
L]
£
a8
b6'5T — a0 - S
SLLYT ~ ZT o I
bh6'57 — a & =
= - -
<t
149'C€ — :©|U\:N|U T
>—t | o
SL6'9€ — eow N €D ¢
12408 — W=D ——
o
§69'95 — pc 7D ——
TITHTT ~ S
8LEVTT
SI&V in
1S6'p2T — S
L6LVTT -
RS o 9SEPTT — - %
st/ w3 -
S SL9PTT — - - =
2 1B
0~ S66'PTT — O _ A
e
Ng
= 9TE'STT — - n
o =4
(Vo) ~—
o~
i
n
[¥e)
o
~—
S6£797T — .
816'97T — <
o
~—
£69°0TT — n £ ——
-
C ==
~
)
i
1
ssbTer — o I-0 —
© =
91-2/21-D F _
620871 —
YE9'8TT ~_ _ H
169821~ q_ N Q ]
8-2/9-2 o
0€€'8ET — H b —
regeer —  6°2/6D - =
[ -
102°95T — | = E (0 ——
Fas
s
o
6€0°2ET — PI-0 -——< @
™M
— 9
i
1 F
. O <+ -
s1s7Lot L10°bET — -— 9 01-3
208'14T — 1) —

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
& (ppm)

180

Figura 78 - Espectro de RMN de "C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 9f.

394



[M-HI

100 008.22212

90
80
70
60
50

40

Abundancia Relativa

30

CF,
0 H
i‘uj\%m/ C 500 22416
NH (o]

010.22749

20

10

0 L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L
490 492 404 496G 498 500 502 504 506 508 510 512 514 516 18 20
m/z

Figura 79 — Espectro de massas de alta resolugédo do composto 9f.

395



480.945

28.685

91.74
747347

1107.48
1157.09
1253.51
1327.7
1442.5
1488.79
1532.41
1596.78
1621.85
1676.89
o]
Iz
o

60+

T
[=]
(=

(%) euejpwsuel |

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Espectro no infravermelho (ATR) do composto 9g.

Figura 80 -

396



S
Fm M
e’/ -
6L ~ o g — L3
808 ~_ L @ sTe" ~E
1= < BLT'E~ =
S28'h — E e8re~ S
osgb " we NN M
18y — - N
L& 3
™
_—
<
3 + =
~Z T_n
13 m
==
™M oM r -
1
€69~ T T _ -
1669 — == —= F <
e n -
mE.n/ T F <
6612t O & =
QR.N/ 7 _ N
mmN_R/ =T = o~
. 0 —
:mm/ Lo _ o T
et Lo = F o~ Z
LS N T = N
€EL— 1 = — | < —/ 2) &
oseL S = ~e D .
o~ P + - n & .
68b'L~" m = - N \ i
NE.RW A in = © R
. 1 1 — ‘
95t + + L2
€59, — 9-H - N
- ™~
@«
- ™~
9L~ -
198°L — OHuI\NﬂuI - [}
-~
& T
% 3=
n
@«
98’8 — - ® E
188'8 — - o=
9616 — p J ——
n
]
[ee]

60|

E $6'0

=60 [

0.0

0.5

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 _55 50 45
3 (ppm)

11.0

Figura 81 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 9g.

397



8¢0°LE —

< vy

€Lb°9S —
810°8¢T —

ST-D/ET-D

¢6S°8CT —
9TL'8CT —

:M|U\:M|U

YSEITT —
£00°CET —

6CTbET —

PLEBET —

LT8'THT —
LET YT —

CES'L9T —

8¢9 TLT —

C-12/C-16

/

p1-0 ———

110

P —

_Nlu _
:.H|U h

0eb'61T "

-@IU\:NIU wmm.mﬁﬂr

1
o 8bL'611
B. N
— _mlu
690°02T —
n
[e2]
o
— 06€°02T —
o E
Qs
— QO
n
Q cigoer— LD —
i
rogoer— LD -
<
o
™M
i
o
9
e1ezer— ubD -
<
- ™M
~—
6TbETT
[ g @mv_mSV 9-D
3 19enr —
OL'ETT —
F Mow.mﬁ\
[o2]
- ™M
~—
o w
3 Ol
o
L <
i
10€°92T —

€D ——
— =i
n
(o))
i
i
-0 ——
of
oa
[a\]
i
0
o
o~
i
~
(¥}
o
~—
@«
(e}
o
i
£
Q.
o
v
o~
~—
e
™~
o
i
_MIU -
0 =
i 3
o~ =
—
- —
n
[s2]
o
— —
£
n o
4-. o
o
i
0
n
o
~—
0T-0 —
n -
© -0 ——
o
—

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
5 (ppm)

180

Figura 82 - Espectro de RMN de "C (100 MHz, DMSO-dg) do composto 9g.

398



Abundancia Relativa

100

— ] [ %] o N =)} | oo [{s]

(o] o= o o= = o = o o
.
m_||||I|||||||||I||||I||||I||||I||||I|||||||||I||||I
=

]

CF;

[M-HJ

485

502 17555
50317778
50418101
500 505
m/z

Figura 83 — Espectro de massas de alta resolugao do composto 9g.

399



485.18

90.822

743.729

811.46

1073.25

1106.29
1160.54

.”H\“J‘|F 125257

1328.86

1436.32

1487.93
1517.01

1632.42
1671.99

3031.57
3066.29
(@]

=
o
3301.56 -
Q
S z
s}

T T T ; : _
= = = & L T
o o 2 2 = S

(%) euejpwsuel

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 84 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 9i.

400



€86 —

o
-
(a2}
e — - 3
EETE—
3
osre— 0 o
T g
e — 2 -
06T'c — - o
N
507 — - ™ -
980%— ,9-H/,C-H IR | R
38t -~ <
AN o . )
To£L =Z 108" ~_ _ | 8
mNE/ R 908y — N S T E
e u_n y ™ Dw”vw T = aQ =
65€'L / =T _ ~ €28y
owm.my D = 0v8'y — | 8
6Tt'L T N <
bEb'L oS = ™~
0Sb'L — 4 c
89v'L 7 = 1 ng %
s/ NI N M < ]
wNm.m\ T <
Lhs'L o ©
oL~ < ~
9L~ a9 - X o
1 1 .
T ~ 1
[8L7L~_ - o
678'L 9H N
8L QT-H/CT-H =
0sgL~" / o
N
o
@
[c2)
@3
6v8'8 — - > £
[¢2)
998'8 — g W
o
<
[¢2)
wn
R
@
J

IIJ et I

60|

260

60 [

0.C

0.5

10.5 100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 70 65 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
& (ppm)

11.0

Figura 85 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) do composto 9i.

401



<

15

996'9€ — m-U\
£00°821 ~— -
91-2/21-D ~ -
2 F 3
i
505°95 — . 7 -
1
ST-D/€1-D © 0£9'LTT — G- u\J\\ 3}
186'871 — - % L &
~— i
612821 — g/ —
Qe
aQ ()]
N [ =
i — m
(=%
[=%
<
(2]
2 g
sgs621 — 6-0/G-D — uo-u\:m-u
. R R o €T5°0CT
so621 mSDED - 3 160021 i _
— 7502l ~ s LN
2N o
$10°2€T — ¥1-0 \IL
[a2)
™
- [22]
areer ~ —
eover— 11D ———d st 90 = - -
" 905°€2T ~_ z
129°€2T ~ 3
[42] -
— w99cer #-0 « =
N —_—
~—
~N E —
ne8 -
il 0 —
ol - c =
geT Ao 182'521 —
99€'8€T b0 ——— o §
(s2]
- \Xo}
o~
~—
861921 —
£16'0pT — (D - m .
S85° THT — JJD0 - 658'92T — u - m
015291 — 07-) ——
164221 — w
265 TLT — g 1 -

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
& (ppm)

180

Figura 86 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 9i.

402



[M-H]

100 236.13673

90
80
70
60
a0

40

Abundancia Relativa

30

20

10

1 L

[T T T T 1 T T T T T T 1 11
240 245 550

=

[ I
235 995

m/z

I |
925 230

Figura 87 — Espectro de massas de alta resolugao do composto 9i.

403



688.77
718.849

741.587
01.842

54.086

1031.22
1068.61
TIz102 10165

MA 258.45

_—

1327.83
1439.24
- 1508.88
T531.26
7571 41
1614.85
1676.95
(@]
3185.35 =z
3218.64
O
3336.27 >

2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

2500

T
3000

3500

70
60

(%) elouejiwsuel |

504
4000

Figura 88 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 9;j.

404



0S¢ —

02’6 —

n
N
Al THI'E —
boT'E —
~ ° SLTE—
v ]
6Ly <
118y — N - =
88y~ T W 66T°€ /
268y~ = S gire—
6v8'p 9€T'E
\ - | & 25TE"
< \
o
Lo
it
(32}
I
O
o

S69— C- - —
169~ G-H/EH _

090°2

180°2
\

111°L E-H
mmﬁ/ _
L8T'L :®|I\:N|I —
mON.m/ -~
. %)
_VNNR/ a =
ueL } -
w52
5 -
@m.m/ T o =
S9EL~- N .m -
28E°L~" ¥ -
T0p'L — =3 =
vivL " oL
TSh°L T =
mmz\ ST -
8L + T _
ses L L F -<
1\3\ Ly
29S°L I T
0
i
1
T
8L — = -
N
598, — —- -
1
T
798'8 — -
6/8'8 — -

_ M

7.0 6.9

7.1

7.2
(ppm)

7.3

7.4

7.5

7.6

7.85
(ppm)

7.90

8.85
(ppm)

95

8.

60 [

E 20t

E 60

Fs60 L

€60
L0°C
1T

F10c

0.5

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5
 (ppm)

11.0

Figura 89 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) do composto 9j.

405



n
- wn
wrss—  EHDO - _
- RE
o
o
LLy'95 — D - o
~N
- wn
980°LE —
o™
-~
nw ~—
£10°82T - F&
T91-2/1-D ™ orert ™ r
_ 0_
O L —
1 L
m._”|U\m._”|U r m :m|U\:M|U [ ]
509821 — - 98T'STT — -
7eL'8eT — - F
6-2/S-D ©E
og Foga
| o & -8
N Qo
— i~ .
~
-~
i
in L
- ogossTT @
—
—  0£0'8TT— F =
6E8TT ~—
sigeer— 8-0/9-D - 699BIT ~ o
o Lo~
= -
™M
i
v, S e —
S00°ZET — G F S 9 }
i | - ==
~—
S PSLECT . T R
— 180721~ 3 _
L 690°W21 — e - )
o 10T°bCT
Lo Fooo
¥8E'8ET — — 3 ) ——
L E 105bzI— | w8
a —~
L16°EhT — o 7D —
[32) el 1
o L L
Ol
L [\e}
- N
o —
106'SST — - aoport W) ——
~— — F
ESTHET — T1-0 -
L . -
OLEbET — WD - in 788'921 LR
<
- o
185291 — — N ———
0T1-D
£€9'TLT — ) 1-) ———

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
& (ppm)

180

Figura 90 - Espectro de RMN de "C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 9j.

406



[M-HI

100 232.18602

o
o

o
]

-
=

sy}
[aw]

CF;

(=] %] iy
o o =]

Abundancia Relativa
— Ln
o o
ettt b v bbb bt v bt bl
I=z
o
ZT

o

T ' T LR AR | T
530 535 540 545 950
Figura 91 — Espectro de massas de alta resolugdo do composto 9;j.

407



491,763
691 694
743 191 719.16
80.808
37.242
1069.13
T12T.77 11001
116718

1245.8
1327.81

1673.24

3185.85 w&@\w
3218.64
334592
Q,
T

90+
60

I T
(=] ]
oo =

(%) erouejwsues |

T
500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

(ATR) do composto 9k.

Figura 92 - Espectro no infravermelho

408



L9T°T —

ev02~ ,9-H/uT-H -

0
wnT'L
00z,
81¢°L
SETL
LST'L
0LT’L
68C°L
80€L

TLEL
06€°L
6bbL
L9Y'L
L8Y'L
6v'L
T4WA
324
298,

0S4'6 —

8L —
$98'L —

8Ly
86L'p N
S18%~
618'p

gy

—

/.m-_._\:m-_._\

A
— ==
H =TI
D ==
T
H_
-~ ~
- ®=
A
N KT
~ T
e m.l
e O !
7 £z
\ ~ <
o
I T
o}
-
I
= _
N
T
I

7.80

7.90

A

o
I _
© )
¢-H ﬂ
~ S
< F
mNﬂ.m\ w
~ 0ST'E — F
L RE T9TE “E
= €8T €~ Q
- . o
86T'€ ~_ [ N o~
oﬁN.m/ o™ L
e
o
o \ .
- o
™
@
r o
<
F < <
— !
N
N
N
—
£
mQ
- RE
N
N
L
N
N
N
n
— F R
£  6s88— e
s =%
& oms— S
=)
[
9

Fooer

Fset|

960 |

K 00z

Es60

60

86'T |
T

96T

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

3.5

10.5 100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
& (ppm)

11.0

Figura 93 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 9k.

409



£58°07 —

€0 LE —

510821 -9T-0/2T-D -

884'95 —

gesezr -G T-D/ET-D _
9TL'82T — w|U\®|U -

2g6ct — 6-0/6-D -

002061 5,5-2/,E-D -

: P1-0
66, TET — -
600TET— 4y \M

Wl —  11-) L
0LE°8ET — 1 a®) u
ssTeel— w170 -

Tt — A0 R

TESL9T —

CEITLT —

132 131 1305 130.0 129.5 129.0 128.5 128.0
(ppm) (ppm)

133

134

141 139
(ppm)

143

€CT'STT —

J

T
120 119 118 117 116 115 114

265°8TT ~ R
b16'81T — n -

: s
YETETT — %) -
bSS6TT — -

:©|U\:N|U

°€9°02T — \|J

T
123

985°€71
NG.MEV 9-D =
189°€2T

b06°€2T W i a®)

0v6°€CT

T
124

T
125
(ppm)

L IHMH |

606621 — -0 —

T
126

9LE°9CT —

i
sgort— (G-

C-2

(ppm)

T
121

07-2
-2

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
& (ppm)

180

Figura 94 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 9k.

410



[M-HJ

516.19075

[m] | co w 5
& = = o ]
Lt b cr b r e b b b b b b d

Abundancia Relativa
n
[

NH (o]
40 O
HaC 517.19285

30
20
10 518.19602

0 T 1 A B I R I L L M M R I Ll R B IS LR M) LA MY R R MUY RARAS RS R RARAY LAY WA |II LAY I IR RN RARAN ULRAR WA |

500 505 510 515 520 525 530 535 540

m/z

Figura 95 — Espectro de massas de alta resolu¢gao do composto 9k.

411



497.09

588.758

702.975
=

73 462 797.169

07.193
98.954

1069.34

1216.87

==
1483.61

1521.2

1099.16

1161.32

1347.26

1608.35

1642.56

1676.9

T T T
=] [} P=]
[ [T=] s}

(%) erouejwsuel |

40+

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 96 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 10a.

412



€Ty —
LTy —

4.05

|
4.10
(ppm)

4.15

4.20

9€°L

€8€°L
90t°L
TIv'L
8¢r'L

€EP'L /
'L~

€' L
89t°L \
hhv.h\

A
€18°L
SPSL
¥9S8°L

8S°L

S¥8' L —
968°L AN
PI6°L ~
6’ L —

8996 —

6v0°L — -
TL0°L— -

H-6/H-8/H-3"/

7.15 7.10 7.05 7.00

7.5 '[/7.4 7.3

7.6
(ppm)

T
7.8 7.7

7.9

8.0

(ppm)

w9-H/uT-H

I
@ z2 —
o]

N
F g~
§T6'8 ~ _ m
6£6'8 — - | o
£56'8 - ~

Froe

60 |
TT
10'

Feov ,

Frot

Frot |

0.5

6.5 6.0 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0
& (ppm)

7.0

10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5

11.0

Figura 97 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 10a.

413



35 B » 3 = °
N ™M o m wn (=)} —
N INE=] N :\i @
© © T T - - o
= o - — ~ QN = ®© camnoo <
I i I 8 A RRRR MERRT
. o g 99388 SS§8§
=] o N = [ R R R (AR RA R R
¥ NI SY OV NN/
By ~ o) n "
| ‘ C-2"/C-6
|
CF - -
- =3 S o
C-3"IC-5 /\ S G
| | o
C-4 C-1' I AN
| |
T T T T T T T LI
127 126 125 124 123 122 121 120
-—— 77T T——— (ppm)
135.0 134.5 134.0 133.5 133.0 132.5 132.0 131.5 131.0
(ppm) 3 g8
) o ©
g KR
|l
6
7
C-5/C-9

C-6/C-8

9 | |
T T T T T T T T T

129.5 129.0 1285 1280 127.5 127.0
(Ppm)

Oy
(@]
]

c-4"
c-2

| _C-1
" C-3

L ___
s

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60
3 (ppm)

Figura 98 - Espectro de RMN de "C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 10a.
414



[M-HJ

490.03877

.
]
=

90

80

70

60

a0

40

Abundancia Relativa

30

20

—
]

pre vt v bttt trrv e b bl
@©
Z
I

0 s o s e ey S B B B B B B N ) O A N L N B S S R O L L L L

460 465 470 475 480 485 490 405 500 505 510 515
m/z

Figura 99 — Espectro de massas de alta resolugdo do composto 10a.

415



485,977

549617
f%_a@

721.418

—B836.146
B85, 744

1025.95

1099.23
= 1126.23
1207.23

1261.23

1332.62
1378.86

1435.58
18617.52

T ————— 147143

1579.43
1608 35

1646.43
1678.56

T T
(=] =
[ w

(%) elouejiwsuel |

50+

3000 2500 2000 1500 1000 560
Numero de onda (cm™)

3500

4000

do composto 10b.

)

Figura 100 - Espectro no infravermelho (ATR

416



i
r -
Ny N
-2 F S
g L8TT — n=
n — e - E
i 0 20€'T
ot T | © E g
¥89°C — =~ - ~Ng . &
9697\ — = S8E'T ~_ <
+ - L 004’1 — F o=
' atd
~ 8ep' 1~
~N
N n
- M
n
[
pc
~
| 2 D
- Q.
s
ey — - n
LTy — - [
¢
o
F o
<
n
Lo
~N
[ o
(g}
~N
g€l — a - [ i
. I S
vSE'L — - ~
. o
TOv L~ - | €
Sob'L — ¥ = N
12— T - L~
9L nEe
LT a
~NE
[ o
© L
6052~ + - ~
925, — L /- [
9GL ~ N | o
u_n N
= B L
085 — © 3
86572 — T - L
9192 ~ - ~ 6-H/G-H ———
n
L e
~N -
©
595'8 — Tr ——
n
a -~
N2 QE I
_ E e - a9 z
186 — - o8 #sT6— & I~
666'L — - QY S9T6
o 087°6 —
o
in @
(=} (o)}
0

Feoz

Fsov

Fooz

10T
2ot
o

Froe

Fse1 [

0.5

2.0 1.5 1.0

2.5

3.0

3.5

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
3 (ppm)

10.0

Figura 101 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 10b.

417



0 < o
w0 N < [32] < oN O
88 4% g 82 R &
|/ ®&d 44 3 2 2828 8 gazg | |
= X
\ [ 111 \ /NN
c-4 C-6'
A A
T T T T T T T T T T T
121 120 119 118 117 116
(ppm) T T T T T T T T T T T T T T T T
- N 128 127 126 125 124 123 122 121
h 5 & (ppm)
2 a 8
[
™M (<))
b @
& ]
3
O 0O c-7
o C-6/C-8 C-5/C-9
| | =
- <+
T T T T T T T T T T T T 1 - 1
Cel @]
134.0 133.5 133.0 132.5 132.0 131.5 131.0 LI) S
(ppm) = ~
- 1
T T T T T T T T ‘T' U
129.0 128.5 128.0 127.5 O
- (ppm) |
~— =
5O S
I C-2 |
c-2' ! K
|
[ LML
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
5 (ppm)

Figura 102 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 10b.

418



(M- HJ

100 = 404.15938
90 —
80
70
S 3
'E ]
© 60
e .
. CF
8 50 7 °
= ] Q H
c 40 3 N M o}
3 O
{30:
. 405 16138
20 =
10 =
[]'_|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
390 392 394 396 398 400 402 404 406 408 410 412 414 416 418 420
m/z

Figura 103 — Espectro de massas de alta resolugdo do composto 10b.

419



01.405
65,045

90,397

892.887
95,097 616

1234.23

798867

1083.81
1156.13

1274.12
1331.36

1369.16
1432.64

MM,GD@E

1639.8

1540.62

1669.68

90+

T T
[=] =
w Lo

40

T
(=]
=

80+

(%) euejwsuel

30+

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 10c.

)

Figura 104 - Espectro no infravermelho (ATR

420



o
- N
[a2]
~
[
¥ L]
o0~ H =
fores = - g . o wb
67E— i— 8 S08'T~ T - Fag
bez'e : o= 028'T — ~-
~ T - L @ 98T — N L Feov
“ T
o
o~
A
k oy T
)
n
L
~
5]
= “ o
N o o I\k Fooz
~ T
| 8 vEL~_ _ P
290 — ¥ g YSE'L— ¥ = r~
) = €L~ T - L
LL0Y — mmm.m\ o
o [ <
[ ~N
P
N g
| ¥
© ~
1
wuyr- L |7 o
3 veb'L— 0O |~ L w©
r o €1S.— T - ™~
TS, =
gsst\ N - | i3
) _ 82% I - IN
£88'9 — - = YETANGS =
L &8 T | 3
5069 — - N ~
€& H == w01
@«
[ee] L
0T
£68'8~_ B oS 0y
068 — == o s Fs
268" s L
o - - .
ST 2 6-H/S-H HoT
. Ng
6L — - = o e
626'L — — o
n
9
™~ .
W —= 160
6056 — lek 1960

421

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
8 (ppm)

9.0

9.5

10.0

Figura 105 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-dg) do composto 10c.



- N o
n I < o)) <
v—!v—l u)_ ~ - o
a N ~ N N I
O O < o o™ wn
22 A A <+ ~

- I VON ON QM ~
| - N SVMm NMA O < | |

0 o T Y nmaon N

(=2 O nmnwn T mmm —

o~ ~ NANAN NANANAN o~

= = JARREARRLEA R R =

N Y
CFs

134.314
131.907

— 128.767
— 127.830

ed

C-6/q-8 L e B e
C"S/C-g 129 128 127 126(5 1%5 124 123 122 121
ppm

—

%—
~~—118.122
—117.803

—117.483
—117.163
—115.781

T T T T T T T T T T T T T T T T T

135 134 133 132 131 130 129 128 127

(ppm)
5 0
o O
= =~
T T T :T| FTJ
118 117 116 115 (@] (@]
(ppm) | !
e D
O O
| | C_zl ‘
|
] ‘ I 1 l llh I,
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

& (ppm)

Figura 106 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 10c.

422



[M + H]*

392.15795

—
o
]

a0

80

70

60

20

40

Abundancia Relativa

30 [M + Na)*

20 41413977

10

C

[2M + Na]*

805.28884

300 350 400 450 500 550 600
m/z

Figura 107 — Espectro de massas de alta resolugdo do composto 10c.

6350

00

750

0 ||||||||Jh|m]]'llill|'|L||||||||||||||||"||||||||||||||||||||||‘|||||||

800 890 a00

423



470,55
711 686
520247
912.172
—995, 789
407031
1108.88
1158.85
1259.3
1335.86
130622
1436.72
1520.25
tHO8.78
101007 1659.24
2858.01
2929.36
2960.22

60

T
=]
e

80+

(9%) erouejwsued |

50+

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 10d.

)

Figura 108 - Espectro no infravermelho (ATR

424



wb-H /[ WT-H M

J

89T~
08LC—
16L'C—

§¢S'E—
LEG°E —
8¥S'€ —

9Ty —
W't —

2.80 2.75
(ppm)

2.85

3.60 3.50
]

aaa

NS

NN

420 4.15 410 4.05
(ppm)

88Y'8 —

szT6
6526 ~\
€576
9627'6

-ﬂ'

H-6/H-7/H-8

7.4

(ppm)

7.6

7.95
(ppm)

8.5

(ppm)

:m|I \ :NlI

°HO

6-H / S-H

9H =

184

0'T

0T
Feoe

o

0T |

0°T

0.5

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
3 (ppm)

10.0

Figura 109 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 10d.

425



W8y —

11816 —

8T+'99 —

£00°L1T
bEOLTT

€79°021
€LYTTT S
01S'TCT W.
LPS'TCT
8cL1en v

PeeeT —

965"HTT ~_
8T —
821°S¢T —
T e
§20'9eT "

WD /T -

115

WED /T -

9-0

(ppm)
7
8

924’871 —

segz1— 6°2/6-D

010621 —8-2/9-D - r

SY6'SPT —

66€°CET —

LET'EET —

€65'€ET —

€EV'LOT —
106891 —

\

£ /S

ML

T
127

|

T
128
150 145 140 135 130

(ppm)

129

T
132

VAR

T
133
(ppm)

T -
b0 -

T
134

o

O

85 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30

90

100 95

125 120 115 110_105

175 170 165 160 155

180

& (ppm)

Figura 110 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 10d.

426



[M-H]

100 406.13871

90
80
70
60
20

40

® [M +CI]

Abundancia Relativa

30

20 44211532

10

Prta v b ot b v bevvor b bvsra b bl
o
bl
w

[sn]

Figura 111 — Espectro de massas de alta resolugdo do composto 10d.

427



5977
51.459
707 925
779,107
§25.39
|N\I||I 026.545
095,097
1084.52
1112.84
1166.34
1211.09
1255.44
1332.21
1407.79
1459.86
1528.6
1587.14

—————1A4A 9
2166621

CF3

I T
= (=]
P =]

(%) euejpwsuel

50+

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 10e.

)

Figura 112 - Espectro no infravermelho (ATR

428



uW-H \ wC-H —_—

=@I\=TIHHLM

_J
«
™~ Nn_l_ —
€v'L N
° Al
™~ Em.mW @ L H
°_. 815, I_
6120 — £ ﬁmm.n\ Ny
Q SESL \ ) L2
e . I ~
L£L0— res¢ > g
n 8.5°L © NS
N 185°L T F s
¥SL0— S ey
665'L ©
1192 F =
656'L o
m.&.mW r~
Lv6'L =
Bm.m\. L 2
LR 096'2 ®©
o
J -
654 E
wure— a
S6L'T~ S ©
ms.N/ F o L N
[}
o Wb-H / €-H
AN
L& o
N 1626 — -
o
L RE 6-H / S-H
S0E'6 — - oS
n
2 o~
+ 02€'6 — - %
658 — < 9-H -—
P~ L ™
£ o
w [=%
01y — F S ©
(I
9Ty — o N
$19'6 — wn AN \b
M <

Feo9 |

=1oe

Feoe

10T

60 |

960

0.5

2.5 2.0 1.5 1.0

3.0

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
3 (ppm)

10.0

Figura 113 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-dg) do composto 10e.

429



6171 — WD/ uTD -

—_——
789'vb — 40 N
016'Ly — WED /WD —m—

ek
88T'STT - L
beE'STT 90 - -

120

019°0C1 N
$69°0CT AN
0€L°0ZT

(ppm)

T1E°€CT —

95/'421
$o.m§/
08€'SZT o
RTANN
eroor ©

STL'8CT —

127

veriei— 6-2/8D -

128
(ppm)

8-2/9-D

€6'8¢T —

129

895°€pT — L D ——

90eeeT — /"D —

sgreet— Y0 -

(ppm)

T
135

057297~ T06'SET — I N -
209891 — I I

430

160 150 140 130 120 110 100 80 70 60 50 40 30 20 10
 (ppm)

170

180

Figura 114 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-dg) do composto 10e.



[M-HJ

100 392.15968

a0
80

70

C

i Qs
50 M°

40

Abundancia Relativa

30

20

10

[}||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||'|||||||||||||||

360 365 370 375 380 385 390 305 400 405 410 415 420
m/z

Figura 115 — Espectro de massas de alta resolugdo do composto 10e.

431



470.55

T
500

19.043

587,553

522.81

892,169

951.24 N
1070.31

1000

1105.87
1148.27

1220.73

1333.43
1376.94

1486.7 i
152841

1500

1679.43
1618

1648.72

1686.54

2000

2500

o)
T
3000

T
3500

90+

50+
4000

T T T
(=] [} =]
[2=] [ =]

40

(%) erouejwsuel |

Numero de onda (cm™)

Figura 116 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 10f.

432



in L
BT
£0z'T V T _ ~
SETT\" T - F -
0921~ + -Z
62T — = - L
0ze'T - o
S YSET i A
S Ry T = =
Fo ey
£ b ~
bb0'h — - g T &
850y — - = - s
$19T — © - -
3 99T~ T
< €EL T~ =~ _ F
S9L T~ N o
T F -
=
— L N
1267~ T
1567 — T - -
o
-~
~
LN T+ —
n
€
80€°G — [ wng
8265 — ~
|
L W —_—
8129~ @ -H —=
669~ S
<
~
o
8ee'L ~ _y/c-
6vE'L > . 6-H/S-H
mwm.n/ . E
P6E'L I _ + s
(8vL N © = N
S0S°L r T
pees X L =T Lo
esL— 9 ¥ © ©
scf T T N
e - AN —=
o 5668~ - | 2
N 8006 — - of
1606 — 06" B AN ——
2E6'L ~ _
0562~ = o
Y —
[ o

L TR

SS T

b'S [

0.0

0.5

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
 (ppm)

9.5

Figura 117 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 10f.

433



9L6'VT ~
°L6'ST—

09272 —

aete— SOMED —— | R

°L6'ST—

24

(ppm)

4||

2L

26

C

~

r o :©|U\..N|U

€80ty —

800°TS —

PSL0TT —

669'SPT —

0Sb" /9T —
SPT'69T —

6LY'TCT —

£0L°CCT —

€86'€CT
L10'vCT V
LST'YCT —
LSY'PCT
S6bHCT

0v8'9¢T —

125621 —

ovgrzz1 -6°9/5D

TLL°82T —

8-2/9-0

756'TET — O

: b
6LTHET — &

I

122

123

124

125

(ppm)

126

127

128

129

134 133 132 131 130 129 128 127
(ppm)

135

TEPVIT — —

TSLYIT — —

C-5'

0£0°GTT — —

06€°GTT — —

l

D ———

W0~

114.5

115.0
(ppm)

115.5

5
|

|

C-1

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
& (ppm)

180

Figura 118 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 10f.

434



[M-HJ

100 41817511

= o] o
= = =

=]
o

=
=

.
f:I_||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I
=

Abundancia Relativa
N
(]

(] [
= =

=y
=

o

[ [ [ [
425 430 435 440 445 450

m/z

[ o
405 410 415 420

Figura 119 — Espectro de massas de alta resolugédo do composto 10f.

435



401 763 i
£22.9
591,482
—— 75018
—_—— 802 887
089 311 |
1070.71
1106.95
1152.57
r2es .51
+327.95
1421.29
1487 .65 B
1534 57
1502 93
1642.82
1688.83
W O
=
o<l
ZT
T T T T T _ _ I8
= [Ty} [=1 o = = I T
[=x] oo [«) [ — Y 2 o

(%) elouejiwsuel |

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 10g.

)

Figura 120 - Espectro no infravermelho (ATR

436



§99'6 —

PET'Y —
8Ty —

669
8669 ~\-
910, —
wi'L
19T°L V

91€'L
SEEL
98¢€°L
PoET L~
6E°L
L6€°L
8/¥°L
18b°L
66t°L
81§/
6v5°L
£95°L
18L°L \
86/°L P
S16°L
Nmm.n \

676'8 ~—
£V6'8 —
L56'8 —

4.10
(ppm)

4.15

4.20

7.0

T
7.2

7.6

8.0 7.8

8.90

(ppm)

9.00

(ppm)

I

:

-~

™

[
I
Y=
Lo
°rd
ILs
g
I=<
YT
T T

F ooz

T soz

F860

F-860 |

0.0

0.5

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 _55 50 45
3 (ppm)

11.0

Figura 121 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 10g.

437



438

30 20 10

40

LC6'E€r — D ———

116

0£T°9TT — £0 -

118

L6E°6TT
8TL'61T W
65L°611
9£0°02T \
95€°0¢T
096021/
greTer
990°€2T
860°€CT
wueea

60b'€71 \
159°€2T

120

122
(ppm)
O
S

124

126

Tre9ZT —
0v6'9¢T —

128

¢E06CT —

sv8°221 —6-2/G-D \L x

128

100 90 80 70 60 50
& (ppm)

110

120

860821 — 8-D/9-D) — |
£08'621 :G-D/,,.£-D u I

i mJl

T
131
(ppm)

141.3

C-2'
|

L8V THPT —

132

EV6'TET — G -— -

(‘:_1“
(ppm)

T
133

9T YT —

142.2

C-4
T
134

: 3
TLTPET — J | S
SCPL9T —

130

140

150

160

80€'69T — S

170

180

Figura 122 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 10g.



[M-HJ

100 412.12851

w
o

[e]
]

-
=

a7}
[an]

oY
[an]

]
(]

41313068

)
o

—
=

Abundancia Relativa
3
P e b v b bt e b b b b
o

4114.13341

]

410 415 420
m/z

Figura 123 — Espectro de massas de alta resolugédo do composto 10g.

439



_ 453,644 N
506.705 LS
Wﬁ N -
=738 799533
§18.237
—903.441
=
=
S
1073.5
112522 15701 10045
1189.29 1214.47
.ﬁj{ e
1348.76
1432.86 _
1485 69 =
1508 67 o
1530.28
1643.18
1681.45
—_~
=
£ 5
©
o]
C
o
e -
T c
o ©
e <«
- £ 28
LS S 0N
N Z m:
£
o
o
o
o]
n'd
T
= <
o =
Iz o .m
©
© £
ZT _n[.v
g T >
(@] zZ :m
£
3434.07 A/ W :
=3 c
[¥y]
I w o
—
L
3]
@
o
n
wl
1
<
N
b vl
=
I T T T Im m
jey
i

(%) erouejwsuel |

440



18T°L
wwﬁ.mv
vieL -~
ses?
owm.m/
T0¥°L
18v°L
66b°L ~\-
81§ L —

SPS'L
8L
78S,
£95°L

1S40~
SLLL—

606'L ~
926'L

9€9'6 —

~3
52
Rl
=z
)
T
ey
Iz
N
T
8-H/9-H =
6-H/S-

TETy —
SPT'y—

81 80 79 78 7.7 76 75 74 73 72 7.1
ppm

¥26'8 —
8€6'8 —
156’8 ~

H-2

n
S
<
llk /6'T
o
=
<
£
na
— Q.
3
o
N
<
Tv.m
o0
F90'¢C
o
S
[ee]
RE HN
s — 60
Celroy
o
S
()]

AN J 960

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
& (ppm)

9.5

Figura 125 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 10h.

441



116 —

0£6°0CT —

0€TTCT ~_
60€7CZT
LLTETT
80C°€CT
TES'ECT

§95°€TT
99Tt \

¢SE9CT ~L
691921

C'2”/C'6"

CF3

I-0

-

Tv0°6CT —

TSP'8ET —
69T°ChT —

TSP'8ET ~_
€LY'8ET 7

T1S6'9ST —
TCE6S5T —

8¢H' (9T —
b0E69T —

C_lll

iy

|
138.5 138.0

139.0

o
[

ppm

128 127 126 125 124 123 122 121

129

ppm

L8V'STT —

0pPE9TT —
95911 —

ETT6TT -~
€EH'6TT —
TSL6TT —
££0°02T ~_

GE8'LTT — m-U\muu -

108821 —8-2/9-D -

606 TET — [D ——

TSTPET —

-0 \Ag

128

129

133 132 131 130
ppm

134

—
¢0 T
mn
~—
~—
O
i
i
~N
~—
i
£
o
80.
~—
~—
)]
i
~—
o
o
i
—
=
3
_Nlu T
|A| —
O
€0 ———
-0

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
& (ppm)

180

Figura 126 - Espectro de RMN de "C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 10h.

442



[M-H]

100 430.11872

a0
80
f0
60
50

40

Abundancia Relativa

30 M + CIJ

20
466.09498

10

bt b b b b bt b bt b bl
m
] ;z
T
o

Figura 127 — Espectro de massas de alta resolugdo do composto 10h.

443



499.477

6503.615

703.479

798.279

—806.561

1000.88

10714 1088.22

1161.05

1220.73

Lw.mm
1483.95

1522.87

1350.18

1606.42

1642.49
1678.21

(%) euepwsues |

40

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 10i.

)

Figura 128 - Espectro no infravermelho (ATR

444



9.662

Q- o~
S 0o M~
a0 o —
© © © <+ <
NTOWLEH LITRNANDOONDHANOMATOT =
\I/ NOOYTY OROVOLMYTT—HAOMMAONINMMO
OO0 MMM ETEETETNnm A A

H-5/H-7/ H-6/H-8/H-3"/H-5"/H-3'/H-4'/\d

N, H-9/H-6' ¥
JL I_I_I\ al o H2"/H-6 M

T —T T I I 0 4 8
9.0 8.9 I\ I 4'15(ppr‘1}1.)1
(ppm)
T T T T T T T T T T T
79 78 77 76 75 74 73 72 7.1
(ppm)
H-2
NH
|
J § J\
JXL _J AL
'L TR Py
o S - m o S
o — < ~ o~ (o]
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

5 (ppm)

Figura 129 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-dg) do composto 10i.

0.0

445



RS g 8 2
29 3 g ¢
I I” T
C‘-l C;Z'
T T T T T T T T T
143 142 141 140 139
(ppm)
] 2 28 8 8 T % 383z2 83528 g
g 5 T & R « € ¥ 29943 35888 5
ﬂp S o% | [ NSNS
O O O
-~ B e C
F? L') un | C_zn/c_6n
o9 |
T D |
) © % Cc-3'
| | (@)
| Il {
| I\ l Y !
f I T T T 1T 17 17T 17 " T1T\\\/T - 1T 717
136 135 134 133 132 131 130 129 128 459 127 125 123 IZ}W 119
(ppm) (ppm) C-5'
6
(6] H 5 7
NJIKZ/N 3 4 8
9
H o)
5
2
s CI7TaZ
C'].\ ‘/ C-2
| nJ I JL
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
5 (ppm)

Figura 130 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 10i.

446



(M- HJ

100 446.08958

90
80
70
60
a0

40

Abundancia Relativa

30

20

10

| |
445 450 455
m/z

o

[
425 430

| | l
435 440 460

iy
e
=

Figura 131 — Espectro de massas de alta resolugédo do composto 10i.

447



11.048

586875
706.296
805.36
825,869

891.07
1070.77
1151.98

PMI_ 257 42

1106.29

1328.95
1415.51
T5a081 o003
1640 42
16685

60+

T
(=]
=

(%) euejpwsuel |

50+

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 10;j.

)

Figura 132 - Espectro no infravermelho (ATR

448



STy — —
LST'Y — —

T9L€ — €HD0

8569 w..m|I\_.M|I —=
086'9 €H -
0S0°L -7 ' -
ﬁho.h\

mwﬁ.m* :OnI\:NnI -

SPT'L

v8b'L
Tog
02S' L~
S5
ssss

H-6/H-7/H-8/H-6'/NH

9T6°L ~
vE6'L

H-5/H-9
!

1096 —

6’8 ~ —

9€6'8 — —

056’8 — -

4.10

4.15
ppm

4.20

7.33

7.35

7.9 7.7 7.5 7.3 7.1
ppm

8.1

8.90

9.00

ppm

ppm

1]

ZH

=00'¢ |

6T

66T
660

6'T [

860

To.m ,

0.0

0.5

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

4.5

105 100 95 90 85 80 75 70 65 6.0 _55 50
5 (ppm)

11.0

Figura 133 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-dg) do composto 10j.

449



168'€h —
LSS — -
w9-2/uTD
005°€ZT i
£65°€2T - /
S08°€2T F
S20°52T — -
£05'92T —
S61°62T — - w_ B
FH_O L
w81 — 6-D/G-D —
008'82T — w-U\o-U -
62L'EHT —
~
T€6°1ET — o-——
§68'SST —
€0EPET ~_ L I
PIYET =
29T — ul-D
81€'69T —

121

123

n E
a
Ne

127

129

134 133 132 131 130 129 128
ppm

135

: o L
LILETT — O~
08T°'STT ‘J\

:m|U\:M|U

149411 — - -
166°L1T — 0

T1E8TT — O -
0£9°8TT — -

116 115 114 113
ppm

117

118

119

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
3 (ppm)

170

Figura 134 - Espectro de RMN de "C (100 MHz, DMSO-ds) do composto 10j.

450



[M-HJ

442 13851

—
]
=

a0

80

70

60

50

40

Abundancia Relativa

30 443.14082

20

10

prr vt b bt b b b bt il
T
w
(@)
e}
Z
uny
o

414.143?2

[
455

o

| |
440 445 450
m/z

T T r r 1 111 1 1 1 1]
430 435 460 465 470
Figura 135 — Espectro de massas de alta resolugao do composto 10j.

451



M 500.42

1093 ©o00.502

B504.868
894 123
nﬂ\“ 991,101
1072.786
1111.75
1154.01
1230.37
1329.78
1440.58
1486.29
1513.98
1532.85
—— 1
1643.53
1690.04
o
Iz
o
ZT

504

T
(=]
w

T T
(=] =
[==] [

90+

(%) euejpwsuel |

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 136 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 10k.

452



9T —

979'6 —

s0°L—
€L0°L —

YT —
9T L —

€L —
W'l —

TSEL~_
SS€°L—
£L8°L ~—
ust"

Lyt
S6bL A\
IS,

ObsL ™
brsL
S'L \

95,
08S°Z \

¥.9'L —

€1L°L
81/, V

606’ —
£26'L —

:ol_l_\:Nl_l_ -
uS-H/LE-H
o
T_
N
T
3 _
& _
T -
h
T
vy
T
T _
b
+ =
6-H/S-H —

I —3
° ]
—
n
N
~
o
I =)
~ L “\./
§
0 €Ty — - g
i
~ Py — - | 9~
Z
S~
N'e .
Ng F Ao
(=} <
=
n
N
~
o
M
~
n
M
~
N
~
10
~ &
n
N
~N
€
~N
~§
e
o
- o
o
N £
1268~ B S _
5€6'8 — - = 3
o 6V6'8~_ _ L2
N e}
<
2]

ITT
11°2

0T |

Boo'1

|

FS60

=060

0.5

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

4.5

5.0
d (ppm)

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

8.0

9.5 9.0 8.5

10.0

Figura 137 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 10k.

453



Na N R [ ~ I
NS n ~ 2 a o B
§28 3 R § Qo LY g g
S 0 a & gl g Jf\z/N 3 8
| 5 8 9
Lo 0
~ X
c-1" 4 o ©
Cc-2' | | |
LI A LA AL B B B B B | L T T LI
143 141 139 137 135 132.1 131.8
(ppm) (ppm)
5 8 RIS
< o NbnnmaAaN N
£ 8 88858 el g
S T WA EHE
S 2 N jajin s R
T T 'I" — 7/ N
C-3"/C-5" C-6/C-8 C-5/C-9
‘ ‘ ‘ C-5'
|
— T T T T T 7
— 77— T T T T T T T T T 119.0
130.5 129.5 128.5 126.5 125.5 124.5 123.5 (ppm)
(ppm) (ppm)
C_2ll C_6II
2" CHs
[32)
— = o
1 (@] (YI) 1
@] | o (@)
I | | |
|, | | \ Ly ) l |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

 (ppm)

Figura 138 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-dg) do composto 10k.

454



100

ao

g0

0

&0

a0

40

Abundancia Relativa

30

20

10

[M-HJ

42614407
f a1
N
H
427 14570
42814005
i
L L L L L L L L L L L L
415 420 425 430
m/z

Figura 139 — Espectro de massas de alta resolugao do composto 10k.

455



483,629

525435

=

753.21
767,035
903 693
1152.47
1311.57
ﬁ]/ljﬂ 1370.88
1493.94
1573 .64
1634.14
1702 54
2696.58
2067.93
3031 57 °
3083.64 o
/
T T T T T _ :
[=1 [=1 = = By I T
=21 =] [l 2 2 = 2

(%) elouejiwsuel |

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 140 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 13a.

456



\/ \/
(N 2 VVENS
T T T T T T T
7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30
(ppm)
o
-
I
H-1/H-2/H-3/H-4/H-6/H-12/H-13/
H-14/H-15/H-16 o
6 7 10 12
’—J—’ 1 TS 90 4 13
8
2 4 16 14
3 15

®
T

211

| ﬂ s N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
& (ppm)

Figura 141 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 13a.

457



™ [=a) ©Mmm @
S 3 = & @
S B S < ~ ]
2 % ] = 8
I
(22} a o© wn n T
s 2 L AN
2 R XXX
[ /
§ C-12/C-16
~ C-1/C-3 L-)‘/
I
I
O
6 . 10 12
4 5 N\ 0 11 1
2 4 8 16 14 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
3 15 130.5 129.5 128.5 \ 127.5
(ppm)
C-13/C-15 C-14
o
i
O
I
gy
© o
O
I
@ ok |
Q O

. _C11

L e e e e B 5 s e o e B B By B S B Sy B . L S B
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 5 (110 ) 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40
ppm

Figura 142 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do composto 13a.

458



425.019
494 573 |m
—541.007
=17 018 £85.542
771.768
B04.968
852,619
988.327 |8
1089.51
1170.59
1201.68 1312.03
[=
1493.31 =
1573.64
1633.11
1705.62
B 1_m
(=)
™ (&)
N
2121.33 e
ko]
c
o
S g
o 7
o <«
o o)
e E =
% =} o
Z o
e
o
o
o
o
2886.94 o) _Dln
2035.15 ) =
|m N
3056.64 2 .m
¢ £
O -
0)
{ >
©
=
£
= o)
-2 2
o
L
8]
0]
o
)
L
1
™
<t
m b
T T T T T _ =] a
=] = = N 5 T S ©
o o - B 2 = u
jeX
L

(%) elouenwsuel |

459



1.C

sy o o
\W \W
o (W N \‘/
6 7 10 12
5
1 X 90 ¢
8
2 4 16
3 15 Cl
T T T T T T T T T
755 750 745 7.4 35 730
(ppm)
H-1/H-2/H-3/H-12/
o H-13/H-15/H-16
7
T
H-7 H-8
Il !
ol L |
PEEEY & z
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
8 (ppm)

Figura 144 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 13b.

460



[s2) =) @0 O O ~
2 e 299 3 2
g g s I b
g S ) ! Fd
SN
S g 8
wn o~ ~—
6 7 O 10 12 I I
2 s 30 8 X 0N
b O ¢ QN LN = 5
2 -2 Mg o B 4 14
— O - I8 - - O — 16 C|
| < | || = | 3 15
o o9 c4/c6 C-5 c-11
O Oy | | ! 9-14
T T T 1
135.0 134.5 134.0 133.5
(ppm)
T T T T T T T T T T T T T
130.5 130.0 129.5 129.0 128.5 128.0 127.5
(ppm) o
-
(@]
~
© ®
\ U
|
Cc-9 |
|
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45

& (ppm)

Figura 145 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do composto 13b.

461



486.794
—537.599
£75.658
£95.118
747 547
764.638
804656553 300
unHHJIIIIJIIfIJIIrIIHmmulmmm;w
ﬁHmHrrfI||rrf||f|l|HmmMMﬁ%WWWlJIII{llJIII{IIIll
1153.53
1204.57
13085, 342,33
1373.63 :
— 144616
1512.88
1630.22
1706.17
o)
4
(@]
o
Y
T T . : _
=1 = s I T
o = 2 2 =

(%) elouejwsuel |

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 146 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 13c.

462



0pe's —

08v'9~
€659

SELL~
88L°L—

02T~
87’8~

(8€°L

665°L N
€0b'L —
1ovL"

€¢8'L—
SES'L—
188 L~

186 —

o
I
S~
S -
I=
~
i
_
I
o
i
_
I
~
(o]
i
_
I —
~
i
T —_
~
b
I
o

7.50 7.45 7.40 7.35
(ppm)

7.55

7.60

NO,

H-10
L

T 1
0.5 0.C

1.0

T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
& (ppm)

T
9.0

9.5

T
10.0

Figura 147 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 13c.

463



40

© @ WOV N @©Q o o
g 233 S R 8 3
© N m < %] N ~
g e ] 5 3 b
A
-t
ne
] ) -
AT
LIl o I
~ 1
- ~ O
(@] -
O
C-2 \ \ /
: \
l 1 3 2 NOy
o
@]
~
(42)
T T T T T T T T T T p—
132 131 130 129 128 o)
(ppm) |
o
-
O
& o
© O
|
Lp |
O h
C-9 | @)
| <+ |
-
O
|
y v
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 1156(110)105 100 95 9 8 8 75 70 65 60 55 50 45
ppm

Figura 148 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do composto 13c.

464



490953
537222
e ooy 00424
771.722
—_ 800.632
559,311
1067.11
1166.73
128230 319,04
1369.22
1489.08
1573 64
1632.78
1704.37
2117.47
@
2885.01
293901
2973.72
3056.64 o
o
/
T T T ; :
= = = X T
o = =2 2 2

(%) elouejiwsuel |

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 149 - Espectro de RMN de "°C (75 MHz, CDCl3) do composto 13d.

465



—~7.763
~7.710
—~6.509
™~ 6.456

5.203

NELY Yo [
H-13/H-15/ H-1/H-2/H-3
H-4/H-6
b Hi H-12/H-16
| | o
o M
T T T T T T T
755 750 745 740 735 730 7.25
(ppm)
(0]
6 7 10 12
1 5 \8 SO\ 13
2 4 16 14
; H-8 3 M Br
| J‘( [V
J J JM
REYXird T 5
SN 3 <
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

4.5
3 (ppm)

Figura 150 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 13d.

0.0

466



g g 2 g 3
B 8 8 g 83 g
8 ] |
R o8 3 3
8 80 8& ™ & g
| Q1 9 | |
C-5 C-11 S = . C-4/C-6
‘ | C-13/C-15 O ©
|
D U 2\

135.5 135.0 134.5 134.0

(ppm)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
132.5 131.5 130.5 129.5 128.5 127.5
(ppm)
0
6 7 10 12
. 5 \8 o0 11 13
2 4 16 14
3 y  br C-10

- C-7
C-8

C-14

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 5(110 ) 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
ppm

Figura 151 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do composto 13d.

467



484,605
£52.954
— 754,829
5038551
W 096,228
1065.04
1108.43
1154.37
1207.23
132713
145022
1577.5
1633.42
1713.26
2032.62
2117 .47
202936
g
3031.57 S
3062.43
o
o
Y
T T T ' _
= = o X T
[=3] o =2 2 2

(%) elouejiwsuel |

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

NUmero de onda (cm™)

Figura 152 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 13e.

468



<~ ~—
58 7
2 b3 R "
N N N
H-7 [32] §=3 < - OMmanNO
g 8 % o Se8a 8
NN NI NRNNNKN
[ (. N
e ]
7.82 7.80 7.78 7.76 7.74 7.72 :II:
(ppm) = H-1/H-3/H-4/H-6
i
T /\ H-2/H-12/H-16
WU\)\_JL
|
T T T T T T T T T
_ 7.65 7.60 755 750 745 7.40 7.35
H-10 (ppm)
(e}
6 7 0 12
5
; \a ™0 y/ 13
) . o 14
3 . CF;
H-8
\
JK,
NS T ‘g
Saax % S
— - Mo o o~
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.C

& (ppm)

Figura 153 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 13e.

469



S 29889028s o <
o CHNEBT A < 2
8583 € SSR8R888 3§ 3
889g NSEESSYY
20NN
9 S s 2
< ] N o
C-13/C-15 o g g g E
. 8 10 12 |
EEPV,V SN B g O
2 14
T T T T T T 3 1 15 CF3
125.7 1255 1253
(ppm)
NLJ;,J
T T T T L T T L T T T T
128 126 124 122 120
m
C-12/C-16 (ppm)
wn Mmm o©
3 g4 R
= gg g
N ® -
8 8
o~ Q X
- 82 c2/c-4/C-6
C-1/C-3 /
\‘
T T T T T T T T ~ _ ‘J
131.0 130.0 O ! o Cc-10
(ppm) " d ! T T T T T
L= O | 130 129 128 127
c-9 Al (ppm)
| O l
|
I ' UL m
r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 -10

& (ppm)

Figura 154 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do composto 13e.

470



481.015
531.483

M 557 981
682316

710.838

767411

—823.673
—B62.28

975.008

W 1032.6

1167 .4
1246.61

—————1305.58
1369.22

——=145215
1513.05

1573.64

1640.92

1699.68

OCHs

A

50+

T
=
(1=

40

T
[=]
[

(%) elouejiwsuel |

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 155 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 13f.

471



818'¢ —

¥0C'S —

Sh'9~
G059

669°L ~
asLL—

69—
0v6'9 —

09€°L

89€° L~
€8E°L—T
mwm.m \

105,
805°L V
asL-r
02s°L \

|

OCHs

OCH,

H-10

_J
=

15

16

©
© H\\M

ST-H/€T-H

9L-H/CL-H/9-H/V-H/€-H/¢-H/1-H

H-7

Feso

Fes1 ,

for |

Frot L

0.C

0.5

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
3 (ppm)

5.0

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

8.0

8.5

9.0

Figura 156 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 13f.

472



40

()} n ~ n o [=)
% & 3 g S & g N
€ al g b 2 3 g a
[
84 5 ng
8= o @ NS
1
S Q| ' cace o
- - | 6 7 10 12
(@] o N SO 11 13
/ \ LN 4 16 ¢
— A M OCHj3
]
~~
™M
-
@]
: — I e I
130.5 130.0 129.5 129.0 128.5 128.0 127.5
(ppm)
o
o £
© ol
I O
N~
O @
Q
! |
PUS 1
0 (@)
| |
|
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 1156(110)105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45
ppm

Figura 157 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do composto 13f.

473



483.181
545.558

512,672
680.734
710.412

851.664

1451.4

1506.14

765.757

1708.08

A

OCF,

I T
=2 =
© g

(%) elouejiwsuel |

20+

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 13g.

Figura 158 - Espectro no infravermelho (ATR)

474



N 23 2
NN o ¥ N
NN © © el
\/ \/
O™ N ® o oo K o
2RRE 2 3 $An R
NSNS ~ ~ NN N ~ ~
DN E A Y % [
o]
T
I
~
S H-1/H-2/H-3
I, 1 H-13/H-15
H-4/H-6 ‘ -
|
|1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 H-10 R o D
(ppm) 1 SN 0N
8 14
2 4 16
z 2" ~OCF,
H-7 -8
‘ U
|
BYeIYe T Z
QO ®O o) S
o= NN~ o o~
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
% (ppm)

Figura 159 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 13g.

475



< < o o N (=) o
2 S 2 PSIN S R S
8 g a3 8 3 3
[ \/ [
ee] < ~ un
g 2 m 3 S
8 & O 8 g
a 8 o o S
| o= |
O |
C-12/C-16 \ C-4/C-6
|
c-2 /
9 N S i
S S g = =
| |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
131.5 130.5 129.5 128.5 127.5
(ppm)
w w
12 —————
U 13 126 124 122 120 118 116
14 (ppm)
16 =
2" ~0CF;, n —
1 U
O
~ |
(s0]
- ®
c-7 OO
! I
i
-
c5©
G99 \u
CT14
| LL.J
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45

3 (ppm)

Figura 160 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do composto 13g.

476



483,31

S71.728
600.936

518,125

808 124 766.676

G48.062
913.308

965,057
- 982 704
1058.6

1158.6

1202.26
1281.8

1310.63

1381.72
145316

1510

1635.79

1707 .65

XN

I T
= =
w =

20+

(%) elouejiwsuel |

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 13i.

)

Figura 161 - Espectro no infravermelho (ATR

477



692'T ~_
601"

v/8C—
a0e—

SPC'S —

6/t'9 ~

€S9
09¢'L —
€80 L —

99¢€'L —
06€°L —

WL~
9Ll

816", ~_
€667, ~—
WL

H-12/H-13

CHs

2.90 2.85
(ppm)

2.95

3.00

7.3

5 4
(ppm)

7.6

H-1/H-2/H-3/H-14/H-15

17

H-10
.
2
-

0.0

0.5

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

4.5
& (ppm)

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

9.0

Figura 162 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 13i.

478



166.872

—149.101
—145.073

117.975

—130.320

— 128.890
— 128.558
— 128.098

C-1/C-3

66.359

~ (<))
N} )
o =)
(8] [a¢]
™ ~

G2
3 - 2
n h 3
C"ll C'5 T T T T T T T T
131 130 12 128 127 126
- L 7/ (ppm)
T T T T T T T T T
134.5 133.5 C-4/C-6
m
(ppm) C-18/C-19
|
C-10
~
@]
| 9-8
(Vo)
- C-17
c-9 © ‘
| |
| o I 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 120 110 100 (90 ) 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

Figura 163 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) do composto 13i.

479



W‘d

555 534
683797
700,408
_ 766.229
824,647
867 252
fﬂ .
1236.87
1307 65
141165
1448 43
mé 496 5
5775
1627 74

172062

3062.43

90+

80

T T
= =
w Loy

40

T
f=]
[

(%) erouejwsuel |

304

T
500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 13;.

)

Figura 164 - Espectro no infravermelho (ATR

480



19T T ~_
06T~

ave—

S99~
8¢L'9—

968'L ~
0S6'L—

19

S

o
i
1
T
~N To_o r
-
T
o
i
1 9z
n Feoz |
o ] [
L ® - L0
N T
n
[ @
\w = o~
5587 - .
6/8'C L o
2067 NE
. Brot. N
w0 ® 0
o/ - 0L6T\— F
= =S 166'
T e / S
o M=
O o
/ ©
~
0 <
° ©
- o~
@
[ ©o
696'9 — bPI-H - o .
L 2 Foso |
80", ~ TR
€L0'L— ST-H - | Fes0
~ Fsso
Y81 L ~— €T1-H - | N Fs80 |
01z'L — - = ~
i wE Fese
rN2 .
W = Tf
=3 N
Yhb'L — - - TB
= B
o
1noc— 9-H/b-H - FN
~
™~

0.C

0.5

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

4.5
& (ppm)

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

9.0

Figura 165 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 13j.

481



888°'GT —

£56'€7 — 61-2/L1-D -

109°€€ —

L2TL1T—
8€8'6TT —

UTPeT —

C-12

O

]
soger— O

<

¥00°62T —
O]

629061 — ET-D M
116°06T — -
/

o
O

1
O
o
@)

1

C-18

T
127

T
128

(ppm)

T
130

P1-0 -
ST-0 -

LOTVET —

TSP OPT ~
780°8bT —
60€'6vT -

PEC'SIT —

S0 -

9T1-0 ————
01-2 -

C-9

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
& (ppm)

180

Figura 166 - Espectro de RMN de C (75 MHz, CDCls) do composto 13j.

482



488.472
539.034

ﬁ £80.002

705.07

764478

813.18

979,936

1079.95
1143.59

1202.38

1577 4 1242.41
_ 1307 .85
1447 .54
Wamom.mw
1637.48

1723.61

O
o
Y

304

T T T
= =] =
w Lo =

80+
704

(%) elouenwsuel |

204

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 13k.

)

Figura 167 - Espectro no infravermelho (ATR

483



STTT~_
8vT'1 "

€567 —

0999~
€1L'9—

L8~
0€6'L —

H-13/H-14

13

H-19

S16'9 —

6v0°L —
9L0°L —

1€¢L —
LSTL—

6Tb'L
Py
o

2092
019°Z V
woL~F
9L

H-1/H-2/

9-H/%-H

H-3
|

6.9

7.0

72 71

7.3
(ppm)

75 7.4

7.6

3.05 3.00 295

3.10

(ppm)

W‘Nw.o

£8°0

Pz I

Feso |

0.C

0.5

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

4.5
& (ppm)

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

9.0

Figura 168 — Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls) do composto 13k.

484



£€8'07 "
950°€c "
96TLT ~_

8PELIT —

108°¢CT —

EETPET —

00¥°9bT —
066'LbT —

TSS9ET —

S8T'LET —
8€9°99T —

&

81-0 -
T1-0 -

<

137 136 135 134 133

138

(ppm)

PT-D/ET-D _ 61 -
10 -
L&
esyoer— LT-D -
~
so1zzt— ST-D — S
9-2/%-0 2
[87°8TT — e
S
0£6'82T — L m(
e2/10
L &
769°0ET —
L&
80 -
91-0 -
A0

0T-

C-9

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
& (ppm)

180

Figura 169 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do composto 13k.

485



=

§583.271

731.711

__

1029.48

1200.61

761.256

1132.02

1307.31

1390.76

1422.66

1594 .62

1632.51

. —S—

~o

1264.95

1499.58

1700.82
17251

OCH;

T
=]
[

T
=
[X=]

(%) erouejwsuel |

50+
40+

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

do composto 13l.

)

Figura 170 - Espectro no infravermelho (ATR

486



906'¢ —

999 ~
¥69'9

UL~
ST6'L

656’6 —

€60°L—
61€'L —

8Ty,
8TY'L -
EEbL—F
9ev'L

T6b'L —
S76°L —
6/5°L

065°L V
009'L —

909°L e

H-1/H-2/H-3/H-4/

H-6/H-12/H-15

OCHs

7.3 7.2

7.4

(ppm)

7.5

7.6

7.7

H-14

|

Fooe |

Fso |

80 |

Tm.o

Faso I

Fogo

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
8 (ppm)

10.5

Figura 171 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 13l.

487



S =y 2 32 & 3 o
= @ = I @ =
5 @ 2 3 3 §¢ S ] S
I A Lol [ g5 5 5
1 g g8 gy 8
| [ | |
M0
(OS]
¥ ©
C‘-5 C-13 [GNE) = n
| [ !
S B S 2 o
|
T T T T T T T T T T T T 1 l J J\
135.5 134.5 133.5
(ppm) T T T T T T T T T T T T T
131 129 127 125 123
(ppm)
o~
AR -
- o
© OCH,
™ @
@] (@]
[
i
— o
@ O -
() | O
| | J
J ‘ ! U»L____ N w \
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

8 (ppm)

Figura 172 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) do composto 13l.

488



483,389
526,915
605 249
655,792
677,750
703.135
761514 797.211
8655502
74.772
1031.04
1122.38
1196.4
1264.4
1304.65
1417.67
1448.9
46293 1506.67
1602.2
1635.7
1731.17
A
T
(6]
(o]
2842.58 5
o
2935.15 )
300265
3058.57
T T T T T _ : _
=1 [=] =1 = s N =z T
n: 00 7.. CU L =t 53] o

(%) euejpwsues

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 173 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 13m.

489



S80'S
880°5 ~\-
860°S

£oT's
60T'S —
€IS 7
orrs/
LET'S

THTs
SPT'S—
ev1's

€e8'e —

9¢6'S —

£V6'S —
166'S —
096'S —
896'S —

G86'S —
$66'S —
2009 —
1109 —

£20'9 —

5.04

5.08

/8€°€ —
bOb'E —

5.12
ppm

5.16

5.20

3.45 3.40 3.35 3.30
ppm

©
i
I

3.5

5.90

5.95

ppm

6.00

6+9'9
689°9
849 N
6829

808'9 —=
8189 \

LT10°L ~_
LE0'L

66€°L
L0b'L V
STv'L v
89S°L
/S,
S85°L
°6S°L

1698, —
168°L—

[ce]

|
i

PT-H/CT-H -=

€T-H —

H-1/H-2/H-3/

7.5

8.0

8T-H J

H-17

ppm

Fooz I

]

160

861 |

160

n

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

d (ppm)

Figura 174 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, CDCls) do composto 13m.

490



o~ wn <
= S = 8 R 3 3 &
8 i $ g g : L =
— — — Q ﬁ g wn <
[ I I
C-1(c-3 C-4/C-6 2 2 G S 8
I © ~ - ~
S S Nog o
9‘2 | [
« hA ® o ~
] L') 1 LI) 'T'
T T T T T T T T T © © (@]
1305 130.0 129.5 129.0 128.5 128.0 ! ! P |
Q 2 o © (ppm) k H
o o — ™
L L D I B |
123 121 119 117 115 113
(ppm)
o ~
P83
‘ RO e
|
_ J
T T T T T T T T
139 138 137 136 135
(ppm)
~
O
i |
c.h o
@) @)
‘ ]ll ‘ J A, A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

3 (ppm)

Figura 175 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCls) do composto 13m.

491



48317
50.064
=00 055 £83.376
765.103
771 1157 .83
1247 98"
1279.95 1308.79
1372.12
144952
m 1496.04
1577.93
1636.36
1709.5
//”
(o)
o

Y
T : : _
= - iy T
S 2 2 <

(%) euejywsuel |

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 176 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 13n.

492



S8t
£58T
298'T
€L8'T-¥

888°'T —
€687
8681
06°T

. 1/
SHLT— L66'T
6207~

LETT

NE.NV

L1 —
<

S/T'C
[ w4
10C°C
60C°C

809y —

9Ly
YRS
sy

T8's —

8bP'9 ~—
88v'9

b9g'L
PLEL~
1867, —
06E°L —
g6s'L

€89°L~
gL

LTS L~
s —
165°L —
ws'L "

1.8

;o
1.9

2.0

2.1
& (ppm)

1l
2.2

©
i
1
T
~
N
iy
T
~
o
i
1
T
S~
o
i
1
T

2.3

2.4

)

15

ppm

4.80 4.75 4.70 4.65 4.60 4.55 4.50

H-1/H-2/H-3
7.35

7.40

7.45
ppm

7.50

7.55

-

E66'T

E00'C |

Rege
b
M\mo.ﬁ

493

0.5

2.0 1.5 1.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4,5
& (ppm)

6.0 5.5 5.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

Figura 177 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, CDCls) do composto 13n.



6LL°0C —

€497 —
ez
905°0€ —

§58°0F —

9¥5'89 —

£18°80T —

60T°8TT —

658'PPT —

SE9'6YT —

S$$6°99T —

€L6'97 — [450) \L
LvELT— €1-0 \L
S/8'STT — PI-0 -——— | 8
i
i
) L
S~
¥ S
oorget— (O - F S
c06'geT — - L
Q
TN L 2 £
rost— O (H-—— —a
o
- 9
9zL'TET — o— [
<
_ w | =
ThbPET — O —
2
=
—_—
RN -
a )

<

27.5 27.0 26.5 26.0
ppm

6T 0 - —
ST-0-——m

91-0-

07-0 -

LT-D -

80 -

81-0 -

C-9

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
& (ppm)

180

Figura 178 - Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCls) do composto 13n.

494



34888
B2 653
30,446
550152
BE4 532
700189
S4.047 76 416
WI&@;@ o16.126
972.908
T 004 465
10036
1053.03
1111.98
—=—T157 54 1136839
1205 06
123344
1260 66
1308 45
1335 64
1364 97
1450 58
1481 31

ﬂ 1676.84

163257

1754 .62

I T
= =1
= o~

(%) elouejiwsuel |

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de onda (cm™)

Figura 179 - Espectro no infravermelho (KBr) do composto 130.

495



SR < 55 &
NSNS ~ © © el
[/ | | N
N
I
T T T T T T T
7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 o
(ppm) \ 0%
2 3
)
4
5
H-5", H-5', H-7, H-6", H-7', H-6', H-5, H-4
q
) T
@
T 1
|
|
T I Z 2
< ) @ S
o ~ o o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

Figura 180 - Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCl3) do composto 130.

496



—170.17
— 165.06
\151.42
— 14761
14360

c-6', C-6" C-5', C-5"
N/

c-8 N~
/ o O
L

RERCE RN D R

135 130 125 120 115
(ppm)

- CA1
-C-1'

69.55

-C-3

200 190 180 170 160 150 140

Figura 181 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) do composto 130.

T
100
(ppm)

497



Transmitancia (%)

60
ta
0
2
40
il 3
4 &
2| =y =y =]
= @ %
20 2 = )
= [=7]
o =l : (%]
= @
a3
0- e Y' g
3 z B i
2 z
h
_20_ T T T T T = T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Figura 182 - Espectro no infravermelho (KBr) do composto 13p.

498



~7.90
\-7.84
768

7.14
_-6.76
~6.70

77 76 75 74 73 72 74
(ppm)
10
Q)
5 3 8
. 4 \2 0 ~ o
H-5, H-6, H-7, H-6', H-5' ; 5 o
H-9, H-10, H-11, H-10'", H-9' 6
| o
I
|
|
Bl JL
4 S T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 2.5 2.0

(ppm)

Figura 183 - Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDs0D) do composto 13p.

499



2 5 3 T 338 3
2 3 ¢ s 85 ¢
| [ N
8 O
g
Y g ©
M‘—
T T T T T T T T T T T T
129.5 129.0 128.5 128.0 127.5 127.0 _
(ppm) o
(@)
%
_ o
o I
=y
1
(@]
ol =
Y (Xe)
o |
& o
(oo) At ©
N vl O
(@] (& |
| | k
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110( )100 90 80 70 60 50 40 30 20
pm

Figura 184 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDs;0D) do composto 13p.

500



